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Résumé

La maladie de Huntington (MH) est une pathologie génétique multisystémique
neurodégénérative rare caractérisée par des atteintes motrices, cognitives et psychiatriques.
Elle est due a une augmentation de la répétition de triplet CAG dans l'exon 1 du gene H7T,
dont la taille normale est de 6 a 35 répétitions. Cette expansion de triplets conduit a la
présence d'une répétition de glutamine de taille anormale dans 1'extrémité N-terminale de la
protéine huntingtine (HTT). Les conséquences de la mutation sont d’une part la diminution de
I’expression de la protéine non mutée et d’autre part 1’expression d’une protéine mutée. L’une
des fonctions de la HTT est le transport intracellulaire de vésicules le long des microtubules
dans les neurones. Par ailleurs, une pathologie similaire appelée « Huntington disease like 2 »
est due a une perte de fonction de la junctophilin-3 ayant pour rdle 1’établissement de points
de contact entre la membrane plasmique et le reticulum endoplasmique au niveau neuronal.
Les présents travaux visent a découvrir les mécanismes au sein desquels la HTT est impliquée
dans un mod¢le différent de la cellule neuronale : la cellule musculaire. En effet, les points de
contact nommées triades sont le cceur du couplage excitation-contraction. Les travaux ont
permis de montrer, aprés avoir créé¢ des modeles cellulaires et animaux avec baisse
d’expression de la protéine, un défaut de la fonction musculaire au niveau cellulaire comme
au niveau physiologique. Les relachements calciques sont altérés. La force est diminuée. De
plus, ces altérations de fonctionnement sont corrélées a une baisse d’expression des
principaux récepteurs de la triade. Enfin, une fraction exogene de la partie N-terminale de la
protéine non mutée restaure les défauts calciques observés. La huntingtine a donc un role

prépondérant dans la fonction princeps du muscle : la contraction.
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Abstract

Huntington Disease (HD) is a rare multisystemic neurodegenerative genetic disorder, which
combines psychiatric, cognitive and motor alterations. It is caused by an increase in CAG
repeats in the huntingtin gene, resulting in an expansion of polyglutamine stretch in the
protein. This induces a loss of the huntingtin protein (HTT) normal function associated with
production of a mutant protein. HTT is an ubiquitous microtubules associated protein, with
numerous functions among which vesicles and organelles traffic along microtubules. Along
this line, one of its functions could be the traffic of reticulum vesicles to form contact point
with the plasma membrane in neurons. Moreover, a phenocopy named “Huntington’s disease
like 2” is due to junctophilin-3 loss of function. Junctophilin 3 is involved in the
establishment of contact points between endoplasmic reticulum and plasma membrane in
neurons. These studies are dedicated to the validation of the hypothesis of the role of HTT in
contact points between endoplasmic reticulum and plasma membrane in another model, in
which contacts between reticulum and plasma membrane are of major importance: the
skeletal muscle cell. Indeed, the contact points between sarcoplasmic reticulum and plasma
membrane (T-Tubule), called the triads, are the basis of excitation-contraction coupling in
muscle. In these studies, we developed cellular and animals models with a loss of expression
of HTT in skeletal muscle specifically. Theses studies show that calcium release is altered at
the cellular level and muscle force is altered at animal model level. Theses alterations are
correlated with loss of expression of the main receptors of the triad. Finally, fragment of the
normal protein can restore calcium defects. Theses studies emphasize the role of huntingtin in

skeletal muscle.
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Abréviations

Ac : anticorps

ADN : DNA : acide désoxyribonucléique
ADP : adenosine diphosphate

ARN : RNA : acide ribonucléique

APP : amyloid precursor protein

ATP : adenosine triphosphate

BDNF : brain derived neurotrophic factor
Ca® : calcium

CaCl, : chlorure de calcium

CHAPS :
propanesulfonate

CmC : 4-chloro-m cresol

Couplage—EC: couplage excitation-contraction

CRC : complexe de relachement du calcium

Cter: C-terminal

Ctrl : contrdle

DHPR : récepteur des dihydropyridines

DMSO : diméthylsulfoxide

DMEM : dulbecco’s modified eagle medium

EDTA : acide éthyléne diamine tétracétique

EDL : extensor digitorum longus

FDB : flexor digitorum brevis

GAPDH : glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase
GFP : protéine fluorescente verte

HRP : horseradish peroxydase

HDL 2 : Huntington’s disease like 2

IF : immunofluorescence

IRM : imagerie par résonance magnétique

jNM : jonction neuromusculaire

kDa : kilo Dalton

KO : knocked-out

3-[(3-Cholamidopropyl)dimethylammonio]-1-
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MetOH : méthanol

MH : maladie de Huntington

MOI : multiplicity of infection

MTs : MT : microtubules

min : minute(s)

N: newton

NADH: nicotinamide adénine dinucléotide

PBS : phosphate buffer saline

PBSTw : PBS 0.1% Tween20

PCR : réaction en chaine par polymérase

pH : potentiel hydrométrique

Pi : phosphate inorganique

PS : pénicilline-streptomycine

RE : reticulum endoplasmique

ROI : region of interest

Rs : coefficient de corrélation de Spearman

RS : reticulum sarcoplasmique

RT : température ambiante

RyR11 : isoforme squelettique du récepteur de la ryanodine
SERCA: sarco endoplasmic reticulum calcium ATPase
SDS : sodium dodécyl sulfate

SDS PAGE : électrophorese sur gel de polyacrylamide
en présence de SDS

s.e.m : standard error of the mean

SNC : systéme nerveux central

siRNA : small interfering RNA

SOCE : store operated calcium channel

tampon RIPA : radio immuno precipitation assay buffer
TA : tibialis anterior

Tubules-T : tubules transverses

UHDRS : unified Huntington’s disease rating scale
U.I : unité infectieuse

VICR: voltage induced calcium release

WB: Western blot

WT: wild type
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Chapitre I : la maladie de
Huntington : une pathologie multi-
systémique

1.1 La maladie de Huntington : une histoire

C’est en 1872, dans une revue médicale américaine, The Medical and Surgical Reporter que
George Huntington (1850-1916), médecin alors agé de 22 ans (Figure 1), publie une

observation intitulée On Chorea (Wexler et al., 2016).

il ¢ /mr 7 A‘k

Figure 1 : George Huntington. Extrait de Wexler et al., 2016.
I1 décrit ainsi une forme de chorée qui a trois particularités. Les chorées sont des mouvements

involontaires et sont décrites depuis des si¢cles. Au Moyen-Age, elles sont considérées

comme une hérésie (Babonneix, 1925 ; Grandmougin et al., 1997 ; Martin, 1923). Cependant,
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Huntington va apporter une description précise du cas familial qu’il rapporte. Tout d’abord,
cette chorée est héréditaire : il retrouve une sémiologie identique au sein de deux générations.
Or, les chorées précédemment décrites sont sporadiques, elles sont rarement observées au sein
de la méme famille (Grandmougin et al. ,1997). Ensuite, elle peut conduire au suicide, ce qui
est également un élément marquant, les patients atteints d’autres formes de chorée n’allant pas
jusqu’a cette extrémité. Enfin, les signes cliniques permettant de diagnostiquer précisément la
pathologie apparaissent systématiquement a 1’age adulte alors méme que rien ne s'est déclaré
dans l'enfance (Huntington, 1872). La chorée, associée a ces trois points, apparition tardive
des signes cliniques, suicide, caractére héréditaire, singularise, pour Huntington, cette forme
de chorée. Le caractére héréditaire, s’il est relevé, n’est cependant pas aussi évident pour
I’époque. En effet, la biologie expérimentale n’en est qu’a ses balbutiements (Poreau, 2016a).
Il faut attendre la fin du dix-neuviéme si¢cle et le début du vingtiéme si¢cle afin de voir
émerger les différents caractéres de transmission (Pichot, 1999). Si des analyses rétrospectives
de cas montrent qu'il ne s'agit pas néanmoins de la premiére famille décrite avec ce type de
chorée, (Orberck, 1959 ; Lanska, 2000), Huntington va expliciter clairement ses arguments. I1
veut montrer qu’il s’agit d’une nouvelle nosologie : une catégorie a part de chorée. Tous les
praticiens n'ont pas admis immédiatement l'existence de cette entité a part. Jean-Martin
Charcot (1825-1893), I’un des neurologues les plus renommés de son temps, donne quelques
observations complétes lors de ses cours du mardi de la Salpétricre. Il se refuse néanmoins a
considérer la chorée de Huntington comme une entité a part entiere, notamment du fait de sa
caractéristique d'apparition tardive de la symptomatologie. Il décrit néanmoins dans l'exemple
ci-dessous (figure 2) une famille avec atteinte de plusieurs générations. Il y a un doute
concernant les parents, ils sont décédés précocement sans pour autant qu’une clinique
spécifique ait été décrite. La symptomatologie associe chorée (mouvements involontaires),
mais aussi atteintes psychiatriques, et potentiellement mort précoce (notamment chez les

parents, dont la causes de décés n'est pas connue mais est prématurée).
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|
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O Chorée tardive
+ Morl

Figure 2 : exemple de famille avec chorée, description historique du dix-
neuvieme siecle. Arbre généalogique adapté de Charcot, 1887.

Charcot la considére alors dans le grand groupe de la forme dite « vulgaire », c'est-a-dire
commune, n'ayant pas nécessairement une ¢étiologie qui lui est propre (Charcot, 1887). Au
début du vingtiéme siecle, le caractére génétique et de transmission autosomique dominant de
la maladie de Huntington (MH) est une hypothése prégnante par les observations, corrélées de
plus a une analyse morphologique de I'encéphale présentant une atrophie striatale (Alzheimer,
1911 ; Davenport & Muncey, 1916). Julia Bell (1879-1979), généticienne britannique,
confirme le mode héréditaire autosomique dominant de la maladie de Huntington dans les
familles qu'elle suit (Bell, 1934). Elle mentionne la possibilité de conseil génétique dans le
cadre de familles prédisposées a cette pathologie. Durant les années 1960 et 1970, la clinique,
I'anatomopathologie et la génétique sont précisées. Des traitements, en particulier
antichoréiques, sont testés sans toutefois faire preuve d'efficacité¢ (Heathfield, 1973). Durant
les années 1980 puis 1990, les avancées étiologiques sont considérables. Des travaux sont
menés afin de comprendre également les mécanismes en jeu. En paralléle, les études
phénotypiques sont élargies a ’ensemble des organes, montrant ainsi le caractére systémique
de la MH. La maladie de Huntington est actuellement caractérisée comme une maladie rare
autosomique dominante neurodégénérative, multisystémique et incurable (Roos, 2010).
L’étiologie moléculaire est découverte en 1993 : il s’agit d’une répétition anormale de triplets
CAG au niveau du gene de la huntingtine (H77) (Huntington’s Disease Collaborative
Research Group, 1993).
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L’histoire de la MH est singulicre. Cette histoire, qui a pres de 150 ans, est probablement un
facteur explicatif du fait du nombre important d’études menées sur cette maladie rare.
En effet, cette maladie est tout d’abord une maladie rare, nous allons voir ce point plus en

détail.

1.2 Une maladie rare

Une maladie est définie comme rare si moins d’une personne sur 2000 est atteinte (Orphanet).
La prévalence estimée de la MH est entre 1/10 000 et 1/20 000 (Roos, 2010). La MH est
présente sur tous les continents (Heathfield, 1973). Cependant, les études relatives a la
prévalence montrent des disparités selon les régions (Evans et al., 2013 ; Hayden et al, 1980 ;
Hoppit et al., 2011 ; Lekoubou et al., 2014 ; Pringheim et al., 2012 ; Rawlins et al., 2016). Par
exemple, selon une méta-analyse, en Asie, la prévalence est estimée a 0,42 pour 1 000 000
alors qu’elle est de 9,71 pour 100 000 personnes lorsque sont prises en compte les études en
Australie, en Europe de I’Ouest au Royaume-Uni et en Amérique du nord (Rawlins et al.,
2016). La prévalence est également tres faible en Afrique. Seuls 19 cas ont été recensés dans
une ¢étude bibliométrique récente (Lekoubou et al., 2014). Les publications de ces cas
proviennent d’études d’Afrique du Sud et avant I’Apartheid (Haydn et al., 1980). Les
méthodologies employées d’une part et les résultats disponibles d’autre part montrent que de
nouvelles études de prévalence sont nécessaires en Afrique. En effet, les pays africains,
comme nombre de pays d’Asie n’ont pas de registres précis comme il en existe au Royaume —
Uni par exemple, il y a donc un réel manque d’informations. De nouvelles études montrent
cependant que la prévalence s’approcherait de celle de I’Europe de I’Ouest (Baine et al.,
2016), les maladies neurodégénératives restant un sujet prégnant en Afrique (Lekoubou et al.,
2014 ; Poreau, 2016b).

La MH est donc une maladie rare, dont la prévalence permet d’estimer le nombre de patients
en France entre 3250 et 6000 et entre 20 000 et 40 000 personnes en Europe de 1’Ouest.

Ces estimations montrent la nécessité d’avancer sur le diagnostic de la MH dans 1’ensemble

des pays. Pour cela, il faut donc détecter les signes cliniques pour permettre le diagnostic.
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1.3 La maladie de Huntington : approche clinique

Afin de préciser les enjeux d’une telle pathologie, il est nécessaire de revoir quels sont les
signes cliniques. Initialement, c’est une triade clinique qui est décrite : la maladie de
Huntington associe des troubles moteurs, des troubles psychiatriques et des troubles cognitifs
(Roos, 2010).

Les troubles moteurs concernent a la fois les mouvements volontaires et la présence de
mouvements involontaires : la chorée, caractéristique de la pathologie (Warby et al., [2014]).
Les mouvements involontaires sont des mouvements non répétitifs, non périodiques, qui n’ont
pas de patterns précis et affectent les membres, la face ou encore le tronc. Ces mouvements
sont présents uniquement a 1’état d’éveil. Le patient ne peut stopper ces mouvements. De plus,
la fréquence de ces mouvements est amplifiée par différents facteurs dont le stress. Plus de
90% des patients atteints de la maladie de Huntington ont ce symptome. Peu d’études ont été
développées pour caractériser et différencier les mouvements involontaires des patients
atteints de la maladie de Huntington, de ceux des patients atteints d’autres formes de chorée.
Au niveau de la face par exemple, il apparait difficile de différencier les mouvements par
rapport aux blépharospasmes, dyskinésies tardives ou encore les spasmes hémifaciaux (Fekete
et al., 2014 ; Jankovic et al., 2009 ; Yaltho et al., 2011).

Associés a ces mouvements involontaires, les patients développent également des difficultés a
initier les mouvements (dyskinésie : hypokinésie ou akinésie), et une rigidit¢ amenant a une
lenteur des mouvements (bradykinésie) (Roos, 2010 ; Van Vugt et al., 2004). Une dystonie est
¢galement décrite : un trouble du tonus musculaire.

Les mouvements volontaires sont également atteints chez les patients qui décrivent des
maladresses répétées dans la vie quotidienne. Le controle des mouvements fins est affecté,
comme |’écriture par exemple. La démarche est également affectée.

Des troubles oculomoteurs sont également présents et sont majorés avec le temps (Blekher et
al., 2004 ; Blekher et al., 2006 ; Golding et al., 2006 ; Hicks et al., 2008 ; Miranda et al.,
2016). Par ailleurs, la dysarthrie est fréquente. La dysphagie est présente dans les derniers
stades de la maladie (Roos, 2010 ; Warby et al., [2014]).

Aux troubles moteurs, s’ajoute une atteinte cognitive pouvant aller jusqu’a la démence
(Dumas et al., 2013 ; Hoth et al., 2010 ; Larsen et al., 2016 ; Nehl et al., 2004 ; Paulsen,
2011). Les atteintes cognitives apparaissent plus précocement que les troubles moteurs (Eddy

et al., 2015 ; Unmack Larsen et al., 2015). Les premiéres manifestations concernent les
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fonctions exécutives : en particulier I’attention, la planification (Thompson et al., 2010) et la
mémoire (Montoya et al., 2006a). 1l devient difficile pour les patients d’effectuer des taches
complexes. Il devient également difficile d’effectuer plusieurs tdches en méme temps. Plus
précisément, la notion du temps n’est plus adaptée (Rowe et al., 2010). Par ailleurs, la vitesse
de traitement des données est allongée (Stout et al., 2011). Un autre type d’atteinte cognitive
concerne la reconnaissance des affects : les patients vont avoir de plus en plus de mal a
reconnaitre les émotions des personnes avec qui ils communiquent, et plus spécifiquement le
dégout et la colére (Calder et al., 2010). Enfin, la communication devient également difficile
(Hartelius et al., 2010 ; Solomon et al., 2007) : en effet, la communication verbale demande
alors une attention accrue et une concentration plus importante pour les patients, ce qui les
handicape.

Le troisieme type d’atteinte concerne les atteintes psychiatriques. La dépression, I’irritabilité,
les troubles obsessionnels compulsifs et 1’apathie sont plus importants dans les cohortes de
patients atteints de la maladie de Huntington que dans la population générale (Baudic et al.,
2006 ; Paulsen et al., 2005 ; Tabrizi et al., 2013 ; van Duinj et al., 2007 ; van Duinj et al.,
2014). L’idéation suicidaire est ¢galement €levée : 9.9 % des patients porteurs de MH ont une
idéation suicidaire dans une cohorte européenne (Hubers et al., 2013). Le risque de suicide est
augmenté par rapport a la population générale, méme s’il n’est pas la premicre cause de
mortalité des patients atteints de MH (Sorensen et al., 1992).

Les troubles moteurs, cognitifs et psychiatriques permettent ainsi de réaliser le diagnostic
clinique de la maladie de Huntington. A cet effet, une échelle comprenant les ¢éléments
cliniques a été ¢laborée a la fin des années 1990 et permet de sélectionner les items présents
chez le patient : unified HD rating scale (UHDRS, 1996). Cette échelle comprend un item de
troubles moteurs, réparti en sous-items comprenant notamment la poursuite oculaire, la
dystonie, la démarche, la pronation, la supination, la rétropulsion; un item sur le
comportement ; des items sur la vie quotidienne.
Nous voyons lors de cette premicre description clinique, que la triade se focalise sur ’aspect
neurologique. Les études anatomiques et des études en imagerie sont venues compléter

I’aspect clinique neurologique.
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1.4 Etudes anatomiques et d’imagerie

La triade clinique précédemment décrite est a mettre en lien avec les aspects
neuroanatomiques : d’une part la neuropathologie et d’autre part les résultats obtenus avec les
techniques d’imagerie.

Les premicres ¢tudes de neuropathologie sur des encéphales de patients décédés ont montré
une atrophie cérébrale et plus particulier une atrophie striatale. Cette zone est donc a mettre en
lien avec la chorée et les autres atteintes décrites, notamment cognitives (Montoya et al.,
2006b) et psychiatriques. Le striatum est un ganglion de la base composé¢ notamment du

putamen et du noyau caudé (Figure 3A).

A Noyau
caudé

Lobe

frontal

accipital

Putamen

Encéphale Encéphale adulte patient decédé de la
adulte temoin maladie de Huntington

Figure 3 : A : Vue sagittale en 3D de ’hémisphere gauche de 1’encéphale
et de la partie droite du striatum composée du noyau caudé et du
putamen. Figure réalisée avec Allen Humain Brain Atlas.

B : coupes axiales d’encéphales. A gauche, coupe de témoin avec noyaux
caudés et putamen de taille adulte. A droite, encéphale de patient décédé
de la maladie de Huntington. L’atrophie du striatum est majeure. Figure
réalisée avec les données du site HT Tp://library.med.utah.edu/WebPath.
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La Figure 3B montre 1’atrophie majeure observée chez un patient décédé de la MH.

L’analyse anatomopathologique montre également une atrophie de la totalit¢ de I’encéphale.
De plus, il est observé un élargissement marqué des espaces péri-cérébraux, les ventricules
latéraux apparaissent dilatés, la substance grise apparait proportionnellement moins
importante (Figure 3B).

La neuro-imagerie est également un outil de choix dans 1’analyse de la clinique des patients
atteints de la maladie de Huntington, qu’ils développent des manifestations ou non. Ainsi,
I’imagerie par résonance magnétique (IRM) peut par exemple explorer les structures
cérébrales ou étudier les fonctions (IRM fonctionnelle, IRMf ). Le premier point a permis de
corréler les études anatomopathologiques effectuées sur des pieces d’autopsie de patients
décédés de la maladie de Huntington (Figures 4 et 5). Les études d’imagerie fonctionnelle
permettent tout d’abord de comparer in vivo I’atrophie observée dans les études post-mortem.
Elles permettent ensuite de prendre en compte les changements lors de taches effectuées par le

patient, et donc d’évaluer le retentissement fonctionnel de la pathologie.

Patient a 55 ans, Patient, 49 ans,
stade débutantde stade avancéde la
la MH

Patient sain 50 ans

e

- o
Noyau caude %@-‘ﬁ- )
3 = &

Figure 4: coupe sagittale d’IRM, séquence T1. A gauche, témoin,
homme de 50 ans, sain. A noter les structures présentes : le noyau caudé
(I'un des composants du striatum), le ventricule latéral et le cervelet ; au
centre, patient au stade débutant de la maladie, homme agé¢ de 55 ans. A
droite, homme de 49 ans avec manifestations importantes de la maladie
de Huntington. La fléche blanche montre I’emplacement du noyau caudé
au centre et a droite. En sus de la sévere atrophie du noyau caudé¢,
I’ensemble du volume est diminué chez le patient a un stade avancé de la
maladie : les espaces péri-cérébraux sont beaucoup plus visibles. Adapté
de (Tabrizi et al., 2009)
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Noyaucaudé

Figure 5: coupes axiales en IRMf. Il s’agit de la soustraction d’une
analyse d’activation (BOLD) suite a un exercice de mémorisation entre
des témoins et un groupe de patients atteints de maladie de Huntington
avec manifestations cliniques. A gauche, deux coupes axiales avec
présence de voxels rouges au niveau notamment du noyau caudé¢ : il
s’agit de zones activées lors de 1’exercice chez les témoins mais qui ne le
sont plus chez les patients. A droite, il s’agit d’'une coupe transversale
afin de montrer le niveau des deux précédentes coupes. Illustration
adaptée de (Georgiou-Karistianis et al., 2014).

Certaines zones apparaissent beaucoup moins activées lors de taches répétitives simples : le
noyau caudé au niveau du striatum, mais également les lobes temporaux (figure 6). La
corrélation anatomique et fonctionnelle est réalisable in vivo. Elle montre que le striatum est
le siege de défauts, ce qui est en accord avec les précédentes études anatomiques post-mortem
et in vivo. Elle montre également I’implication d’autres zones de 1’encéphale. Ces analyses
sont néanmoins complexes, les difficultés d’interprétation proviennent de 1’hétérogénéité des
cohortes d’une part et de la méthodologie analytique d’autre part. De plus, la résolution
anatomique des ¢études fonctionnelles est moindre que celle des études d’IRM non
fonctionnelles.

Les investigations d’imagerie de la maladie de Huntington se poursuivent également par les
analyses de tomographie a émission de positrons (TEP), réalisées avec différents traceurs. Ces
¢tudes permettent ainsi une corrélation entre I’anatomie et différentes voies biologiques
comme le systtme dopaminergique, le métabolisme et I’inflammation (Wilson et al., 2017).
Les premiers signes cliniques identifiés de la MH sont exclusivement li€s au systéme nerveux
central. Les études anatomopathologiques et d’imagerie ont donc été orientées selon cette
caractérisation phénotypique. Cependant, la MH n’est pas exclusivement une maladie

touchant le systéme nerveux central. En effet, la MH est une maladie multisystémique.
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1.5 Management de la maladie de Huntington

Aucun traitement n’existe actuellement pour les patients atteints de la maladie de Huntington.
Les patients décedent de la pathologie. Auparavant, qu’ils développent ou non des
manifestations cliniques, le fait d’étre porteur de la mutation induit une discrimination sociale
relevée dans plusieurs pays : que ce soit au niveau de ’emploi, de 1’obtention de préts ou
encore des primes d’assurances, celles-ci étant primordiales dans certains pays n’ayant pas de
régime de sécurité sociale (Billings et al., 1992 ; Bombard et al., 2009 ; Goh et al., 2013 ;
Harper et al., 2004 ; Oster et al., 2008 ; Penziner et al., 2008) .

Les signes cliniques apparaissent a 1’age adulte, alors méme que 1’anomalie génétique est
présente des la conception. Aucune explication physiopathologique ne permet actuellement de
comprendre pourquoi les signes cliniques apparaissent a 1’age adulte, entre 35 et 50 ans. Cette
maladie est donc a ce jour incurable et elle est mortelle. La principale étiologie de mortalité
est la pneumonie. Les défauts de déglutition répétés engendrent des infections pulmonaires
qui deviennent difficiles puis impossibles a traiter. L’insuffisance cardiaque est également
I’une des causes principales de déces (Hart et al., 2011 ; Heemskerk et al., 2012 ;Wendt et al,
1960 ; Edmonds, 1966 ; Haines et al., 1986, Lanska et al, 1988a; Lanska et al., 1988b ;
Sorensen et al., 1992 ; Nobrega et al., 2008 ; Marik et al., 2003 ; Mehanna et al., 2010). Le
suicide est augmenté par rapport a la population générale, mais il ne s’agit pas de la cause
principale de déces (Sorensen et al., 1992).

Le traitement est donc symptomatique (Roos, 2010). Il concerne les troubles moteurs et en
particulier la chorée. Il concerne également la dépression.

1141 essais cliniques sont actuellement référencés (www.clinicaltrials.gov), dont 1018 essais
ayant pour objectif de traiter une partie de la symptomatologie. Les essais cliniques ont pour
objectif dans la majorité¢ des cas de tester les drogues qui ont eu un effet sur les modéles
animaux. Cependant, nombre d’études reviennent négatives, comme la publication tres
récente d’une ¢étude de ’absence d’effet de la cystéamine, un agent anti-oxydant (Verny et al.,
2017). Ainsi, comprendre les effets de la mutation génique est indispensable pour tenter une

approche thérapeutique raisonnée.
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1.6 Les signes extra SNC

Durant la derniere décennie, les signes et atteintes cliniques et biologiques ont ét¢ démontrés

dans des organes différents du systéme nerveux central (Figure 6).
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Figure 6 : Atteinte multisystémique de la maladie de Huntington. Ces
atteintes ont ¢été retrouvées chez I’homme : atteintes cardiaques,
pancréatique (anomalie de sécrétion de 1’insuline), ostéoporose, baisse de
concentration de testostérone, et anomalies musculaires.

Les patients développent une insuffisance cardiaque, pouvant amener au déces. Ces atteintes
sont également liées au systéme nerveux autonome (Andrich et al., 2002 ; Aziz et al., 2010 ;
Bar et al., 2008; Kobal et al., 2010 ; Schroeder et al., 2016 ; Wood et al., 2012 ; Zielonka et
al., 2014). Le mécanisme entre 1’insuffisance cardiaque et la mutation n’est pas encore résolu.
En effet, les études sur un modele murin de la pathologie, exprimant la partie N-terminale
(exon 1) avec une répétition importante de triplets (modéle murin R6/2) montrent une atrophie
du myocarde, une altération de la forme des mitochondries et une altération fonctionnelle des

cardiomyocytes (Mihm et al., 2007). Une dérégulation transcriptionnelle est aussi retrouvée
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(Mielcarek et al., 2014a). Associée a I’insuffisance cardiaque, d’autres atteintes ont été
retrouvées.

Il y a également une diminution de concentration de testostérone dans le plasma (Markianos
et al., 2005 ; Van Raamsdonk et al., 2005).

Pour autant, cela n’affecte pas la fertilit¢ des patients masculins (van der Burg et al., 2009).
Une ostéoporose est par ailleurs potentiellement évoquée dans deux études (Bonelli et al.,
2002 ; Otti et al., 2007). Toutefois, les résultats doivent étre confirmés sur des cohortes plus
importantes (van der Burg et al., 2009).

Au niveau des plaquettes, des lymphocytes et des polynucléaires neutrophiles, une
concentration plus importante en récepteur A, a €té retrouvée chez les patients atteints de
MH (Varani et al., 2003 ; Varani et al., 2007).
Des défauts pancréatiques sont aussi observés (Andreasson et al., 2002 ; Lalic et al., 2008).
En effet, I’insuline est augmentée (résultat statistiquement significatif) dans une cohorte
comprenant 29 patients. Au niveau hépatique, en condition de privation énergétique, une
stéatose hépatique se développe dans un modele murin de la pathologie : N171-87Q (mod¢le
murin avec 171 premiers acides aminés de la huntingtine et 87 répétitions de triplets CAG)
(Chaturvedi et al., 2010). Dans cette étude, sur ce modéle animal, il n’y a pas d’altération
hépatique (histologie des hépatocytes) en condition basale.

Associées a ces atteintes multisystémiques observées chez 1’homme et chez les modeles
murins de la pathologie, des atteintes musculaires, importantes par les enjeux pour les patients
d’une part, et importantes par les études menées d’autre part, sont également décrites. Nous
verrons plus en détail les études qui ont été effectuées sur le muscle.

La MH est donc une pathologie multisystémique dont 1’étiologie génique est connue depuis
les années 1990. Quel est le géne en cause et quelles sont les conséquences au niveau

protéique ?
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Chapitre II : Comprendre la maladie
de Huntington : le role de la
huntingtine

2.1 Aspects moléculaires de la maladie de Huntington et corrélation génotype-
phénotype

La maladie de Huntington est due a une mutation identifiée au début des années 1990, dans le
gene de la huntingtine : il s’agit d’une répétition de triplets CAG au-dela de 35 (Huntington’s
Disease Collaborative Research Group, 1993). Cette mutation induit une pathologie
autosomique dominante. Un seul alléle muté suffit pour que la personne soit atteinte de la
maladie de Huntington. Cette anomalie moléculaire a cependant deux particularités
importantes pour le conseil génétique d’une part et pour I’évolution et la sévérité¢ de la
pathologie chez un sujet porteur d’autre part. Concernant le premier point, cette anomalie
génétique, répétition de triplets CAG, n’est pas stable. Ceci signifie qu’a chaque génération, il
peut y avoir une augmentation du nombre de triplets, en particulier pour les sujets ayant un
nombre proche de 35 répétitions. Il existe alors une zone dite de prémutation entre 27 et 35
répétitions (Warby et al., [2014]). Les sujets porteurs d’un nombre intermédiaire de répétitions
(entre 27 et 35) n’ont pas de signes de la pathologie dans la trés grande majorité des cas
(Figure 7). Des modifications du comportement ont cependant été décrites (Apolinario et al.,
2017) sans conséquences sur la qualit¢ de vie ni sur la survie. Concernant la seconde
particularité, le nombre de triplets est corrélé avec une sévérité et une apparition plus précoce
de signes chez le patient. Plus le nombre de répétitions est important, plus la maladie est
sévere : ¢’est-a-dire une précocité et une multiplicité des signes cliniques (Duyao et al., 1993).
Cependant, il n’existe pas de corrélation absolue. Il n’est donc pas possible de prédire avec
certitude 1’age a partir duquel les symptomes vont apparaitre, ni la nature de la
symptomatologie, méme si le nombre exact de triplets est connu.

Ces deux particularités ont amené a des études nombreuses afin de détecter une
symptomatologie plus précoce, certains signes apparaissant plus tot au cours de la maladie, et

pourraient donc étre prédictifs d’une atteinte future.
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Figure 7 : L’étiologie moléculaire de la maladie de Huntington réside en

une répétition anormalement élevée de triplets CAG. Il existe une zone

de prémutation : le sujet ne sera pas atteint, mais les générations futures

peuvent I’étre. Par ailleurs, plus le nombre de triplets est important, plus

la symptomatologie est précoce et sé¢vere.
Pour chaque signe clinique étudi¢ précédemment, la précocité et la sévérité sont corrélées au
nombre de répétitions de triplets. Ainsi, une corrélation est établie entre le nombre de
répétitions et la rapidité de perte de poids (Aziz et al., 2008). Du point de vue plus spécifique
des atteintes musculaires, 1’atrophie musculaire est plus sévere si le nombre de triplets CAG
est plus important (Trejo et al., 2004). La corrélation est également retrouvée au niveau de la
faiblesse musculaire dans 1’¢tude de Busse et al. pour certains parametres, 1’extension et
I’abduction de la hanche sont diminuées si le nombre de triplets CAG est plus important
(coefficient s entre -0,62 et -0,74, Busse et al., 2008). Si la sévérité est corrélée au nombre de
répétitions, 1’age d’apparition des symptomes également.
Il existe une forme dite juvénile de la MH (Duyao et al., 1993 ; Myers et al., 2004 ;
Rasmussen et al., 2000), dont le nombre de répétitions de triplets est important (estimation de
60 répétitions, mais le nombre peut éEtre inférieur (Ribai et al., 2007)), et dont la
symptomatologie apparait beaucoup plus précocement (avant 1’age de 20 ans) (Myers et al.,
2004 ; Rasmussen et al., 2000). Le nombre de cas est estimé entre 5 % et 10 % du nombre de
patients atteints de MH (Duyao et al., 1993 ; Myers et al., 2004). Les signes plus précoces
psychiatriques et cognitifs ont notamment pu retarder le délai de diagnostic, les troubles

moteurs n’étant apparus qu’ultérieurement (Biglan et al. 2007 ; Ribai et al., 2007). Les
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troubles psychiatriques décrits sont notamment la dépression et 1’anxiété, associés a des
troubles du sommeil, des difficultés des performances académiques (Quigley, 2017).

Si un nombre ¢élevé de répétitions de triplets CAG est corrélé a une précocité et une sévérité
de la symptomatologie, la question de I’apparition des signes a 1’age adulte reste enticre
(Roos, 2010). En effet, il n’a pas, a ce jour, été découvert le ou les mécanismes permettant de
comprendre cette apparition des signes a 1’age adulte. L’identification de signes précurseurs
de la maladie, afin d’une part de permettre un diagnostic le plus précoce possible, et d’autre
part, pour tenter de découvrir les mécanismes explicatifs en jeu est primordiale. L’étude
PREDICT-HD a pour objectif de détecter les signes précoces de la maladie. Les études
cliniques sont menées dans de nombreux pays depuis 2001 (Paulsen et al., 2008 ; Paulsen et
al., 2014). Des ¢études connexes (TRACK-HD et TRACK-On-HD) ont en plus 1’objectif de
déterminer des mesures fiables de paramétres qui peuvent ainsi étre pris en compte dans les
essais cliniques (Tabrizi et al., 2013). Il s’agit de savoir quel parametre peut étre amélioré
lorsqu’un traitement est donné. Ainsi, différents signes cliniques pouvant étre spécifiquement
observés précedent I’apparition des signes moteurs signant la MH. Les signes musculaires ne
font, selon les études menées a ce jour, pas partie des signes précoces (van der Burg et al.,

2009 ; Zielonka et al., 2014b).

2.2 La Huntingtine : une protéine

Comme la maladie de Huntington est autosomique dominante, au niveau protéique, deux
conséquences apparaissent : la premiére est I’expression d’une protéine mutée, comprenant an
particulier une répétition d’acide aminé glutamine (Q), ou chaine polyQ, la seconde est une
diminution de I’expression de la protéine non mutée, puisqu’un seul allele est non muté

(figure 8).
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Figure 8 : Deux conséquences apparaissent suite a I’anomalie génique :
d’une part une diminution de I’expression de la protéine non mutée et
d’autre part I’expression d’une protéine mutée.

Afin de comprendre les conséquences de cette mutation et notamment les conséquences de

I’expression de la protéine mutée, des modeles animaux ont été créés.

2.3 Les modeéles murins transgéniques de la MH

Les premiers modeles transgéniques murins de la MH ont été créés dans les années 1990
(Menalled & Chasselet, 2002 ; Menalled & Brunner, 2014 ; Ramaswany et al., 2007). Cinq
modeles sont plus particulierement utilisés dans la littérature (Figure 9). Les parameétres
modifiés dans la génération de ces modeles sont : la longueur de la protéine HTT introduite
(exon 1 ou exon 1 plus quelques dizaines d’acides aminés supplémentaires, ou protéine
entiere), la longueur de I’expansion de triplets CAG (ou chaine polyQ) allant de 82 a 140
répétitions, la protéine humaine ou murine et le promoteur (murin, humain ou prion) (Figure
9). Le modele R6/2 est I'un des premiers modeles créés (Mangiarini et al., 1996). 1l s’agit
d’un mode¢le de surexpression du fragment Nter de la protéine HTT mutée humaine (exon 1

de la protéine humaine avec 144 répétitions du triplet CAG). Le phénotype du modele R6/2
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est sévere. Les souris meurent apres 13 a 14 semaines. La précocité d’apparition du phénotype
fait que ce modele reste trés employé€ puisqu’il permet de raccourcir I’expérimentation. Cette
précocité d’apparition du phénotype et la sévérité du phénotype n’est cependant pas le plus
proche de ce qui est observé chez les patients atteints de la MH. Par ailleurs, seul ’exon 1 de
la protéine mutée est exprimé dans ce modele. C’est pourquoi d’autres modeles ont été
générés. Le modele N171-82Q correspon a la surexpression du fragment Nter de la protéine
HTT humaine, des acides aminés 1 a 171 sous I’expression du promoteur prion, avec 82

répétitions CAG. Le phénotype est retardé et moins sévere (Schilling et al., 1999).
144 CAG

R6/2 I

Acides aminés 1 90

82 CAG
N171-82Q
1 171

128 CAG

yAC 128 T //

1 3144

92 ou 111 CAG

Hdho?2/111 NI //

1 90 3144
111 ou 140 CAG

CAG 111 P TCTTR //

CAG 140 1 3144

Figure 9 : Cinq modé¢les murins de la MH : R6/2, N171-82Q, YAC 128,
Hdh92 ou 111 et CAG 111 ou 140. En vert : type de promoteur, en bleu :
la longueur de la protéine, en rouge : nombre de répétitions de triplets
CAG.

Cependant, la protéine introduite n’est pas entiére. Le premier modéle introduisant la totalité
de la protéine utilise des chromosomes artificiels de levure (YAC, Yeast artificial

chromosome) avec 128 répétitions de triplets CAG (Hodgson et al., 1999). 1l s’agit également
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d’un modele de surexpression. Le phénotype est moins séveére que les deux précédents
modeles.

Les trois modéeles R6/2, N171-82Q et YAC 128 comprennent non seulement les protéines
introduites, mais également la huntingtine de la souris. Pour permettre une étude plus fine, des
modeles knock-in ont été générés : seules les protéines avec le nombre de répétitions voulues
sont exprimées. Un mod¢le avec la protéine humaine a ¢ét¢ généré (Hdh) avec 92 ou 111
répétitions de triplets CAG (Wheeler et al. ,1999) et un modéele avec la protéine murine
comportant 111 ou 140 répétitions de triplets CAG (Menalled et al. ,2003).

Ces derniers modeles peuvent étre hétérozygotes ou homozygotes : contenir un alléle de la
huntingtine non mutée et I’un avec 111 ou 140 répétitions ou alors contenir les deux all¢les
avec 111 ou 140 répétitions. J’ai utilisé le modele CAG 140 (homozygote et hétérozygote)
dans le cadre de mes expérimentations.

I1 existe d’autres modéles murins contenant plus de répétitions de triplets CAG (150 ou 175)
(Ramaswany et al., 2007).

Par ailleurs, d’autres modéles animaux non murins ont également été générés (drosophile,
singe et porc). Notre étude se focalise uniquement sur les modeles murins.

Les précédents modeles décrits portent uniquement sur 1’expression d’une partie ou de la
totalit¢ de la HTT avec un nombre ¢levé de répétitions CAG. Qu’en est-il de la protéine non
mutée ? Des modeles ont-ils été générés avec baisse de huntingtine ?

Un modele KO a été généré et est 1étal (Duyao et al., 1995). Une étude tres récente a consisté
a diminuer 1’expression de la huntingtine dans la totalité des tissus a 2 mois, a 4 mois et a 6
mois de vie. Le systéme utilisé est le systéme Cre-lox (Wang et al. ,2016). Les souris dont
I’expression de la huntingtine est fortement abaissée a 2 mois de vie meurent en 8 jours de
pancréatite aigue (Wang et al., 2016). A 4 et 6 mois de vie, les souris développent un
phénotype beaucoup moins sévere. Le phénotype de ce modele a ét¢ caractérisé uniquement
au niveau cérébral et pancréatique. Les autres tissus ou organes n’ont pas été étudiés.

La caractérisation des différents modeles murins de la MH a permis de mettre en évidence

certains roles de la protéine mutée comme certaines fonctions de la protéine non mutée.
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2.4 La protéine mutée

L’expression d’une protéine mutante est investiguée dans de nombreuses études. L’hypothése
principale est celle d’une dérégulation, soit au niveau génique, soit au niveau protéique, des
différentes voies analysées, due a des agrégats de cette protéine mutée contenant une
expansion de glutamines (Bates, 2003 ; Bates et al., 2015). Ainsi, au niveau neuronal, une
toxicité est induite en particulier, due a des inclusions intranucléaires d’agrégats (Figure 10)

(DiFiglia et al. ,1997).

Figure 10: Microscopie ¢électronique montrant une inclusion
intranucléaire d’un neurone cortical. L’agrégat est composé de fragment
muté de huntingtine, mais également de microfilaments. Adapté de
Difiglia et al., 1997.

L’un des hypothéses physiopathologiques de la MH est que les agrégats ont un role
considérable dans les anomalies observées figure 11 (Bates et al., 2015). Le clivage N-
terminal de la protéine mutée engendre donc des fragments contenant des répétitions de
glutamines (ou polyQ, au-dela de 35 répétitions). Ces fragments sont en mesure d’étre
transloqués dans le noyau. Au sein du noyau, ils peuvent donc s’agréger, former des
oligomeres, qui vont perturber la transcription (Bates et al., 2015). La perturbation de la
transcription peut engendrer des défauts trés étendus dans de multiples voies de signalisation.
Il n’apparait pas d’altérations plus spécifiques de certains éléments de la transcription que

d’autres.
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Figure 11 : Role des agrégats dans la MH. Bates et al., 2015.

Par ailleurs, des inclusions cytoplasmiques, au niveau neuronal, ont également été retrouvées,
suggérant le méme mécanisme de formation d’agrégats de fragments contenant une chaine
polypeptidique polyQ anormalement longue qu’au niveau intranucléaire. Ces agrégats
pourraient avoir un rdle dans les dérégulations de la dégradation protéique (processus
d’ubiquitination), mais également au niveau des dysfonctionnements synaptiques, de la
toxicité mitochondriale observée ou encore des défauts dans le transport axonal (Figure 11)
(Bates et al., 2015).

L’expression de la protéine mutée intervient dans de nombreux domaines touchant au niveau
neuronal comme précédemment évoqué (Bates et al., 2015). L’'un des domaines également
touché et dont I'une des hypothéses provient d’un effet de la protéine mutée est I’homéostasie

calcique neuronale (Figure 12) (Bezprozvanny, 2009).
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Figure 12 : Role des agrégats dans 1’homéostasie calcique : HTTexp :
agrégats de protéines huntingtine avec chaines polypeptidiques polyQ,
VGCC : voltage-gated calcium channel, InsP3R1 : inositol (1,4,5)-
triphosphate receptor, NMDAR :  récepteur N-methyl-D-aspartate.
Adapté de Bezprozvanny, 2009.

La protéine mutée interagit avec la partie C-terminale InsP3R1 (inositol (1,4,5)-triphosphate
receptor) (Tang et al., 2003) et induit des défauts calciques neuronaux (Tang et al., 2005) avec
une augmentation du seuil d’activation de 1’InsP3R1 (Zhang et al., 2008). L’expression d’un
fragment C-terminal d’InsP3R1 permet de dissocier I’interaction entre la protéine mutée HTT
et ’InsP3R1 et restaure une partie de ’homéostasie calcique (Tang et al., 2009). Par ailleurs,
le dantroléne a un effet neuroprotecteur sur les effets observés liés a I’'insP3R1. En somme, le
récepteur de la ryanodine aurait également un role dans les perturbations de 1’homéostasie
calcique neuronale de la MH (Chen et al., 2011). Toutefois, aucun lien direct entre la
huntingtine mutée et le récepteur de la ryanodine n’a été démontré (Chen et al., 2011).

Si I’'InsP3R1 est impliqué dans les altérations calciques, d’autres récepteurs sensibles au
calcium interviennent également : le récepteur N-methyl-D-aspartate (NMDAR) (Zeron et al.,
2002) ; le Voltage-gated calcium channel (VGCC) (Cepeda et al., 2007). Enfin, I’activité
calpaine est également perturbée et participe probablement aux défauts calciques neuronaux
dus a I’expression de la protéine mutée (Gafni et al., 2004).

Nous voyons I’implication de I’expression de la protéine mutée dans de nombreuses voies

neuronales.
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Qu’en est-il cependant au niveau musculaire ?

huntingtine ubiquitine

Figure 13 : Immunofluorescence de myotubes en cultures de souris R6/2.
A gauche, marquage huntingtine (partie N-terminale de la protéine), a
droite, ubiquitine. Présence de clusters marqués par la huntingtine et
I’ubiquitine (fleches blanches). Adapté de Orth et al., 2003.

Ainsi, une immunofluorescence sur myotubes de souris de modele de la MH (R6/2) montre
I’apparition de clusters. Un comarquage montre la présence de la partie N-terminale de la
Huntingtine et de 1’'ubiquitine (figure 13). Cette analyse ne permet pas, en revanche, de mettre
en évidence s’il s’agit de fragments de huntingtine contenant I’expansion de triplets. Par
ailleurs, il s’agit de cultures de six semaines (Orth et al., 2003). De plus, le marquage ne
permet pas de savoir quel est le compartiment au sein duquel les clusters sont localisés. Ces
clusters sont cependant retrouvés lors d’un immunomarquage de myotubes de patients atteints
de la MH (figure 14) avec un anticorps dont 1’épitope est situé dans I’exon 1 de la H7T, en
dehors de la répétition de triplets CAG. Une autre étude d’une biopsie de patient, déja
évoquée, montre un aspect granuleux en immunohistologie (figure 14), non présent chez un

sujet controle (Saft et al., 2005).
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Figure 14 : Histologie d’une biopsie musculaire d’un sujet controle
versus un patient atteint de la MH. Marquage de la huntingtine avec
anticorps 2B4 (épitope acides aminés 50-64, Dehay et al., 2007). Aspect
granuleux chez le patient, non retrouvé chez le sujet controle. Adapté de
Saft et al., 2005.

Associées aux analyses précédemment décrites, des dérégulations transcriptionnelles sont
observées (Luthi-Carter et al., 2002 ; Strand et al., 2005 ; She et al., 2011). L’hypothese est
celle d’une dérégulation due aux agrégats de partie N-terminale contenant 1’expansion polyQ
formés dans les noyaux. Ainsi, différentes voies comme HDAC4 sont déstabilisées au niveau
transcriptionnel (Mielcarek et al., 2015b).

Par ailleurs, au niveau métabolique, des altérations mitochondriales ont été observées et
¢galement associées a une diminution de PGCl-a (Chaturvedi et al. ,2009). Les agrégats
observés pourraient étre en jeu dans ces altérations métaboliques confirmées, notamment au
niveau musculaire.

Comme illustré par la figure 8, ’anomalie génique de la MH induit deux conséquences. Si la
premiere a été étudiée depuis le début des années 1990, la seconde est évoquée au début des
années 2000 : quelles sont les conséquences de la baisse d’expression de la protéine non
mutée (Cattaneo et al. ,2001 : Rangone et al., 2004) ? Les travaux s’orientent ainsi sur les
fonctions de la protéine non mutée. Comment est constituée cette protéine, et comment agit-

elle ?
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2.5 La protéine non mutée

La protéine huntingtine (HTT) humaine est composée de 3144 acides aminés (figure 15), pour

un poids moléculaire de 350 kDa. Il s’agit donc d’une protéine de haut poids moléculaire.

Huntingtine

(214 Palmitoylation
5421 phospharylation
Akt | K444

acétylation

Ké K9 KI5 437 469 513 536 552 586
Sites de clivage 2 de Site de  Site de
(celpaine) elivage clivage  clivage
(caspase 8)  (caspases (caspase 6)
2/8

Figure 15 : La protéine se compose de 4 domaines PEST qui comprend
de nombreux sites de clivage caspase et calpaine. Les domaines en rouge
correspondent aux HEAT repeat domaines (36 domaines regroupés en 5
grands domaines), qui comprennent des sites d’interaction protéique. Le
domaine N-terminal est schématisé avec une répétition de glutamine puis
de proline au-dela de I’acide aminé (aa) 17.

La HTT est une protéine ubiquitaire, exprimée au niveau neuronal, mais également dans les
autres organes et tissus (Carroll et al., 2015 ; Marques Sousa & Humbert, 2013). Le caractére
ubiquitaire a été analysé par RT-PCR quantitative sur les différents tissus et organes (Carroll
et al., 2015). Ainsi, ’ARNm est retrouvé dans la totalit¢ des organes et tissus avec une
prédominance au cérébral et testiculaire. L’expression en western-blot (WB) a été effectuée
sur certains de ces organes et tissus périphériques (Figure 16, Sharp et al., 1995). En
revanche, au niveau du muscle, si ’ARN a été détecté, il n’y a eu, a ce jour, aucune
publication montrant 1’analyse de 1’expression de la huntingtine par western-blot.

Associé au caractere ubiquitaire, 1’absence de HTT est 1étale chez la souris lors de la période

embryonnaire a E7.5 (Duyao et al., 1995 ; Nasir et al., 1995 ; Zeitlin et al., 1995).
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Figure 16 : Western-blot d’expression de la huntingtine dans différents
tissus et organes. Image tirée de Sharp et al., 1995. La HTT a un poids
moléculaire d’environ 350kDA.

Si la HTT totale est une protéine de haut poids moléculaire, de nombreux sites de clivage ont
¢été identifiés et les protéolyses engendrent la possibilité d’expression de nombreux différents
fragments. Ces sites de clivage par caspase et calpaine notamment (Gafny & Ellerby, 2002 ;
Goldberg et al., 1996 ; Hermel et al., 2004 ; Kim et al., 2001) se situent au sein de domaines
riches en proline, acide glutamique, sérine et thréonine, appelés domaines ou régions (PEST)
(figure 15).

La protéine HTT participe a de nombreuses fonctions cellulaires princeps : de la synthése des
protéines a leur dégradation. Nous allons tout d’abord voir les fonctions générales dans la

cellule, puis nous verrons I’implication de la huntingtine dans ces fonctions.

2.5.1 De la synthese a la dégradation protéique dans la cellule

Les premieres étapes de la synthése protéique ont lieu dans le noyau. Notons que
la HTT est exprimée dans le noyau. Apreés transcription et maturation dans le
noyau, I’ARNm est traduit dans le cytoplasme (Cooper, 2000). La HTT est
¢galement exprimée dans le cytoplasme. Les ribosomes indispensables a la

traduction sont libres ou liés au reticulum (Figure 17A). Les protéines sont
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ensuite adressées, selon le mode de traduction, au noyau, au peroxysome ou a la
mitochondrie (ribosome libre), a la membrane plasmique, aux lysosomes,

endosomes ou granules de sécrétion (Figure 17A).
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Figure 17: A: Traduction de I’ARNm et adressage protéique. B :
systéme d’adressage du reticulum rugueux a la membrane plasmique.
Adapté de Cooper, 2000.

Les ribosomes liés a la membrane du reticulum endoplasmique lui donnent un aspect décrit
comme rugueux (Figure 17B). Les protéines issues du reticulum rugueux sont exportées vers
I’appareil de Golgi. Le compartiment intermédiaire est nommé ERGIC (ER-Golgi in-
termediate compartment). Le lien entre le reticulum rugueux et I’appareil de Golgi est effec-
tué par des vésicules a manteau COPII issues des sites de sorties du reticulum (ERES) (Bar-
lowe, 1998). Au niveau de I’appareil de Golgi, la partie cis est celle par laquelle arrivent les
vésicules et la partie trans-Golgi la partie par laquelle repartent les vésicules. Le transport des
vésicules au niveau du Golgi et du Golgi vers le reticulum est effectué via les vésicules a
manteau de type COPI. Deux autres types de transport vésiulaires permettent I’endocytose et

I’exocytose : le transport avec les vésicules a clathrines et le transport avec les vésicules a
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cavéoline. Les transports (COPII, COPI, clathrine et cavéoline) nécessitent I’emploi du cytos-
quelette et de moteurs moléculaires. Au niveau du transport, nous verrons que la HTT est im-
pliquée.

Les protéines ainsi synthétisées puis adressées peuvent ensuite étre dégradées en vue de per-
mettre un renouvellement.

Les deux principaux processus de dégradation intracellulaire sont le systeme
ubiquitine-protéasome et 1’autophagie (macroautophagie, microautophagie et
autophagie médiée par les protéines chaperons) (Bonaldo & Sandri, 2013).

Le systéme ubiquitine-protéasome est en particulier utilis¢ dans la dégradation des protéines
sarcomériques durant 1’excitation contraction. Apres le clivage de I’ATP en AMP, les enzymes
de type E1 vont activer une ubiquitine. Puis ce sont les enzymes ligase de type E2 qui vont
ajouter une deuxieéme ubiquitine. La classe d’enzyme E3 va permettre de terminer la chaine de
polyubiquitine et de I’associer a la protéine a dégrader. La protéine a dégrader polyubiquitinée
va alors étre adressée au protéasome. Cette protéine va €tre dégradée en acides aminés. A
noter, a I’issue de 1’action de la ligase E3, la possibilit¢ de réversibilit¢é d’une protéine
polyubiquitinée avec les protéines (ubiquitin specific protein protease) USP14 et USP19
(Figure 18).
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Figure 18 : Le protéasome. Adapté de Bonaldo & Sandri, 2013.

Concernant le second processus de dégradation, il est schématiquement décrit selon trois axes
(Figure 19). 11 y a tout d’abord le processus de macroautophagie (nommé couramment
autophagie). La macroautophagie est activée par un complexe de régulation impliquant les

protéines BECLIN-1, Vsp34 et 15, Atgl4 et Ambral. Ce complexe va permettre le
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recrutement de LC3 au niveau de |’autophagosome naissant (membrane isolée). Une
mitochondrie est également recrutée grace a un complexe spécifique (mitophagie spécifique)
comprenant PINK1 et Bnip3. Enfin, les protéines a dégrader polyubiquitinées sont recrutées
via p62. L’autophagosome est ensuite associé au lysosome.

La seconde voie est I’autophagie médiée par les protéines chaperons (Figure 19). Ce sont des
protéines qui ne sont pas polyubiquitinées mais qui ont ét¢ endommagées, par exemple par
des dérivés réactifs de 1’oxygeéne (reactive oxygen species, ROS). Ce dommage va induire
I’apparition de séquences protéiques KFERQ reconnues par la protéine chaperone Hsc70.
Cette derniére va permettre de délivrer la protéine endommagée directement dans le lysosome
via les récepteurs Lamp2a.

Enfin, la microautophagie (Figure 19) est un processus permettant 1’adressage direct dans le

lysosome, comme le glycogene.
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Figure 19 : Autophagie. Adapté de Bonaldo & Sandri, 2013.

L’autophagie est un processus indispensable pour la survie de la cellule, non seulement dans
des conditions sans stimuli mais également avec différents stimuli comme le stress cellulaire,

la carence en nutriments, la carence en acides aminés et en cytokines (Mizushima et al.,
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2008). Ainsi, une perturbation de 1’autophagie a un réle direct au niveau cellulaire d’un point

de vue général.

2.5.2 Les fonctions de la huntingtine
Diftférentes fonctions de la HTT ont été caractérisées (Figure 20, Saudou & Humbert, 2016)

au niveau du cycle cellulaire précédemment décrit.
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Figure 20: Fonctions de la Huntingtine non mutée : réle dans le
transport intracellulaire, la mitose cellulaire, la transcription,
I’endocytose, I’autophagie et la ciliogenése.

Tout d’abord, au niveau du noyau, la HTT est exprimée et est impliquée dans la transcription.
Elle permettrait de réguler la transcription selon un mécanisme a étayer (Valor, 2015),
notamment au niveau neuronal (Thompson, 2003 ; Zuccato et al., 2003).

Puis, au niveau du cytoplasme, la HTT, également exprimée, a un role majeur dans le
transport intra-neuronal d’organelles. Pour permettre ce transport, la HTT interagit soit
directement avec les moteurs moléculaires (comme la dynéine), soit indirectement via la

protéine HAPI et la sous-unité p1508““! de la dynactine (Figure 20) (Colin et al., 2008 ;
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Gauthier et al., 2004 ; McGuire et al., 2006 ; Twelvetrees et al., 2010, Figure 21). Les
molécules transportées par la HTT sont multiples : le BDNF (brain derived neutrophic factor)
(Gauthier et al., 2004), des endosomes et des lysosomes (Caviston et al., 2011), des vésicules
contenant des récepteurs GABA (Twelvetrees et al., 2010), des vésicules positives pour I’APP
(amyloid precursor protein) (Colin et al., 2008 ; Her & Goldstein, 2008) ou encore des
autophagosomes (Wong & Holzbaur, 2014).
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Figure 21 : transport de vésicules via la huntingtine. Adapté de Humbert
& Saudou, 2016.

De plus, si la HTT permet le transport d’organelles diverses, elle peut également augmenter la
vélocité dans les axones grace a sa capacité a lier et a maintenir la GAPDH (glyceraldehyde
3-phosphate dehydrogenase) (Zala et al., 2013), ce qui permet d’avoir 1’énergie suffisante
pour un transport axonal rapide de vésicules (Hinckelmann et al., 2016). Enfin, le transport
peut étre soit rétrograde, soit antérograde selon la phosphorylation en S421 de la HTT (Colin
et al., 2008).

Utilisant ce méme complexe (Figure 21), une autre fonction de la HTT a été¢ démontrée : elle
coordonne la division cellulaire. Une diminution de ’expression de la HTT dans des
neuroblastes ou des cellules de la glande mammaire entraine une mauvaise orientation du
faisceau mitotique (Elias et al., 2014 ; Godin et al., 2010). De plus, utilisant également le

méme complexe, la HTT régule la ciliogenese (Haremaki et al., 2015).
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Ensuite, la HTT a un réle dans I’endocytose, via son interaction avec la dynamine 1 (El Daher
etal., 2015).

Au niveau de la dégradation protéique, la HTT est également impliquée dans les processus
d’autophagie (Cuervo & Zhang, 2015 ; Martin et al., 2014 ; Ochaba et al., 2014 ; Ruit et al.,
2015a ; Rui et al., 2015b). En effet, la HTT interagit directement avec p62 d’une part et ULK1
d’autre part. p62 et ULK1 sont indispensables a la formation de 1’autophagosome (Figure 22).
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Figure 22 : La Huntingtine interagit directement avec p62 et ULKI,
protéines impliquées dans la formation des autophagosomes. Adapté de
Gelman et al., 2015.

L’absence de huntingtine résulte en un défaut de I’induction de I’autophagie sous condition de
stress (lipotoxicité, mitotoxicité et protéotoxicité) (Rui et al., 2015a ; Rui et al., 2015b). En
revanche, la perte de huntingtine n’affecte pas 1’induction de 1’autophagie lors d’absence de
nutriments cellulaires (Rui et al., 2015a ; Rui et al., 2015b).

Afin de comprendre quelles pourraient étre les autres fonctions de la huntingtine et/ou pour
permettre d’approfondir les fonctions précédemment citées, il apparait pertinent de regarder
une pathologie ayant la méme symptomatologie que les patients atteints de MH, mais dont

I’étiologie génique ne porte pas sur la huntingtine : la maladie de Huntington-like 2 (HDL 2).
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Il se peut ainsi que les geénes en cause, puis les protéines exprimées, aient des fonctions

similaires a la huntingtine.
2.6 La maladie de Huntington-like 2

La maladie de Huntington-like 2 (HDL 2) est due a une expansion de triplets CTG anormale
(au-dela de 41 répétitions pour une pénétrance complete) du gene de la junctophiline 3 : JPH3
(Anderson et al., 2017 ; Holme et al., 2001 ; Krause et al., 2015 ; Margolis et al., 2001 ;
Margolis, [2012]). La junctophiline 3 est une protéine ayant pour fonction le maintien entre la
membrane plasmique et le reticulum endoplasmique (Figure 23). Par ailleurs, une perte de
fonction de la junctophiline 3 donne un phénotype similaire a la HDL2 (Garbino et al., 2009 ;
Kakizawa et al., 2008 ; Landstrom et al., 2014 ; Nichi et al., 2002 ; Seixas et al., 2012). Il s’en
suit que le phénotype observé pourrait étre li¢ a la perte d’expression de la junctophiline 3,
c’est-a-dire a ’altération du maintien entre la membrane plasmique et le reticulum
endoplasmique.

Or, ce maintien entre membrane plasmique et reticulum endoplasmique est primordial dans un

type cellulaire particulier que nous allons étudier : la cellule musculaire.
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Figure 23 : Fonction de maintien entre la membrane plasmique et le
reticulum endoplasmique de la Junctophiline 3 au niveau neuronal.
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L”¢étude des différentes fonctions de la protéine huntingtine, ainsi que la maladie de
Huntington-like 2 due a la junctophiline 3, nous donnent des hypothéses quant a la fonction
de la huntingtine dans un paradigme différent du paradigme neuronal trés étudi€ : le muscle.

En effet, nous allons voir que la structure et la fonction du muscle permettent d’élaborer une

hypothése quant au rdle de la huntingtine dans le muscle.
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Chapitre III : Le muscle : structure et
fonction

3.1 Le muscle : un tissu primordial

Le muscle est un tissu primordial, tres altéré chez les patients atteints de la MH (voir chapitre
IV). Le muscle squelettique représente en moyenne 33% du poids du corps chez la femme et
40 % chez ’homme (Gonzalez-Freire et al., 2017 ; Janssen et al., 1985). Les IRM musculaires
réalisées notamment dans le cadre diagnostic pour caractériser les myopathies versus des
sujets controles permettent de quantifier le volume des muscles. Chez le sujet sain (Figure
24), le volume musculaire est effectivement important comparé au volume total si I’on

analyse les membres inférieurs par exemple.

Muscle Muscles vaste
grand . Muscle gracile latéral, médian
et intermédiaire

adducteur

A

Fémur

Muscle
vaste
|atéral

Muscle grand

Muscle court !
gluteal

adducteur

Figure 24 : Exemple d’IRM musculaire. A gauche, coupe coronale, IRM
T2 au niveau des membres inférieurs. Différents muscles sont observés
(comme le muscle grand adducteur ou encore le muscle vaste latéral). Le
diamétre de ces muscles est important. A droite, coupe axiale des
membres inférieurs, au niveau des cuisses. IRM séquence T2. Les
muscles occupent plus de 40% du volume analysé. Différents muscles
sont identifiés : muscle gracile, muscle court adducteur, muscles vaste
latéral, médian et intermédiaire et muscle grand glutéal. Images CHU
Grenoble.
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La fonction principale du muscle est la contraction. Cette fonction principale entre en jeu dans
une fonction vitale, la respiration ainsi que dans deux autres fonctions physiologiques
primordiales, le mouvement et la posture.

Concernant la fonction vitale respiratoire : le muscle squelettique joue un role a deux niveaux,
d’une part avec le diaphragme et les muscles intercostaux et d’autre part au niveau de la
déglutition. En effet, ’altération du diaphragme peut induire une diminution majeure de la
capacité pulmonaire et une insuffisance respiratoire. D’autre part, les défauts de déglutition
liés a I’altération des muscles squelettiques induisent des fausses routes a répétition et des
pneumonies. Ces défauts peuvent également étre induits par une altération du systéme
nerveux central et ou périphérique. Rappelons également que la pneumonie est ’'une des
causes principales de décés chez les patients atteints de la MH (Sorensen et al., 1992).
Cependant, le lien direct entre défaut musculaire et défaut de déglutition chez les patients
atteints de la MH reste a démontrer. Si le muscle est impliqué dans la respiration, fonction
vitale, il est aussi indispensable pour le mouvement et la posture.

En effet, le muscle permet ainsi le mouvement et ce, dés la période feetale. Les mouvements
feetaux sont pergus des le deuxiéme trimestre de grossesse. L’absence de mouvement durant la
période feetale, que 1’origine soit extrinséque (contrainte mécanique du fait d’un oligoamnios
par exemple) ou intrinseque (pathologie d’origine génétique), peut conduire a une
symptomatologie sévere, comme la fixation des articulations ou arthrogrypose (fixation des
articulations a deux niveaux) (Hall, 2009 ; Hall, 2014 ; Hall & Kiefer, 2016 ; Poreau, 2014).
Le muscle squelettique permet également le maintien de la posture. Un défaut du muscle
squelettique peut donc entrainer une hypotonie, parfois néonatale et sévere, comme retrouveé
au sein des myopathies a cores centraux (Romero et al., 2005 ; Marty & Faur¢, 2016).

Pour permettre la respiration, le maintien de la posture et le mouvement, le muscle a une

structure bien précise.
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3.2 Structure du muscle
Reliant plusieurs os, le muscle est dit fléchisseur si les centres des os se rapprochent lors de la

contraction et extenseurs en cas d’éloignement des centres des os (Silverthorn, 2007).

os tendon f__\‘_’ )

| |/-"’";‘-4I

7 fascia

Sarcomeére

y N muscle
e e - - Epimysium

Perimysium
Endomysium
Faisceau

. TubuleT myofibrille T

Reticulum
sarcoplasmique

Figure 25: Structure musculaire du muscle au sarcomére. Schéma
adapté de (Patton & Thibodeau, 2010).

Le muscle squelettique est entouré¢ d’un fascia, autour de I’epimysium. Le muscle est
compos¢ de faisceaux compartimentés par du perimysium (figure 25). Chaque faisceau est
constitué¢ de fibres musculaires, elles-mémes entourées par de I’endomysium (figure 25). Une
fibre musculaire est une cellule musculaire aussi appelée myotube. Les cellules musculaires
sont longitudinales. Elles sont plurinucléées. Elles mesurent jusqu’a 30 cm de long pour 100
um de diameétre. Les cellules musculaires ou myotubes proviennent de la fusion de cellules
satellites mononucléées ou myoblastes (Abmayr & Pavlath, 2012 ; Buckingham, 2006 ;

Wagers & Comboy 2005). Une estimation de 2,5x10® fibres musculaires dans le corps humain

55



a été proposée (Howell & Fulton, 1949 ; Bianconi et al., 2013). Une estimation concernant le
nombre de cellules satellites avance le nombre de 1,5x10'° (Morgan & Partridge, 2003).

Les cellules musculaires sont elles-mémes composées de myofibrilles (figure 25). Les
myofibrilles correspondent aux myofilaments d’actine et de myosine et permettent la
contraction de la cellule musculaire (Figure 26). La cellule ou fibre musculaire est entourée
d’une membrane : le sarcolemme. Les noyaux sont en position périphérique de chaque fibre.
Au sein d’une fibre sont retrouvés les myofibrilles, les mitochondries et le reticulum
sarcoplasmique (figure 26). Le reticulum sarcoplasmique s’enroule autour des myofibrilles. Il
comprend des tubules longitudinaux, ainsi que des citernes terminales. Avec une invagination
de la membrane plasmique, nommée tubule transverse ou tubule T, le reticulum
sarcoplasmique via ses citernes terminales forme des triades (figure 26). Une triade
correspond donc a une citerne de reticulum sarcoplasmique, un tubule T et une autre citerne
sarcoplasmique. Au niveau des myofibrilles, I’agencement des myofilaments permet de
distinguer plusieurs bandes et lignes (figure 26). Tout d’abord, le sarcomeére : il est ['unité
contractile du muscle. Le sarcomere est constitu¢ des myofilaments compris entre deux lignes
Z (zwischen). Une ligne Z ou disque Z correspond a des protéines de structures permettant

notamment 1’arrimage des filaments fins d’actine.

sarcolemme noyau

sarcoplasme | Ligne Z

sarcomere

Bande A
gmﬁe myofibrille

TubuleT

myofilaments Triade Reticulum mitochondrie
sarcoplasmique

Figure 26 : Structure d’une fibre musculaire. Schéma adapté de (Patton
& Thibodeau, 2010).




Ensuite, la bande I (isotropique) est une région occupée uniquement par les filaments fins
(figures 26). La bande A (anisotropique) correspond a la longueur des filaments épais et
comprend les filaments épais et une partie des filaments fins. La zone H (/4elles) est la zone ne
comprenant que les filaments épais. Enfin, la ligne M (Mittel) est la zone d’ancrage des

filaments épais (figure 27A).

Sarcomeére
A
Zone H Bande T
Bande A
. Ligne M
Fllgmei::'rs Filaments
B Disque Z fins
B

Figure 27 : Structure contractile de la fibre musculaire. A : organisation
schématique de la fibre avec zone H (helles), bande A (anisotropique),
bande I (isotropique), ligne M (Mittel). B : microscopie électronique
d’une fibre musculaire (image D. Giovannini CHU Grenoble).

La structure contractile de la fibre musculaire est tout a fait identifiable en microscopie

¢lectronique (Engel & Franzini-Armstrong, 1994). Les bandes I correspondent aux bandes les



plus claires. Les lignes ou disques Z sont les lignes trés foncées. La bande A est la bande plus
foncée. La ligne M est également plus foncée au centre de 1’image (figure 27A et 27B).
Notons également la présence des mitochondries de part et d’autre de la ligne Z et, accolées
aux mitochondries, les triades. Le sarcomere, compris entre deux lignes Z, est en fait
¢galement nommé unité contractile puisqu’il permet de comprendre le phénoméne de
contraction.

Les fibres musculaires ont toutes une organisation identique précédemment décrites. De plus,
deux classes de fibres ont été¢ distinguées selon les caractéristiques histologiques et

métaboliques.

3.3 Types de fibres

Les deux classes de fibres (type 1 et 2) sont présentes chez ’homme et chez la souris. Les
fibres de type 1 sont trés vascularisées et riches en mitochondries, un métabolisme oxydatif
est associé¢ (Figure 28). Un marquage de la cytochrome C-oxydase (COX) montre en effet
I’aspect foncé des fibres de type 1 (Figure 28). Les fibres de type 2, a I’inverse, sont pauvres
en mitochondries et peu vascularisées, un métabolisme glycolytique est associé. Les fibres de
type 2 sont subdivisées en fibres de type Ila, IIb et IIx selon [’enrichissement en

mitochondries (Schiaffino & Reggiani, 2011).

fibres de type 2 fibres:de type 1

Figure 28 : Fibres murines de type 1 et 2. Muscle tibialis anterior.
Coloration COX (Cytochrome C-oxydase). Image D. Giovannini — CHU
Grenoble.
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Les fibres de type 2, aussi appelées fibres rapides, sont impliquées lors des efforts courts et
intenses. Les fibres de type 1, ou dites lentes, sont impliquées dans les efforts de moindre
intensité mais sur une durée plus importante (Schiaffino & Reggiani, 2011). Les différents
types de fibres permettent une adaptation selon 1’effet physiologique provoqué.

Apres avoir vu la structure des fibres et les différents types de fibres, nous allons voir qu’elles

sont constitutives d’unités motrices mettant en jeu le systéme nerveux central.

3.4 Du systeme nerveux central au muscle

Les fibres musculaires regroupées et associées a un motoneurone constituent 1’unité motrice
(Figure 29A). Les motoneurones sont localisés dans la partie antérieure de la moélle épinicre.
Leurs axones établissent un contact au niveau de chaque fibre musculaire au niveau de la
jonction neuromusculaire (Figure 29B). Ainsi, au niveau de la jonction neuromusculaire, lors
de l’arrivée du potentiel d’action, les vésicules du bouton présynaptique contenant
I’acétylcholine vont fusionner avec la membrane. L’acétylcholine est libérée dans la fente
synaptique (Figure 29B) (Hall & Sanes, 1993). Les récepteurs a 1’acétylcholine regroupés du
fait de I’action préalable de 1’agrine (Ferns et al., 1996) sont activés et vont permettre la
propagation du potentiel d’action le long de la membrane plasmique du myotube apres entrée
massive de sodium intracellulaire.

L’unité motrice concerne plusieurs fibres, qui sont innervées par un seul motoneurone.
Lorsque le potentiel d’action issu d’un motoneurone atteint les fibres innervées, elles se
contractent. Il y a contraction de I’unité¢ motrice.

Du fait de la constitution de I'unité motrice, une altération musculaire (baisse de force,
atrophie) peut provenir non seulement du muscle lui-méme (anomalie intrinseque), mais
¢galement de 1’un des composants de 1’unité motrice jusqu’au systéme nerveux central.

Il s’ensuit qu'un dysfonctionnement a 1’un de ces niveaux (systéme nerveux central, moélle
épiniére, motoneurone, nerf, jonction) peut également étre la cause du défaut musculaire
observé.

La maladie de Huntington est une maladie multisystémique. Les altérations observées au
niveau musculaire (chapitre IV) peuvent donc étre la conséquence d’altérations du systéme
nerveux central, de la moélle, du motoneurone ou de la jonction neuromusculaire.
L’hypotheése que nous formulons est qu’il s’agit d’une combinaison de ces altérations,

comprenant également des altérations intrinséques du muscle.

59



Jonction
neuro-

fM’n_P:-!_IE- musculaire
EPI‘“IE-FE

Jonction neuro-
musculaire

Figure 29: A: Du systéme nerveux central au muscle. B : jonction
neuromusculaire avec libération d’acétylcholine.

Apres libération de 1’acétylcholine et entrée massive de sodium, le potentiel d’action va se

propager le long de la fibre musculaire et induit le couplage excitation contraction.




3.5 Couplage excitation contraction
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Figure 30 : Contraction musculaire depuis la libération d’acétylcholine
au relachement calcique.

Le couplage excitation contraction constitue une des étapes clés dans la chaine d’événements
conduisant a la contraction musculaire. Comment s’organise ce couplage, et de facon plus
précise, comment est constituée la triade, cceur du couplage excitation contraction ?

La libération d’acétylcholine au niveau de la jonction neuro-musculaire induit un potentiel
d’action qui se propage le long de la membrane plasmique (Figure 30). Le potentiel d’action
se propage jusqu’au tubule transverse ou tubule T, invaginations régulieres de la membrane
plasmique qui correspondent a une jonction des bandes A et I. Deux récepteurs membranaires
entrent alors en jeu : le récepteur des dihydropyridines (DHPR) et le récepteur de la ryanodine
(RyR1). Le DHPR et RyR1 sont en contact physique (Marty et al., 1994). Le potentiel
d’action va induire une modication de conformation des récepteurs DHPR, une ouverture du
canal calcique RyR1 et permettre la libération de calcium des citernes de reticulum
sarcoplasmique (Marty et al., 1994) (Figure 30). Il s’agit du mécanisme « voltage induced

calcium release » (VICR) : le potentiel d’action induit les relachements de calcium (Lamb,
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2000). Ce mécanisme est différent des cellules musculaires cardiaques au sein desquelles les
relachements de calcium des stocks contenus dans le reticulum endoplasmique sont induits
par I'influx de calcium extracellulaire issu des récepteurs DHPR, qui ne sont pas en contact
physiques avec le RyR dans ce paradigme (Lamb, 2000), par un mécanisme de « calcium
induced-calcium release ».

Ce contact physique DHPR-RyR1 a eu lieu au niveau des points de contact entre le reticulum

sarcoplasmique et la membrane plasmique, qui sont appelés triades.

3.6 La triade

La triade est composée de trois compartiments: un compartiment de reticulum
sarcoplasmique, puis le tubule transverse (tubule T), correspondant a 1’invagination de la
membrane plasmique et enfin, un nouveau compartiment de reticulum sarcoplasmique (Engel
& Franzini-Armstrong, 1994) (Figure 31). Les compartiments de reticulum sarcoplasmique

sont en fait des citernes contenant du calcium.

Citernes de reticulum
sarcoplasmique

Tubuletransverse

Mitochondrie

Triade

Figure 31 : Triade en microscopie électronique. Muscle murin, coupe
transversale. Image Dr S. Oddoux — GIN Grenoble.

Au niveau des citernes terminales, le calcium contenu est relargué apres stimulation.
La libération de calcium peut étre reproduite in vitro sur fibres dissociées ou cultures

cellulaires de myoblastes (Allard et al., 1996 ; Baker et al., 1996 ; Garcia & Beam, 1994) ou




d’autres modeles animaux (Chandlers et al., 1993). Il est possible de suivre 1’évolution du

calcium dans le cytosol grace a des sondes adaptées.

AF/Fo

100 ms

Figure 32 : Suivi par mesure de fluorescence de relachements de calcium
dans le cytosol. Myotube murin avec activité spontanée, analyse
effectuée avec une sonde calcique Fluo-3. Adapté de Garcia & Beam,
1994.

Des sondes calciques fluorescentes permettent d’identifier 1’évolution de concentration
calcique cytosolique dans une cellule (Figure 32). Lors d’une stimulation cellulaire,
provoquée par différentes drogues ou par une stimulation électrique, il est observé une
augmentation trés rapide (de 1’ordre de la milliseconde) pour atteindre un pic, puis une

décroissance progressive ramenant la concentration a la ligne de base en 450 ms environ

(Garcia et al., 1994 ; Garcia & Beam, 1994) (Figure 32).

3.7 Les protéines de la triade

Le couplage excitation contraction, dont la résultante est le relachement de calcium dans le
cytosol, met en jeu plusieurs protéines au niveau de la triade: le récepteur des

dihydropyridines, le récepteur de la ryanodine, mais également, FKBP12, la calséquestrine, la

triadine, la junctine, la junctophiline 1 et CLIMP63 (Marty & Fauré¢, 2016) (Figure 33).
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Figure 33 : Protéines de la triade participant au couplage excitation
contraction et au maintien physique de celle-ci

Ces protéines permettent d’une part les relachements calciques dans le cytosol et d’autre part

le maintien physique et topologique des différents compartiments de la triade.
3.7.1 Le DHPR

Dans la triade, la principale protéine membranaire de la membrane plasmique est le récepteur
des dihydropyridines (ou dihydropyridine receptor DHPR). Il s’agit d’un canal calcique
localis¢ au niveau des tubules T (Fossett et al., 1983). Le géne est CACNASI. Ses mutations
conduisent a I’hyperthermie maligne ou la paralysie périodique hypokaliémique (Marty &
Fauré, 2016 ; Monnier et al., 1997 ; Monnier & Lunardi, 2000). Le DHPR est composé de 5
sous unités. La sous unité al correspond spécifiquement a la partie canal, se situant au niveau
de la membrane plasmique. Le DHPR a été modélis¢é en 3D aprés cryo-microscopie

électronique en 2016 avec une résolution de 3,6 A (Figure 34).
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Extracellular

Figure 34 : Mod¢lisation en 3D du DHPR, avec la partie sous unité al
qui est transmembranaire. Adapté de Wu et al., 2016.

Le DHPR change de conformation lors de la dépolarisation au niveau du quatriéme segment
transmembranaire des quatre séquences homologues des sous unités als (Figure 34) puis au

niveau des cinquieme et sixiéme segments (Wu et al., 2016).
3.7.2 RyR1

Le récepteur de la ryanodine de type 1 (RyR1) est une protéine de 565kDa. C’est I’une des
trois isoformes de récepteurs de la ryanodine. RyR1 est I’isoforme majoritaire dans le muscle.

C’est un homotétramere, dont la représentation en 3D suite a une analyse en cryomicroscopie
¢lectronique a été effectuée en 2015 (Figure 35). Il est composé d’une partie cytoplasmique de
280x280x120 A et d’une partie membranaire de 120x120x60 A (Lanner et al., 2010). La partie
membranaire (membrane du reticulum sarcoplasmique) représente 1/5°™ de la protéine et est

située au niveau C-terminal de la protéine. La partie membranaire constitue le pore du canal.




Ce tétramere permet en effet le relachement du calcium des citernes de reticulum

sarcoplasmique vers le cytosol.

Monomeére

Figure 35 : Représentation en 3D du récepteur de la ryanodine, isoforme
1. Adapté de Efremov et al., 2015.

Plusieurs molécules chimiques permettent d’induire 1’ouverture du canal RyRI1 et sont
communément employées lors des tests d’imagerie calcique. La caféine permet I’ouverture du
canal. Le 4 chloro-m-crésol (4 CmC) permet d’activer spécifiquement ce canal (Kabbara &
Allen, 1999). A l’inverse, le dantroléne permet d’inhiber son action et est utilisé en
thérapeutique lors de I’hyperthermie maligne (Watt & Bhimji, 2017).

La protéine est codée par le géne RYRI situé sur le chromosome 19q13.2. 1l comporte 104
exons (Lanner et al., 2010).

L’invalidation chez la souris du géne RYR/ est létale (Takeshima et al., 1994). Ce qui montre
I’importance de ce canal calcique notamment au niveau musculaire.

Les mutations du géne RYR/ (mutations faux-sens ou non-sens, d’un all¢le ou des deux)
entrainent des myopathies a central cores, des myopathies & multiminicores, ou encore des
myopathies centronucléaires (Clarke et al., 2010 ; Klein et al., 2012 ; Marty & Faur¢, 2016 ;
Monnier et al., 2001 ; Monnier et al., 2003 ; Monnier et al., 2008 ; Wilmshurst et al., 2010).
Les cores sont des zones dépourvues de mitochondries lors d’analyse histologique de biopsies
musculaires (Figure 36). Il existe une variabilité d’expression phénotypique des pathologies

liées aux mutations de RyR1.
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Figure 36 : Analyse histologique (NADH-tetrazolium reductase) d’une
biopsie musculaire de patient avec mutation d’épissage homozygote de
RyR1. Adapté de Monnier et al., 2001.

3.7.3 Contact physique entre le DHPR et RyR1

Le DHPR est en contact physique avec le récepteur de la ryanodine (RyR1) (Figure 37).

Lors d’immunoprécipitations de sous unités du DHPR issues de fractions de muscle enrichies
avec de la membrane plasmique et du reticulum sarcoplasmique, le RyR1 est détecté lors des

IP avec les sous unités a2 et f du DHPR (Marty et al. ,1994).

13 3 4%
kba Pl RyR al o2

Ac anti-Ryr

300 -

Figure 37: Immunoprécipitations (IP) d’homogénats de muscle
fractionnés contenant essentiellement de la membrane plasmique et du
reticulum sarcoplamisque (triades). IP réalisées avec différents anticorps
(Ac) : RyR1, al (sous unité al du DHPR), a2 (sous unité a2 du DHPR)
et B (sous unité¢ B du DHPR). Western-blot révélé avec Ac anti-RyR1
(protéine de 550kDa). Adapté de Marty et al., 1994.
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Au sein de la méme étude, il est montré I’existence d’un rapport steechiométrique entre le
DHPR et le RyR1 : deux protéines de DHPR sont en contact avec un tétramere de RyR1.

Des analyses en cryo-microscopie ¢électronique ont permis de représenter en 3D le DHPR, le
RyR1 et le contact entre les deux protéines (Efremov et al., 2015 ; des Georges et al., 2016 ;
Yan et al., 2015 ; Zalk et al., 2015).

3.7.4 FKBPI12

Interagissant avec le récepteur de la ryanodine, une autre protéine est indispensable pour le
bon fonctionnement des relachements calciques : FKBP12 (Figure 33) (Lamb &Stephenson,
1996). Cette protéine de 12 kDa, comparée aux 545 kDa du récepteur de la ryanodine, permet
ainsi de stabiliser ce dernier en configuration ouverte et de coordonner les 4 monomeres
(Avila et al.,, 2003), ainsi que d’éviter les fuites de calcium en configuration fermée
(Gaburjakova et al., 2001). Une protéine de FKBP12 est présente par monomere de RyR1, ce

qui contribue a la stabilisation du récepteur de la ryanodine (Qi et al., 1998).

3.7.5 La junctine

La junctine est une petite protéine d’environ 20 kDa (Zhang et al., 1997) comprenant un
domaine N-terminal cytoplasmique, un domaine transmembranaire au niveau du reticulum
sarcoplasmique et un domaine C-terminal représentant 80% de la protéine comportant des
domaines KEKE, et permettant d’interagir avec le récepteur de la ryanodine, mais aussi la

calséquestrine et la triadine. Son rdle est a ce jour inconnu.

3.7.6 La calséquestrine

La calséquestrine est une autre protéine régulatrice du récepteur de la ryanodine, en particulier
lors des relachements calciques. L’absence de calséquestrine conduit a un phénotype similaire
a celui de I’hyperthermie maligne (Protasi et al., 2009). Des défauts structuraux musculaires
sont également observés en ’absence de calséquestrine 1 (Paolini et al., 2015) en particulier
au niveau du fonctionnement mitochondrial et du stress oxydatif. La premic¢re mutation
retrouvée chez I’homme est liée a un phénotype de myopathie avec faiblesse musculaire et
fatigue, ainsi que des agrégats retrouvés au niveau du reticulum sarcoplasmique en

microscopie électronique (Rossi et al., 2014). La calséquestrine a un role de séquestration du
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calcium (Franzini-Armstrong et al., 1987). Etant située a proximité du récepteur de la
ryanodine, elle permet de mettre a disposition ce calcium. Ainsi, lors de 1’activation du

récepteur de la ryanodine, un relachement massif de calcium est possible (Beard et al., 2002).

3.7.7 La triadine

La triadine est une protéine transmembranaire dont 1’isoforme principale est de 95kDa.
L’absence de triadine conduit a des défauts musculaires : baisse de force, diminution de
I’expression de DHPR, de calséquestrine et de junctine (Oddoux et al., 2009). Il y a également
une altération de I’homéostasie calcique (Oddoux et al., 2009 ; Shen et al., 2007). La triadine
est impliquée dans la structure du reticulum sarcoplasmique (Fourest-Lieuvin et al., 2012). En
effet, ’isoforme 95 est en mesure de former des polyméres permettant d’induire une
déformation du reticulum sarcoplasmique et donc un meilleur contact entre le RyR1 et le
DHPR (Marty, 2015). Par ailleurs, la triadine interagit d’une part avec la calséquestrine au
niveau de son domaine C-terminal et d’autre part, elle interagit avec CLIMP-63, protéine qui
est elle-méme associée aux microtubules. L’hypothése émise est que la triadine pourrait jouer
un role d’ancrage de la triade et du complexe de relachement calcique aux microtubules ainsi
que du maintien durant le développement musculaire et la contraction (Marty, 2015).

Des mutations de la triadine sont associées a des pathologies cardiaques (Roux-Buisson et al.,

2012).

3.7.8 CLIMP-63

CLIMP-63 est une protéine associée aux microtubules de 63 kDa qui interagit avec la triadine
d’une part et avec les microtubules d’autre part (Osseni et al., 2016). Un mutant de CLIMP-63
transfecté dans des fibres musculaires dissociées de souris induit une altération du réseau de
microtubules, montrant ainsi les effets d’une modification du lien entre CLIMP-63 et ses

partenaires.

3.7.9 La junctophiline 1

La junctophiline 1 est une protéine de 90 kDa qui est localisée aux triades et qui a un role

structurel du reticulum sarcoplasmique et de la membrane plasmique (Block et al., 1988 ;

Landstrom et al., 2014). L’absence de junctophiline 1 induit notamment un découplage entre
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le RyR1 et le DHPR (donc entre le reticulum sarcoplasmique et la membrane plasmique) qui
conduit a un dysfonctionnement du relachement calcique (Hirata et al., 2006). Les défauts
morphologiques dus a I’absence de junctophiline 1 sont observables en microscopie

¢lectronique au niveau des triades (Figure 38).

Figure 38 : Microscopie ¢lectronique de muscle murin controle (en haut)
et avec baisse de I’expression de la junctophiline 1 et 2 en bas. Les
fleches rouges montrent les triades altérées et les carrés jaunes les triades
normales. Adapté de Hirata et al., 2006.

Nous voyons donc que la triade a une structure singuliére qui permet d’accomplir la fonction

principale du muscle : la contraction.

3.8 La contraction

La contraction est un phénoméne physiologique qui apparait altéré chez les patients atteints de
la MH (voir chapitre IV). Comment s’opére-t-elle ?

Le glissement des filaments fins sur les filaments épais permet ainsi le raccourcissement de la

fibre et géneére une tension proportionnelle a I’interaction entre les filaments fins et épais




(Silverthorn, 2007). Ainsi, si I’on regarde la disposition d’un sarcomere, lors de la contraction,

c’est-a-dire lors du glissement des filaments, la bande I va quasiment disparaitre (Figure 39).
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Figure 39 : Contraction musculaire et raccourcissement du sarcomere et
de la bande 1.

Le glissement des myofilaments correspond a un cycle énergétique entre les protéines en
présence, essentiellement 1’actine F (polymere d’actine G, nécessitant de 1’ ATP hydrolysé en
ADP) et la myosine, régulées par la tropomyosine et la troponine C. Ainsi, lors de 1’état de
rigidité les tétes de myosine sont liées a 1’actine G, la téte de pont de la myosine formant un
angle de 45° avec I’actine. L’ ATP se fixe ensuite au niveau de la téte de myosine ayant pour
conséquence une modification de I’affinité de la liaison entre la téte de myosine et I’actine G.
L’ ATP est ensuite hydrolysé en ADP et Pi. La téte de myosine pivote et forme alors un angle
de 90° entre sa téte de pont et I’actine (il s’agit de I’état de relachement musculaire). La
libération de Pi entraine le pivotement de la téte de myosine, I’angle entre la téte de pont et
I’actine passe alors de 90° a 45° et permet ’avancée du filament d’actine. La libération de

I’ADP permet le retour a 1’état de rigidité. Afin de permettre un glissement contrélé des
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myofilaments, une protéine, la tropomyosine est enroulée autour de ’actine et permet de
bloquer partiellement les sites de liaison entre 1’actine et la myosine (von der Ecken, 2015).

Les études de structure récentes, en cryo-microscopie €lectronique avec une résolution de
3,7A pour I’actine F, montrent les sites d’interaction précis entre I’actine F et la tropomyosine
qui peuvent étre modifiés lors de mutations ponctuelles de I’actine et/ou de la tropomyosine et
donc inactifs (von der Ecken et al., 2015). Cette régulation par la tropomyosine du glissement
des myofilaments est elle-méme régulée par la troponine C qui lie le calcium. En 1’absence de
calcium, le complexe troponine-tropomyosine recouvre le site de liaison entre 1’actine et la
myosine. Lorsque le calcium est présent dans le cytosol, il va se lier a la troponine, écartant
ainsi la tropomyosine du site de liaison et permettant la liaison entre la téte de myosine et

I’actine.

3.9 Cellules satellites, prolifération, différenciation et régénération

Le muscle a une structure singuliere et permet la contraction. Le muscle est constitué de fibres
musculaires. Ces fibres sont des cellules musculaires bien différenciées : les myotubes. Les
myotubes peuvent étre obtenus en culture afin d’effectuer des tests in vitro, technique que j’ai
employée afin de générer des modeles avec forte baisse de I’expression de la HTT.
L’obtention de myotubes résulte de la mise en culture de myoblastes cellules non différenciées
en phase de prolifération, puis le passage en phase de différenciation (Figure 40). La culture
cellulaire in vitro utilise des facteurs de croissance permettant la prolifération puis la

différenciation des myoblastes en myotubes.
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Figure 40 : Des myoblastes aux myotubes.

Les myoblastes sont des cellules satellites localisées sous la lame basale des fibres
musculaires. Les cellules quiescentes expriment le marqueur Pax 7. Les myoblastes ont la
faculté de régénérer les fibres musculaires lorsque celles-ci sont endommagées.

Les myoblastes entrent alors en prolifération et ont une expression plus €élevée du marqueur
Myt5 (Tidball, 2011). L’étape suivante est la différenciation en phase précoce qui montre une
¢lévation des marqueurs MyoD et Myf5 ainsi qu’une augmentation de 1’expression de génes
spécifiques du muscle. La différenciation en phase précoce voit également 1’augmentation de
I’expression de la myogénine et de Myt4 ainsi que des facteurs de transcription de la famille
MEF2 (myocyte enhancer binding family 2) (Tidball, 2011). Les facteurs de transcription de
la famille MEF2 sont impliqués dans la derniere étape : la différenciation en phase tardive

avec fusion des myoblastes donnant un myotube plurinucléé (Figure 41).
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Figure 41 : Régénération des fibres musculaires. La premicre phase est
I’actication des myoblastes quiescents. Les myoblastes, apres
prolifération, vont fusionner au niveau des fibres endommagées et vont
¢galement fusionner entre eux pour donner de nouvelles fibres. Les fibres
régénérées ont des noyaux centraux, qui vont migrer en périphérie et
donner des myotubes adultes. Adapté de Tidball, 2011

Les myotubes régénérés ont des noyaux centraux qui vont ultérieurement migrer en
périphérie. Les myotubes adultes sont ainsi formés. La fusion des myoblastes a lieu au niveau

des fibres endommagges ainsi qu’entre eux pour former de nouvelles fibres.
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3.10 Le trafic musculaire intracellulaire

Le myotube va progressivement se différencier pour aboutir a une structure bien organisée et
bien définie. Au niveau des triades, celles-ci sont constituées de doubles rangées de points

(Figure 42) régulierement réparties.

RyR1

S m

Figure 42 : Immunomarquage de RyRI1 dans une fibre musculaire
murine dissociée. Le marquage de RyR1 est en doubles rangées de
points. Adapté de Osseni et al., 2016.

Cette organisation bien identifiable au niveau des triades est donc progressive. Par ailleurs,
méme différencié, le myotube peut étre régénéré comme nous 1’avons vu. Ainsi, le trafic
intracellulaire dans les myotubes, comme dans toute cellule, s’opére également. De plus, nous
avons vu que I’une des fonctions de la protéine HTT au niveau des neurones est le transport
intracellulaire. Qu’en est-il dans le muscle ? Peu d’études ont été entreprises sur le sujet. Les
¢tudes se sont essentiellement focalisées sur les protéines du couplage excitation contraction,
essentielles a la fonction principale du muscle. Deux groupes de protéines peuvent étre
distinguées : celles localisées au niveau de la membrane plasmique et celles localisées au
niveau du reticulum sarcoplasmique. Du fait de leur localisation dans les myotubes
différenciés, I’hypotheése a été émise de mécanismes de trafic différents. Cependant, les
mécanismes en jeu ne sont pas a ce jour établis.

Concernant les protéines de la membrane plasmique impliquée dans le couplage excitation
contraction, le DHPR, que nous avons vu, est la seule protéine dont le trafic a été étudié.

Une étude tres récente dans des myotubes du modele zebrafish a montré un trafic de la sous

unité oo du DHPR le long du reticulum sarcoplasmique (Linsley et al., 2017).
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En revanche, la question reste posée de son adressage a la membrane plasmique (Figure 43).
L’une des hypotheses est le passage par la voie de ’ERES (endoplasmic reticulum exist site)

vers le Golgi puis du Golgi vers la membrane plasmique.

Figure 43: trafic du DHPR. SR : sarcoplasmic reticulum. ERES
(endoplasmic reticulum exist site). Adapté de Linsley et al., 2017.

L’étude du trafic du DHPR dans les cellules cardiaques a montré un adressage vers la
membrane plasmique par un transport vésiculaire a clathrines (Fu & Hong, 2016).

Au niveau du muscle squelettique, le trafic du DHPR jusqu’a la membrane plasmique reste a
découvrir.

Il en est de méme des protéines localisées au niveau du reticulum sarcoplasmique (membrane
et lumen). Le trafic des protéines situées dans le lumen et dans la membrane du reticulum
sarcoplasmique pourait avoir lieu par diffusion (RyR1) (Rossi et al., 2008) ou par transport

vésiculaire (calséquestrine) (Tijskens et al., 2003).
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Les mécanismes du trafic intracellulaire musculaire restent a découvrir et pourraient mettre en
jeu une protéine ubiquitaire dont la fonction de trafic a déja été caractérisée dans les
neurones : la huntingtine.

Pour étudier cette hypothése, nous allons enfin voir en détail que les patients atteints de la MH
ont un phénoype musculaire. Les défauts musculaires observés chez les patients comme chez

les modeles animaux vont nous permettre d’orienter les études a mener sur le role de la

huntigntine dans le muscle.
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Chapitre IV : les signes musculaires
de la maladie de Huntington

4.1 Des anomalies multiples et séveres

Le muscle est également affecté chez les patients atteints de la maladie de Huntington ainsi
que chez les modéles animaux de la pathologie (figure 44). Les principales altérations sont
I’atrophie et la faiblesse musculaire, un défaut d’excitation contraction, une altération
métabolique (défauts au niveau mitochondrial) et une dérégulation transcriptionnelle.
L’ensemble de ces défauts est li¢ a une dégénérescence cellulaire. Des défauts de la jonction

neuromusculaire ont ¢galement été observés.

Atrophie musculaire

Baisse de force

Altération de la

forme des Dét?égulaﬁon
mitochondries  transcriptionnelle

Défaut de
I'excitation
contraction

Figure 44 : anomalies musculaires retrouvées chez les patients atteints de
la maladie de Huntington : atrophie musculaire, baisse de force,
altération métabolique (mitochondries), dérégulation transcriptionnelle.
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4.2 Baisse de force et atrophie musculaire

4.2.1 Patients atteints de la MH

Le poids total des patients diminue au fur et a mesure de la progression de la maladie. Une
fonte musculaire majeure et un état cachectique a un stade avancé de la pathologie sont
observés (Aziz et al., 2008 ; Djoussé et al., 2002 ; Farrer et al., 1985a ; Farrer et al., 1985b ;
Mochel et al., 2007 ; Ribchester et al., 2004 ; Robbins et al., 2006 ; Sanberg et al., 1981 ; Stoy
et al., 2000 ; Trejo et al., 2004 ; Trejo et al., 2005). Cette perte de poids d’une cohorte de 25
patients avec une moyenne de I’item moteur de 'UHDRS de 55 est d’un peu plus de 12 %
(Trejo et al., 2004). La perte de poids est associée a une atrophie musculaire : la méme étude
montre une diminution de 9,7 % du tour de bras (Trejo et al., 2004). Une étude (Saft et al.,
2005) d’une cohorte de 15 patients avec des signes moteurs avancés de la maladie (moyenne
de I’item moteur de I’échelle UHDRS de 25,4, valeur normale : 0) présente des défauts
musculaires. La force musculaire est en effet diminuée. Lors de la flexion du pied, la force
maximale atteinte est statistiquement plus faible d’environ 20 % chez le groupe de patients
versus le groupe contréle (méme age et méme sexe). Lors de 1’exercice aérobie effectué et
I’analyse effectuée en spectrométrie de masse au phosphore 31, le temps de récupération de la
phosphocréatine (PCr) est significativement allongé de plus de 66 % (Saft et al., 2005).
Associée a cette étude, une biopsie chez un patient décédé (ne faisant pas partie de la cohorte)
évoque une centralisation nucléaire et un aspect « granuleux » sur des fibres marquées avec
I’anticorps (Ac) 2B4 reconnaissant la partie N-terminal de la protéine HTT. Il n’y a pas de
marquage de NADH, ni de quantification de données histologiques (notamment diametre des
fibres, nombre de fibres avec centralisation nucléaire). Cette étude montre ainsi la faiblesse
musculaire observée dans la MH et les atteintes musculaires métaboliques lors de 1’exercice.
Ces dernieres sont également observées lors d’une étude antérieure (Lodi et al., 2000) avec un
rapport PCr/Pi diminué¢ de plus de 20 % dans une cohorte de 8 patients atteints de la MH
versus un groupe controle de 12 patients. La faiblesse musculaire est confirmée dans une
¢tude plus récente. Cette étude comprend 20 patients atteints de la MH, le score UHDRS
moyen total étant de 48, versus un groupe de 20 sujets sains. L’age, le sexe et I'indice de
masse corporelle (IMC) sont identiques dans chaque groupe. Une étude dynamométrique des
membres inférieurs est réalisée (Busse et al., 2008). Elle montre une faiblesse musculaire de
I’ensemble des chefs musculaires analysés de la cohorte de patients versus sujets sains. Cette
¢tude est la seule montrant précisément la faiblesse musculaire observée chez les patients

atteints de la MH. Des travaux de 2000 montrent également une variabilité de la force
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musculaire dans la préhension entre le pouce et 1’index, sans identifier de faiblesse (Gordon et
al., 2000). Ces travaux mettent cependant en jeu plusieurs phénoménes, puisque peuvent
s’associer les troubles cognitifs dans la variabilité¢ de I’exercice. Enfin, un cas a été rapporté
d’un patient marathonien porteur de 43 répétitions de triplets CAG (valeur normale en
dessous de 35 répétitions) ayant développé des premiers signes a 1’age de 31 ans. Ces signes
sont une douleur des muscles proximaux des membres inférieurs, accentuée apres 1’effort,
mouvements involontaires (chorée) débutants des membres inférieurs et supérieurs, début de
bradykinésie lors des tests effectués (Kosinski et al., 2007). Ses performances mesurées au
cours des marathons depuis les années 1990 sont en tres forte diminution avec une moyenne a
160 minutes en 1996 contre plus de 195 minutes en 2004 attestant de la baisse de force

musculaire méme avec un entrainement régulier (Kosinski et al., 2007).

4.2.2 Modeles animaux de la MH

La faiblesse musculaire est également confirmée sur les modeles murins de la pathologie.

Les analyses sur modeles murins de la pathologie confirment le phénotype musculaire
marqué. L’atrophie musculaire est quantifiée avec deux modeles murins différents de la
pathologie : le modele R6/2 (exon 1 avec 144 répétitions de triplets CAG) et le modele
HdH150 (protéine murine totale avec 150 répétitions de triplets CAG). L’atrophie est de 20%
sur les différents muscles prélevés (quadriceps, gastrocnémien et plantaris, TA) et pour les
deux modeles (Mielcarek et al., 2015). Une étude de force isométrique des muscles EDL et
TA de souris R6/2 versus WT montre un allongement de 20% du temps nécessaire pour
atteindre la force maximale (environ 5 ms supplémentaires) (Mielcarek et al., 2015b). La
force musculaire maximale est également diminuée pour les muscles TA et EDL du modele
R6/2 (Mielcarek et al., 2015). Dans une étude antérieure, la force globale mesurée par grip
test sur un autre modele murin (N171-87Q : 171 premiers acides aminés de la HTT avec 87
répétitions de glutamines) est diminuée jusqu’a 33 % (Chaturvedi et al., 2009).

Ces deux signes princeps : atrophie et faiblesse musculaire sont également associées a un

défaut de I’excitation-contraction et plus particulierement du relachement calcique.
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4.3Anomalies du relachement calcique

Les mode¢les animaux ont permis ¢galement de montrer un défaut du relachement calcique au
niveau musculaire (Braubach et al., 2014).

Le modele R6/2 a également été utilisé dans cette étude. Présentant tout d’abord une réduction
significative du diametre des fibres, Braubach et al. (2014) utilisent des fibres musculaires
dissociées (du muscle interosseux) pour mesurer les relachements calciques par sonde
fluorescente dépendante des potentiels d’action suite a une stimulation extracellulaire. Le type
de courbe obtenue a un pattern similaire a celui vu Figure 20. Il y a donc la présence d’un pic,
puis une décroissance. Il a ét¢ montré une augmentation significative du temps nécessaire
pour atteindre le pic, ainsi qu’une différence significative de la décroissance. Les expériences
utilisant également les fibres dissociées avec la sonde calcique Fura-2-AM ont montré une
diminution significative du pic de calcium dans les fibres du modele R6/2 comparé a des

contrdles (Figure 45). La diminution du pic est de 20% (Braubach et al., 2014).
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Figure 45 : Réponse de relachement calcique intracellulaire suite a une
stimulation extracellulaire. La partie rouge correspond a la courbe de
régression en phase descendante, différente entre le WT et le modéele
R6/2. Adapté de Braubach et al., 2014.
La mesure du courant d’une fibre isolée aprés stimulation électrique (patch clamp) va
permettre d’évaluer le niveau minimum nécessaire pour que la contraction ait lieu. Ces

expériences ont montré que le seuil d’activation des fibres du modele R6/2 correspond a un

voltage plus bas que les WT.
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Ce seuil d’excitabilité plus bas avait par ailleurs été observé avec le modele R6/2. 11 est décrit
en association avec une diminution des transcrits mRNA du canal voltage dépendant chlore
Clcnl et une diminution de la conductance de ce canal (Waters et al., 2013). Cette altération
du canal chlore avait également été retrouvée dans la dystrophie myotonique de type 2 (Ursu
et al., 2012). Les canaux calciques permettent de réguler le potentiel de membrane.

Associés a ces défauts calciques, les mitochondries sont également altérées.
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4.4 Anomalies mitochondriales

Au niveau mitochondrial, une localisation anormale de mitochondries ainsi qu’un gonflement
des mitochondries sont observées (figure 46). Les mitochondries sont localisées en
ultrastructure de part et d’autre de la ligne Z. Des localisations aberrantes sont observées dans

le modele murin N171-87Q de la pathologie.

Figure 46 : Microscopie électronique a transmission du muscle soleus de
souris WT versus modele de la maladie de Huntington MH (mod¢le
N171-87Q). En haut, grossissement 4800x, en bas, 19000X. La structure
normale est composée des bandes A, I et ligne Z. M : mitochondrie.
Adapté de Chaturvedi et al., 2009.

De plus, les expériences de gonflement des mitochondries montrent une susceptibilité
augmentée dans le modele de la MH R6/2 (Gizatullina et al., 2006). Associée aux anomalies
mitochondriales, une diminution majeure de la concentration d’ATP des muscles TA et EDL
est observée dans le modéle HAH150 (Mielcarek et al., 2015b).

Les différents modeles animaux de la MH présentent des défauts musculaires a type

d’atrophie, faiblesse, défauts de relachement calcique, altération du métabolisme, qui ont pu




étre également décrits chez les patients. Un autre élément est présent: la dérégulation
transcriptionnelle. La présence de la mutation engendre une modification des transcrits
pouvant avoir une conséquence fonctionnelle musculaire. Les études sont menées sur des
modeles murins de la pathologie.

Le cas rapporté du patient marathonien montre lors de la biopsie du muscle gastrocnémien la
présence de fibres dégénérées, une augmentation de fibres a noyaux centraux, une diminution
du diamétre de quelques fibres, associé€s, au niveau du métabolisme, a une accumulation
mitochondriales au niveau subsarcolemmal (Figure 47). Il y a une réduction de I’activité du

complexe IV cytochrome oxydase (Kosinski et al., 2007).

Figure 47 : biopsie musculaire d’un patient de 37 ans avec MH (43
répétitions de triplets CAG). Coloration NADH. Accumulation de
mitochondrie au niveau subsarcolemmal (fleches blanches). Barre
d’échelle 50um. Adapté de Kosinski et al., 2007.

Une étude antérieure montre un défaut du complexe I chez des patients atteints de la MH

(Arenas et al., 1998).

4.5Dérégulation transcriptionnelle

En effet, une dérégulation transcriptionnelle est observée : dérégulation des facteurs de
transcription du domaine TEA (Mielcarek et al., 2015), ainsi que le récepteur a 1’acétylcholine
nicotinique, FOXO-3 (Forkhead box O3, qui régule notamment la voie de signalisation
Notch), caspase 8 (impliquée dans le clivage de chaine polypeptidique, protéine fortement
exprimée dans le muscle) et HDAC4 (Histone déactylase 4, impliqué notamment dans la
différenciation myofibroblastique, mais également dans les processus d’autophagie) dont les
transcrits sont augmentés dans le muscle des modeles murins R6/2 et Hdh150 (Mielcarek et

al., 2015). D’autres analyses antérieures montrent ¢également une dérégulation
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transcriptionnelle au niveau du muscle, comme cela a été identifié¢ au niveau neuronal (Luthi-

Carter et al., 2002 ; She et al., 2011 ; Strand et al., 2005).
4.6 Degénérescence cellulaire

Les défauts musculaires observés : atrophie, baisse de force, altérations des relachements
calciques, altérations au niveau des mitochondries et dérégulation transcriptionnelle,
corroborent 1’'une des observations faites de dégénérescence cellulaire. En effet, des cellules
musculaires de patients ont été¢ mises en culture (Ciammola et al., 2006). Il a été observé une
augmentation de I’apoptose (Figure 48) avec des clusters dans les myotubes dont un co-

marquage montre la présence de la huntingtine et de 1’'ubiquitine.

ubiquitine superposition

HTT
o - -
) - -

Figure 48 : myotubes de sujets sains (controle, a, b, c) et de patients
atteints de la MH (d, e, f). Immunomarquage avec un anticorps anti-
huntingtine en rouge (a, d), ubiquitine en vert (b, €) et la superposition
des deux (c, f). Barre d’échelle 10um. Adapté de Ciammola et al., 2006.

Associés aux défauts musculaires intrinséques, d’autres défauts, notamment de la jonction

neuromusculaire ont pu étre identifiés.



4.7 Défauts de la jonction neuromusculaire

Les défauts musculaires observés sont associés également a des défauts de la jonction
neuromusculaire (Ribchester et al., 2004). Les observations du modéle murin R6/2 montrent
en effet un défaut des neurofilaments, qui sont sténosés par endroit, et qui comportent des
zones supplétives a d’autres endroits (Figure 49). Il y a également 1’absence de récepteurs a

I’acétylcholine au niveau de certaines zones de la plaque motrice (Ribchester et al., 2004).

R6/2

Figure 49 : immunomarquage de neurofilaments (vert) et des récepteurs
a I’acéylcholine (rouge) d’une jonction neuromusculaire WT (en haut) et
de modele murin R6/2 de la MH (en bas). Présence d’anomalies des
neurofilaments avec sténose et zone supplétive de neurofilaments.
Absence de récepteurs a I’acétylcholine au niveau de certaines zones de
la plaque motrice terminale. Barre d’échelle 20um. Adapté de Ribchester
et al., 2004.

Investiguer et comprendre les causes des atteintes périphériques devient alors un enjeu pour
tester des thérapeutiques plausibles (Carroll et al., 2015 ; Martin et al., 2008 : Mielcarek et al.,
2015a; Zielonka et al, 2015). A cet effet, il est nécessaire de comprendre les mécanismes
moléculaires impliquant le géne de la huntingtine ainsi que la protéine mutée et non mutée,

résultantes de I’anomalie génique.
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Mes travaux de thése ont pour objectif une meilleure compréhension du(des) role(s) de la

huntingtine dans le muscle.

L’hypothese est que la huntingtine, protéine ubiquitaire, pourrait avoir une fonction dans la
dynamique intracellulaire musculaire, son absence entrainant ainsi des altérations de la
fonction musculaire. Mes travaux se fondent sur les quatre éléments suivants. Tout d’abord,
des défauts musculaires ont été observés dans la maladie de Huntington, chez les patients et
les modeles murins de la pathologie. Ensuite, ces défauts mettent en jeu la huntingtine,
protéine ubiquitaire. Puis, la huntingtine est connue pour étre une protéine associée aux
microtubules, ayant une fonction de transport intracellulaire neuronal, ayant un role dans
I’homéostasie calcique neuronale et permettant d’établir des points de contacts entre le
reticulum endoplasmique (RE) et la membrane plasmique (MP). Enfin, ce dernier point est
corroboré par une phénocopie de la MH impliquant directement la junctophiline 3 dont la

fonction essentielle est ce maintien entre le RE et la MP.

Si les fonctions de la huntingtine non mutée ont ét¢ étudiées au niveau neuronal, aucune
publication, a ce jour, ne met en relief la fonction ou les fonctions de cette protéine dans le

muscle. Aucune étude ne montre méme ’expression de la huntingtine dans le muscle.

Mon travail a donc consisté tout d’abord a caractériser la huntingtine dans le muscle : est-elle
exprimée et sous quelle(s) isoforme(s)? J’ai donc montré que la huntingtine était exprimée

dans le muscle (Partie I).

Puis, en I’absence de huntingtine dans le muscle, des défauts, notamment fonctionnels, sont-
ils observés ? Ces défauts pourraient en effet contribuer a la pathologie.

Au niveau cellulaire, j’ai développé des modeéles de myotubes dont I’expression de la
huntingtine est abaissée et qui montrent une altération de la fonction principale : les

relachements calciques (Partie II).
J’ai créé une nouvelle lignée de modeles murins dont 1’expression de la huntingtine est

diminuée spécifiquement dans le muscle et j’ai pu montrer que la fonction musculaire est

altérée (Partie III).
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Enfin, j’ai étudié différents fragments de la huntingtine en imagerie calcique pour comprendre

plus précisément le role de la huntingtine (Perspectives).
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Matériels & méthodes
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Chapitre I : Les cellules

Quatre types cellulaires ont été utilisés dans les présents travaux de these.

1.1 Culture primaire de cellules satellites

Les muscles de souris nouveau-nées sont prélevés et dissociés manuellement dans un premier
temps. Une digestion par la trypsine 0,1% a lieu ensuite pendant 30 minutes. Les cellules sont
ensuite centrifugées a 1500 rpm pendant 10 minutes. Le culot obtenu contient ainsi une majo-
rité de cellules satellites. Celles-ci sont cultivées en milieu de prolifération (Ham’s F10, 20%
sérum de veau foetal, 2% d’Ultroser G, 2% pénicilline — streptomycine) dans des boites de
culture recouvertes de laminine. A 70 a 80% de confluence, elles sont congelées dans un mi-
lieu congélation : 65%HAM F10, FBS 25%, 10% DMSO, a hauteur de 1 a 1,2 millions de
cellules par ml.

Les cultures primaires de cellules murines ainsi préparées comportent ¢galement d’autres po-
populations cellulaires comme des fibroblastes.

J’ai utilisé des cultures primaires murines de plusieurs phénotypes (voir chapitre VI).

Au moment de leur utilisation, les cellules sont décongelées en milieu de prolifération, puis
apres 12 a 24 heures de culture, elles sont placées en différenciation dans un milieu (DMEM
(Dulbecco’s Modified Eagle Medium) Glutamax Glucose 1g/1, 5% de sérum de cheval, 1% de
pénicilline-streptomycine) jusqu’a formation des myotubes.

L’utilisation de ces cellules me permet de tester in vitro la fonction du muscle, notamment les

relachements calciques avec les tests d’imagerie calcique.

1.2 Myotubes humains immortalisés

L’équipe de Vincent Mouly a I’Institut de Myologie a Paris a immortalisé des myoblastes
humains d’une biopsie d’un sujet sain. La lignée immortalisée a été obtenue par une double
transduction par un lentivirus codant pour la télomérase et un lentivirus codant pour Cdk4.
Les cellules sont cultivées comme les cellules murines.

Deux raisons amenent a 1’utilisation de cette lignée : il s’agit d’un modele in vitro mais

humain, de plus, cette lignée cellulaire contient uniquement des myoblastes.
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1.3 Fibres musculaires murines dissociées

Les fibres dissociées proviennent des muscles tibialis anterior ou flexor digitorum brevis. Les
muscles sont prélevés puis fixés pendant 30 minutes dans de la PFA 4%. Une perméabilisation
pendant 45 minutes a 30°C dans du PBS-Triton 1% a lieu. Un marquage immunofluorescent
est ensuite effectué.

Les fibres musculaires dissociées représentent un modele de cellules musculaires adultes
différenciées comme décrites au paragraphe 1.1. L’analyse des fibres dissociées apporte un
complément a I’utilisation de la lignée cellulaire et des cultures primaires précédemment

décrites.

1.4 Cellules HEK

Les cellules HEK293T (cellules embryonnaires humaines immortalisées) ont été utilisées
pour la production de lentivirus. Le milieu de culture utilisé est composé¢ de DMEM 4.5 g/L
glucose pyruvate + 10% de sérum de veau feetal + 1% de pénicilline-streptomycine). Apres
décongélation, 500 000 cellules sont déposées dans des boites de culture 100 mm et cultivées
jusqu’a une confluence de 70 a 80% pendant 3 jours. L’objectif est d’obtenir 2 500 000
cellules par boite de culture 100 mm. Le protocole de production des lentivirus (chapitre V)

est ensuite appliqué.
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Chapitre II : Biochimie

J’ai effectué des analyses par Western-Blot de la huntingtine et des protéines de la triade. J’ai

utilisé des lysats cellulaires et des homogénats de muscles squelettiques murins.

2.1Lysats cellulaires

Pour I’analyse par western-blot des protéines contenues dans les cellules murines issues de
cultures primaires ou dans les cellules humaines immortalisées, les cellules sont tout d’abord
collectées par trypsination ménagée. Les cellules sont lavées au PBS puis culotées (2000rpm,
10 minutes). Les culots, sur glace, sont ensuite suspendus dans un tampon de lyse (NaCl 15
mM et EDTA ImM) avec des inhibiteurs de protéase: PMSF a 400 uM (fluorure de
phenylméthanesulfonyle) + DFP a 100 uM (di-isopropyl fluorophosphate). Les cellules sont
soniquées sur glace 12 x 1s a 20 % de la puissance maximale. Le lysat est enfin dosé par la

méthode de Folin Lowry et conservé dans de 1’azote ou a -20°C.

2.2Homogénats de muscles et d’encéphale

Les différents tissus a analyser sont prélevés (tibialis anterior, extensor digitorum longus,
quadriceps, gastrocnémien, diaphragme, soleus, cerveau). Chaque tissu est congelé dans
I’azote liquide.

Lors de la réalisation de I’homogénat, le tissu est décongelé et lysé par Minilys dans un
tampon contenant : sucrose 200 mM, Hepes 20 mM pH 7.4, CaCl, 0.4 mM) avec ajout
d’inhibiteurs de protéases (PMSF a 400 uM + DFP a 100 uM). La lyse dure 3 fois 20
secondes avec une minute dans la glace a chaque intervalle.

Les homogénats sont ensuite dosés et conservés a -80°C.
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2.3Dosage des protéines par la méthode de Folin Lowry

Afin de doser les homogénats et/ou lysats cellulaires, la technique de Folin Lowry (Lowry et
al., 1951) est employée. Il s’agit de réaliser une gamme de Opg/ul a 50 pg/ul de Bovine serum
albumine (BSA). La BSA est ajoutée dans un tube a hémolyse a 10 ul de SDS 20% puis 2,5
ml d’un mélange & volume égal composé de d’EDTA-Cu®" & 0.005% et de NaCO; a 4% +
NaOH a 0.2 mM. Le réactif de Folin (125ul) est ajouté, le tube est immédiatement vortexé. Le
méme procédé est réalisé en remplagant la BSA par les échantillons a doser. La totalité des
tubes est ensuite placée dans 1’obscurité pendant 45min. Le dosage est réalisé par absorbance
a 660nm. Un calcul de régression permet d’obtenir la concentration en protéines en fonction
de I’absorbance pour la gamme de BSA. Ainsi, la mesure de 1’absorbance des échantillons

donne la concentration protéique en ug/pl.

2.4 Western-Blot

Les homogénats et les lysats cellulaires sont décongelés.

Les gels sont réalisés au laboratoire. La quasi-totalité des gels sont des gels gradients 5%-
15%, permettant ainsi de voir les protéines de haut poids moléculaires (dont la Huntingtine) et
les protéines de poids moléculaires beaucoup plus bas.

Les échantillons sont dilués dans du tampon de dénaturation Laemmli (Laemmli, 1970). La
migration est ensuite effectuée a Ampere constant (0,04A) dans un tampon de migration (Tris
25 mM, glycine 192 mM, SDS 0.1%) pendant 45 minutes a 60 minutes. Apreés migration, un
transfert sur une membrane d’Immobilon P (Millipore) dans du tampon de transfert (¢thanol
10%, Tris 25 mM, glycine 192 mM, SDS 0.025%) a ampérage constant (0,8 A) pendant 240
min est effectué¢ sous réfrigération. Apres saturation 30 min dans du tampon de saturation
contenant 0.3% de Tween 20 dans du PBS supplémenté avec 4% de lait (Blotting Grade
Blocker Non Fat Dry Milk, BioRad). Les membranes sont incubées avec les anticorps
primaires dilués dans du tampon de saturation sous agitation pendant une nuit a 4°C.
Apres trois lavages de 10 min dans du PBS 0,3% Tween 20 les membranes sont incubées avec
les anticorps secondaires couplés a la peroxydase pendant 2 heures. Apreés trois lavages de 10
min dans du PBS 0.3% Tween 20 la révélation est faite avec un substrat chemiluminescent de
la peroxydase Pierce ECL ou super pico ECL selon le protocole du fournisseur. La révélation
est acquise sur un Chemidoc XRS. Les données générées sont traitées a I’aide du logiciel

Quantity One v4.6.6.
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Chapitre III : Les anticorps

Deux types d’anticorps ont été utilisés : les anticorps primaires et les anticorps

secondaires.

3.1Anticorps primaires

Nom Protéine Espéce Fabricant

1C2 Huntingtine souris Sigma

2C1 Huntingtine souris Sigma

4C8 Huntingtine souris IGBMC
Strasbourg

DHPR DHPR souris Abcam

EPR5526 Huntingtine lapin Abcam

GAPDH GAPDH souris Sigma

JPH1 Junctophiline 1 lapin Sigma

LC3 LC3 souris Sigma

P62 P62 souris Sigma

RyR1 34C RyR1 souris DSHB USA

RyR1 Porc RyR1 lapin Notre équipe

Trisk 95 triadine lapin Notre équipe

Tub 2.1 tubuline souris Sigma
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3.2Anticorps secondaires

Nom Espéce Fabricant

Alexa 488 Souris Invitrogen
Lapin
cobaye

Alexa 546 Souris Invitrogen
Lapin
cobaye

Cyanine 3 Souris Jackson
Lapin

Cyanine 5 cobaye Jackson

HRP Souris Jackson
Lapin

3.3 Marquage immunofluorescent

Les cellules sont tout d’abord fixées avec de la PFA 4% pendant 20 minutes. Trois
lavages sont ensuite effectués au PBS de 5 minutes chacun. Les cellules ou les fibres sont
perméabilisées avec du Triton 1% pendant 15 minutes pour les cellules et 45 minutes pour les
fibres. Trois lavages sont ensuite réalisés au PBS-Triton 0,1%, 5 minutes chacun. Les
anticorps primaires sont ensuite ajoutés dans une solution de saturation comprenant : du PBS-
Triton 0,1% X-100, 0,5% de BSA (bovin serum albumine) et 2% de sérum de chévre. Les
anticorps primaires sont laissés 16 heures en présence des cellules ou des fibres. Puis trois
lavages sont effectués. Les anticorps secondaires sont ajoutés dans la solution de saturation
pendant 2 heures. Trois lavages au PBS Triton 0,1% sont effectués. Une coloration au PBS-
Hoechst 1/1000°™ pendant 10 minutes est effectuée. Enfin le montage sur lame ou sur Ibidi
est réalisé avec du FluorSave. Les images sont acquises avec un microscope confocal Leica
SPE ou Zeiss LSM710. Les données sont traitées avec les logiciels Image J et Adobe
Photoshop 7.0.
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Chapitre IV : Les virus

Trois classes de virus ont été utilisées : les Adeno-associated Virus (AAV), les

adénovirus et les lentivirus.

4.1 Les Adeno-associated virus (AAV)

Jai utilisé des AAV sérotype 8 (Généthon) avec le promoteur desmine et exprimant la
Cre recombinase. 15ul de virus (3.10° particules) ou de PBS stérile ont été injectés dans le
tibialis anterior de souris HTT fl/fl contenant des sites loxP de part et d’autre de I’exon 1 du
géne de la huntingtine sur les 2 alléles. Les AAV proviennent de I’équipe d’Anna Buj-Bello.

Un MTA (material transfert agreement) a été signé.

4.2 Les adénovirus

J’ai utilisé des adénovirus pour diminuer I’expression de la huntingtine dans les
myotubes issus de cultures primaires de souris HTT fl/fl contenant des sites loxP de part et
d’autre de I’exon 1 du géne de la huntingtine. Les adénovirus utilisés sont des AASCMVCre :
adénovirus exprimant la Cre-recombinase sous la dépendance du promoteur CMV. Le titre est
de 4.10"° particules virales par ml. J’ai également utilisé des adénovirus controles AdSCMV-
GFP (Généthon, titre 10'* particules par ml).

Le protocole de transduction virale des cellules musculaires est le suivant : mise en culture a
JO des cellules issues de cultures primaires du génotype HTT flI/fl. Les cellules sont mises en
culture sur des boites P35 revétues de laminine a une densité de 50 000 cellules par boite. La
transduction est effectuée 4 heures aprés mise en prolifération avec 8 particules virales par
cellule (multiplicity of infection — MOI 8). Les cellules sont ensuite mises en différenciation
16 heures plus tard. Une transduction par un virus controle (AdSCMV — GFP) est réalisée en

parall¢le dans les mémes conditions.
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4.3 Les lentivirus

J’ai produit des lentivirus dans le laboratoire P2 virologie de I’Institut, en bindme avec Julie
Brocard. Les vecteurs lentiviraux ont été produits dans des cellules HEK293T. A J1, 2,5
millions de cellules HEK293T par boite de culture 100 mm sont transfectées (CalPhosTM
Mammalian, Clontech) avec trois plasmides : pWPXLd 4uM, psPAX2 4uM et pVSV-G 4uM
contenant les genes de I’enveloppe virale. A J2, le milieu est changé. A J3, le milieu est
récupéré et centrifugé (2000rpm, 5 minutes). Le surnageant est filtré puis centrifugé
(4000rpm, 24 heures). Le culot, contenant les particules virales, est repris dans un milieu de
culture (D-MEM 4.5 g/1 glucose 10%, sérum de veau feetal, 1% pénicilline-streptomycine).
Des aliquots de 20ul sont réalisés et congelés dans I’azote liquide et conservé a -80°C.

Les virus sont ensuite titrés par cytométrie en flux. 200 000 cellules HEK293T sont
transduites avec une gamme virale de 1l a 10ul. Apres deux jours de culture, les cellules sont
récupérées et analysées par cytométrie en flux. Les réglages sont menés selon la protéine
fluorescente ajoutée dans la construction. Dans mon cas, il s’agit de la protéine mCherry. Le
pourcentage de cellules exprimant mCherry est mesuré par cytométrie en flux et calculé

suivant la formule :

% de cellules GFP positives> (pl de milieu) Ul

Titre =nombre de cellule a 2 Jours X facteur de dilution % ( 100

(ul de virus) ~ ml

Ul : Unités Infectieuses

Les productions de lentivirus effectuées ont donné des titrations autour de 1.10” UI par ml.

Les lentivirus créés contenaient deux inserts : un utilisant un fragment N-ter de la huntingtine
(acides aminés 1-588) (Pardo et al., 2010, Figure 50), ce fragment été choisi pour é&tre
résistant au lentivirus shRNA huntingtine (voire paragraphe suivant) et un fragment C-ter

(acides aminés 2800 a 3144). Les plasmides proviennent de 1’équipe de Frédéric Saudou.
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40-Lenti pARLS hit N[His Chemy] - 11520 nt

Figure 50 : plasmide contenant le fragment 1-586 acides aminés de la
huntingtine, utilisé pour fabriquer les lentivirus.

Les lentivirus ont été utilisés dans le cadre d’infections de myotubes de cultures primaires WT
ou KO triadine (déplétées en protéine triadine, cultures primaires réalisées par Muriel

Sébastien et Perrine Teyssier du laboratoire).




Par ailleurs, j’ai utilisé des lentivirus réalisés par la Plateforme de Vectorologie de la
SFR BioSciences Gerland — Lyon Sud (UMS 3344 / US8). Deux types de lentivirus ont été
utilisés : d’une part des lentivirus shRNA huntingtine et d’autre part un lentivirus controle :
lentivirus shRNA luciférase.
Le protocole d’infection des cellules musculaires est identique au protocole précédent avec
les adénovirus. Brievement, mise en culture a JO des cellules issues de cultures primaires du
génotype choisi (souris WT, cellules musculaires humaines immortalisées). Les cellules sont
mises en cultures sur des boites P35 revétue de laminine. 50 000 cellules sont déposées dans
chaque boite P35. La transduction est effectuée 4 heures aprés mise en prolifération a
multiplicity of infection (MOI) 1. Les cellules sont ensuite mises en différenciation 16 heures

plus tard.
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Chapitre V : Imagerie

Les lots de souris sont anesthésiés par Isoflurane (maintien 2%, débimetre 02 :
2L/min).L’imagerie a été réalisée sur des cellules ou des fibres dissociées fixées en imagerie
confocale pour étude de localisation protéique et sur des cellules vivantes avec imagerie

calcique et ¢tude du trafic.

5.1 Imagerie calcique avec cellules vivantes

Les cellules musculaires (humaines ou murines) sont ensemencées a 50000 cellules
sur une boite P35 revétue de laminine (50ul). Apres 2 jours (souris) ou 4 jours (humains) de
différenciation, les reldchements de calcium sont analysés. Aprés un rincage au PBS, les
cellules sont chargées par la sonde calcique Fluo4-AM diluée au 1/1000°™ pendant 60
minutes a 20°C. Apres deux lavages au PBS, les cellules sont placées dans du milieu de
culture pendant 30 minutes a 37°C pour permettre la désestérification de la sonde. Puis, le
milieu est retiré, du Krebs glucosé¢ (NaCl 136mM, KCl 5mM, CaCl, 2mM, MgCl, 1mM,
HEPES 10mM, pH 7,4) est ajouté et les boites sont placées sur la platine du microscope
(LEICA, SPE), objectif 10x. La fluorescence est enregistrée a raison d’une image par seconde
pendant 90 secondes. La libération de calcium est induite par ajout d’un ml de solution
choisie (KCIl 140mM avec ou sans calcium externe 2 mM et 4-CmC 500uM) au bout de 10
secondes. Une seule stimulation par boite est réalisée.

Les images sont ensuite analysées avec Image J, Calsignal et Graphpad.

5.2 Etude du trafic avec cellules vivantes

Deux types d’expériences ont €t¢ menés pour étudier le trafic. Le premier concerne le trafic
de fragments de la huntingtine qui ont été transduits dans des myotubes issus de cultures

primaires. Le second concerne 1’analyse du trafic d’une protéine de la triade, la triadine, apres

diminution d’expression de la huntingtine.
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5.2.1 Trafic de la huntingtine

Des myotubes murins issus de cultures primaires de souris KO triadine sont mises en
différenciation. Les cellules sont transduites avec un lentivirus contenant la triadine comme
controle (MOI 1). Puis les cellules sont transduites avec un lentivirus que j’ai produit au
laboratoire contenant la partie N-terminale de la huntingtine (acides aminés 1- 588) ou un
lentivirus contenant la partie C-terminale de la huntingtine (acides aminés 2800-3144) (MOI
8). Les cellules sont analysées apres 72 heures avec le microscope confocal Zeiss LSM710 ou
le microscope confocal Zeiss avec spinning disk permettant des acquisitions plus rapides (une

image par seconde). Les films réalisés sont ensuite analysés avec le logiciel Image J.

5.2.2 Trafic de la triadine

Dans des myotubes dont I’expression de la huntingtine est fortement diminuée, la mise en
place technique a été réalisée par Muriel Sébastien et Perrine Teyssier au laboratoire. Des
myotubes murins issus de cultures primaires de souris KO triadine sont mis en différenciation.
Les cellules sont transduites avec un lentivirus sh huntingtine afin de diminuer I’expression de
cette derniere. Puis les cellules sont transduites avec un lentivirus contenant la triadine-GFP
(MOI 1). Les cellules sont analysées aprés 72 heures avec le microscope confocal Zeiss
LSM710 ou le microscope confocal Zeiss avec spinning disk permettant des acquisitions plus
rapides (une image par seconde). Les films réalisés sont ensuite analysés avec le logiciel
Image J. Des régions d’intérét sont mesurées. Le nombre de clusters de protéine triadine
exprimant la GFP est compté dans chaque région. Le nombre de clusters en mouvement est
compté également. La fraction mobile (nombre de clusters en mouvement/ nombres de

clusters totaux) est alors calculée.
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Chapitre VI : Modeles animaux

Afin de déterminer les fonctions de la huntingtine dans le muscle adulte, et comme le
modele KO huntingtine est 1étal, j’ai créé un modele avec extinction de la huntingtine dans les
muscles squelettiques.

A cette fin, j’ai suivi la formation expérimentation animale de niveau 1 et j’ai obtenu
le certificat d’autorisation a expérimenter sur animaux vivants délivré par la direction
départementale de la protection des populations. J’ai rédigé et soumis le projet a des fins
d’expérimentation animale au comité d’éthique n°4 (Annexe I) qui a rendu un avis favorable
(dossier 2016053008307403).

J’ai également utilisé un modele murin de la pathologie Q140.

6.1 Modele murin avec extinction de la huntingtine dans le muscle

Les animaux ont été produits par croisement de souris HTT fl/fl contenant des sites loxP de
part et d’autres de 1’exon 1 du géne de la huntingtine, provenant de I’équipe de Frédéric Sau-
dou, avec des souris exprimant la Cre recombinase sous la dépendance du promoteur HSA
(Human skeletal actin, permettant I’expression uniquement au niveau du muscle squelettique),
par Julie Brocard au laboratoire, qui s’est chargée du génotypage des animaux (Figure 51).
Dix backcross ont été effectués afin d’obtenir un fond génétique C57Black 6 J.

Les expériences ont été réalisées sur des souris males et femelles dgées de 6 semaines.

Les animaux utilisés expriment d'une part le gene de la H7T avec deux sites loxP situés de
part et d'autre de I’exon 1, et d'autre part la recombinase Cre sous l'influence d'un promoteur
HSA — ERt2. Le promoteur HSA-Cre-ERt2 permet l'expression de la recombinase Cre uni-
quement dans le muscle squelettique, apres induction par le tamoxiféne (Figure 51). Pour in-
duire I'expression de la Cre puis une recombinaison, 5 injections intrapéritonéales de 100ul
tamoxiféne seront réalisées, une par jour. Le tamoxifene (réf Sigma, T5648) est dilué dans de
I'éthanol puis émulsionné dans de I'huile de tournesol (réf Sigma, T5007) (éthanol/huile en

mélange 10/90) a la concentration de 10mg/ml.
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Souris KO inductible muscle spécifique

HSA-Cre-ERT2 Htt-Flox

Figure 51 : Lignée KO huntingtine spécifique du muscle. Cette lignée
provient du croisement de deux lignées. L’une exprimant la Cre
recombinase sous la dépendance du promoteur muscle spécifique HSA,
I’autre lignée comportant des sites Lox P de part et d’autre de I’exon 1 du
gene de la huntingtine.
En vue de mesurer la force musculaire globale des souris de cette lignée, un test

d’agrippement est effectué.

Test d’agrippement

Les souris sont posées sur une grille qui est retournée. La force globale de la souris est éva-
luée par la mesure du temps qu’elle reste accrochée a la grille. Aprés un entrainement de
chaque souris (3 fois par semaine pendant deux semaines lors de I’injection du tamoxiféne,
durant maximum 3 minutes au début puis 5 minutes), le test est arrété au bout de 5 min si la
souris n’est pas tombée. Trois essais sont réalisés. Le meilleur temps est sélectionné. Le test

est réalisé une fois par semaine apres la période d’entrainement.

De plus, afin d’obtenir des premiers résultats plus rapidement sur le poids du muscle et la
baisse d’expression de la HTT dans le muscle squelettique, un modele avec forte baisse
d’expression de la HTT a été généré par transduction d’AAV exprimant la Cre recombianse au
niveau du muscle tibialis anterior. Des lots de souris HTT fl/fl sont anesthésiés par Isoflurane
(maintien 2%, débimétre 02 : 2L/min). L’injection est faite sous hotte de confinement
(PSMII). Les virus injectés sont des AAV sérotype 8 (Généthon) avec le promoteur desmine
et exprimant la Cre recombinase. 15ul de virus (3.10° particules) ou de PBS stérile seront in-
jectés (Figure M2). L’injection est effectuée dans chaque patte avec une seringue a insuline au
niveau du tibialis antérieur, muscle aisément repérable. Les animaux sont euthanasiés a 6 se-
maines apres injection virale pour mesure du poids du muscle et étude en Western-Blot quan-

titative de la baisse de Huntingtine.
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6.2Modele murin Q140

J’ai utlis€ un modele murin de la pathologie. 1l s’agit du modele CAG 140 ou Q140. Ce
modele est un modele knock-in comprenant un promoteur murin et la HTT murine avec 140
répétitions de triplets CAG. Les répétitions peuvent étre localisées sur un seul allele (modele
hétérozygote) ou sur les deux alleles (modele homozygote) (Figure 9).
J’ai utilisé ce modele pour obtenir des cellules satellites et réaliser les cultures primaires en

vue d’effectuer de I’imagerie calcique.
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Résultats
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Chapitre I : La huntingtine s’exprime
dans le muscle

La huntingtine est une protéine ubiquitaire fortement exprimée dans le cerveau et plus
précisément au niveau du striatum. [’analyse de 1’expression a été effectuée dans d’autres
tissus (cceur, foie, testicules) confirmant le caractére ubiquitaire de I’expression de la HTT. Le
muscle n’a toutefois pas fait 1’objet d’une étude d’expression de la protéine, seule
I’expression de ’ARNm a été confirmée dans le muscle. Dans ce chapitre, j’ai donc confirmé
I’expression de la HTT dans le muscle, comparativement au cerveau, j’ai analysé 1’expression

de la HTT au cours de la différenciation et j’ai tenté de déterminer la localisation de la HTT.

1.1 Expression de la huntingtine dans des homogénats de muscle

L’expression de la HTT dans le muscle a ét¢ d’abord testée a partir d’homogénats totaux de
quadriceps de souris WT. L’ARNm a également été extrait de ces muscles. Pour comparer le
niveau d’expression, ’ARNm et des extraits protéiques ont été obtenus a partir des cerveaux
des mémes souris. (Figure 52 A, B et C). Les RT-qPCR de muscles et de cerveaux ont été

réalisées au laboratoire par le Dr Laurent Pelletier.
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Figure 52 : A: analyse par western-blot quantitatif de I’expression de la
huntingtine du muscle (quadriceps) versus cerveau. 40ug de chaque tissu
ont été déposés. La huntingtine a un poids moléculaire de 350kDa. La
quantification est réalisée par rapport a la tubuline (50kDa).

B : expression relative normalisée par rapport au cerveau (le rapport
HTT/Tubuline du cerveau est considéré comme 100%, le rapport HTT/
tubuline dans le muscle est fonction de celui du cerveau). n=4
homogeénats de souris différentes, *** : p<0,001, test de Student.

C : analyse par RT-qPCR de I’expression d’ARNm de la huntingtine dans
le muscle (quadriceps) par rapport au cerveau. La normalisation est faite
comme précédemment. n=3 homogénats de souris différentes, *** :
p<0,001, test de Student.

La huntingtine est détectée dans les homogénats totaux de muscle (Figure 52A). Le niveau
d’expresssion de la huntingtine dans le muscle par rapport au cerveau est de 18% (s.e.m +/-
0,03) (Figure 52B).

Afin de confirmer ce résultat, une comparaison des niveaux d’ARNm de HTT retrouvés entre
le cerveau et le muscle a été réalisée.

L’expression relative de ’ARNm de HTT dans le muscle par rapport au cerveau est de 20%

(s.e.m +/- 0,03) (Figure 52C).

Apres avoir confirmé 1’expression de la HTT dans les homogénats totaux d’un muscle murin
(quadriceps), j’ai étudié I’expression dans différents types de muscles. Au niveau cérébral, la
HTT est plus exprimée dans le striatum (Montoya et al., 2006b). L’explication de cette
spécificité n’est, a ce jour, pas résolue. Les muscles étant impliqués dans les fonctions de
mouvement et de la respiration, j’ai étudi¢ des muscles associés a ces fonctions afin de savoir

si la HTT a une expression musculaire particuliere.
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1.2 Expression de la huntingtine dans des homogénats de muscles différents

J’ai sélectionné trois muscles permettant les fonctions de mouvement au niveau de la patte :
quadriceps, tibialis anterior et extensor digitorum longus (edl) ainsi que le diaphragme
impliqué dans la respiration et j’ai analysé par western-blot I’expression de la HTT (Figure

53).
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Figure 53 : analyse par western-blot de ’expression de la huntingtine
dans des homogénats de quadriceps, d’extensor digitorum longus (edl),
de tibialis anterior et du diaphragme.

La HTT est exprimée dans chacun des muscles analysés (Figure 53), sans spécificité.
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1.3 Expression de la huntingtine au cours de la différenciation des myotubes

Les homogénats de muscle totaux comprennent essentiellement du muscle, mais également
d’autres tissus et/ou populations cellulaires. Afin de savoir si la HTT est exprimée uniquement
dans le muscle, j’ai réalis¢ une analyse en western-blot sur des myotubes humains
immortalisés. Ces cultures cellulaires, issues de cellules primaires, ne contiennent que des
myoblastes et sont dépourvues de toute autre population cellulaire. Par ailleurs, 1’expression
de la HTT dans les myotubes n’ayant, a ce jour, pas été déterminée, j’ai étudié 1’expression de
la HTT au cours de la différenciation des cellules. En effet, en vue de pouvoir également
effectuer de I’imagerie calcique sur des myotubes, il me faut savoir a quel moment la HTT
s’exprime.

Des myotubes humains immortalisés ont été mis en culture et différenciés pendant 4 jours.
Toutes les 24 heures, un prélevement de cellules est effectué. Les cellules sont ensuite lysées
et un Western-Blot est effectué. Trois protéines sont analysées : la huntingtine, le récepteur de
la ryanodine (RyR1) qui marque 1’état de différenciation de la population cellulaire et la
tubuline, comme marqueur de charge.

Ces expériences montrent que la population cellulaire composée uniquement de cellules
musculaires exprime bien la HTT. Elle s’exprime dés 24 heures de différenciation, et a un

niveau d’expression équivalent lors de la différenciation, jusqu’a 96 heures (Figure 54).
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Figure 54 : Analyse par western-blot de I’expression de la huntingtine au
cours de la différenciation dans des myotubes humains immortalisés.
RyR1 : récepteur de la ryanodine (550 kDa), HTT : huntingtine. Le
récepteur de la ryanodine est révélé apreés déshybridation de la membrane
ayant permis la détection de la HTT.

L’expression du récepteur de la ryanodine augmente fortement au cours de la différenciation.

A partir de 72 heures, ’expression du RyR1 est maximale. En vue d’effectuer les analyses
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d’imagerie calcique sur myotubes (Chapitre II), le délai de 96 heures est retenu pour la
différenciation: la HTT est exprimée a ce temps la, le RyR1 également et a atteint son plus

haut niveau dans ce modele cellulaire.

1.5 Localisation de la huntingtine dans une fibre musculaire dissociée

La huntingtine est donc bien exprimée au niveau des fibres musculairs de souris et des
myotubes humains et s’exprime fortement dés 24 heures de différenciation. Nous avons vu
que les myotubes ont une organisation singuliere visible en immunofluorescence, notamment
au niveau des triades (Figure 42). J’ai observé la localisation de la HTT dans des fibres
musculaires dissociées afin de savoir si la HTT a le méme pattern d’organisation que les
protéines de la triade. J’ai comparé le marquage en immunofluorescence de HTT avec celui
de RyR1, récepteur localisé sur la membrane du reticulum sarcoplasmique.

La HTT donne un marquage le long de la fibre en forme de points. Quelques uns sont
localisés a la périphérie du noyau.Un certain nombre de points colocalisent avec le récepteur
de la ryanodine (Figure 55). D’autres points se situent de part et d’autre des doubles rangées

de points de récepteurs de la ryanodine.

Figure 55 : Immunomarquage de fibres dissociées (muscle edl) de souris
WT. Fixation a la PFA 4% et perméabilisation au Triton 1%. A gauche,
marquage de la huntingtine (anticorps 4C8, épitope entre les acides
aminés 443 et 457 de la HTT), au centre, marquage du récepteur de la
ryanodine (en double rangée de points) et a droite superposition des 2
images précédentes.



Le marquage par immunofluorescence de la HTT dans une fibre musculaire dissociée n’a

cependant pas de pattern identique a celui du récepteur de la ryanodine.

1.6 Discussion

L’expression de la huntingtine a ¢ét¢ analysée dans différents tissus, cependant aucune analyse
en western-blot dans la littérature actuelle n’a été effectuée sur le muscle.

Les analyses en ARNm ont déja été publi¢es (Bates et al., 2015 ; Mielcarek et al., 2015)
indiquant I’expression de I’ARNm de la huntingtine dans le muscle. De méme la HTT a ¢été
détectée en immunohistochimie dans le muscle (Bates et al., 2015). J’ai donc tout d’abord
confirmé cette expression sur des cellules musculaires murines et humaines. J’ai ensuite
montré que cette expression atteint un plateau dés 24 heures de différenciation. J’ai enfin
montré que la HTT est exprimée dans différents types de muscle. Pour autant, comme il s’agit
d’un paradigme d’étude nouveau, des isoformes de la huntingtine pourraient étre présentes.
En effet, I’expression de différentes isoformes a été retrouvée au niveau cérébral (Labardorf &
Myers, 2015 ; Mort et al., 2015 ; Ruzo et al., 2015). Le résultat d’expression de la protéine
HTT permet alors d’envisager I’hypotheése d’isoformes, dont peut-€tre certaines spécifiques
du muscle. L’analyse en western-blot avec des différents anticorps que j’ai testés ciblant la
parties C et N-terminales n’a pas été concluante quant a la détection d’isoforme spécifique.
L’expression de la protéine huntingtine est corrélée a 1’expression de ’ARNm de Ia
huntingtine dans le muscle a 20% du niveau d’expression dans le cerveau.

Ce résultat confirme les analyses d’ARNm antérieures et les analyse d’immunohistochimie
(Bates et al., 2015).

L’immunofluorescenec réalisée sur fibres de souris montre une localisation de la protéine sous
forme de points. Tout d’abord, cette localisation est différente de celle de RyR1 (Figure 55). A
quoi correspond ce pattern ? L’une des hypothéses est que ces points pourraient se situer au
niveau du Golgi.

Les études d’expression sur deux modeles (murin et cellules humaines immortalisées) sont
complémentaires. En effet, je vais utiliser le modéle murin afin d’effectuer des expériences a
la fois au niveau cellulaire (Chapitre II) et au niveau physiologique (Chapitre III). Au niveau
cellulaire, cependant, les cultures primaires ne comportent pas exclusivement des cellules
musculaires. En effet, des fibroblastes, au sein desquels la HTT est exprimée, sont présents.

Le modele de myoblastes humaines immortalisées comporte lui, une unique population
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cellulaire. Il permet donc de montrer que dans des myotubes exclusivement la HTT est
exprimée. De plus, il s’agit de cellules humaines, modele cellulaire pertinent dans une
perspective de tests de thérapeutiques (voir Conclusion générale).

Les données d’expression montrent que la HTT est exprimée dés le début de la
différenciation. Cette donnée permet d’émettre 1’hypothése d’une ou plusieurs fonctions de la
huntingtine dans le muscle précoces d’une part et présentes ¢également lors d’un stade avancé
de différenciation.

Cette fonction ou ces fonctions seraient donc applicables a ’ensemble des muscles, dont le
diaphragme. Des défauts fonctionnels des muscles, et en particulier du diaphragme,
laisseraient présager non seulement une altération de la force des membres, mais aussi un
défaut de respiration, voire de toutes les fonctions physiologiques mettant en jeu le muscle
squelettique, ce qui est le cas de la déglutition. Or, la pneumonie est 1’'une des causes
principales de déces chez les patients atteint de la MH (Sorensen et al., 1992). La pneumonie
est notamment due a un défaut de déglutition.

La prise en charge des atteintes musculaires est donc primordiale, non seulement vue la
cachexie des patients & un stade avancé de la maladie, mais également pour les autres
fonctions physiologiques qui sont altérées. L’expression de la huntingtine dans tous les types
de muscles montre I’importance de comprendre sa ou ses fonctions.

En vue d’étudier plus en détail le role potentiel de la protéine huntingtine totale, j’ai
développé des modeles cellulaires dont 1’expression de la protéine est fortement abaissée.

La huntingtine a —t-elle donc un réle dans la fonction du muscle ?
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Chapitre II : sans huntingtine, les
cellules musculaires sont altérées

Afin de savoir si la huntingtine a un réle dans la fonction musculaire, j’ai développé trois
modeles cellulaires avec forte diminution de 1’expression de la huntingtine et j’ai étudié les
relachements de calcium par I’imagerie calcique avec différentes stimulations afin de
caractériser les défauts observés. Le premier modéele est un modele de moytubes murins avec
baisse de I’expression de la HTT par utilisation d’un shRNA. J’ai également développé un
modele utilisant des myotubes humains avec le méme systéme de diminution de 1’expression
de la HTT par shRNA. Enfin, en vue de diminuer plus fortement I’expression de la HTT
d’une part et en vue de développer un modele utilisant un systéme autre que les shRNA, j’ai
développé un modele murin utilisant des cultures primaires de cellules satellites de la lignée
HTT {I/fl. 1l s’agit d’une lignée de souris comportant des sites loxP de part et d’autre de
I’exon 1 de la HTT. Jai transduit les cellules avec un adénovirus exprimant la Cre
recombinase afin de déléter une partie du gene H7T et d’aboutir a I’extinction de la protéine.

Ce travail met en avant le role de la huntingtine dans les relachements calciques.

2.1 Modéle murin de myotubes avec forte diminution de [’expression de la
huntingtine

Des myoblastes murins issus de souris WT sont mis en culture et transduits avec un lentivirus
permettant 1’expression d’un shRNA dirigé contre la HTT.

Une forte diminution de 1’expression de la huntingtine (86%, Figure 56A & B) est obtenue
apres 48 heures d’expression du shRNA. Ce temps correspond a celui des expériences

d’imagerie calcique présentées par la suite.
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Figure 56 : A : Analyse par western-blot quantitatif de 1’expression de la
huntingtine de lysats de cellules murines WT transduites avec des shRNA
HTT pendant 48 heures, MOI 8.

B : La quantification est réalisée par rapport a la tubuline. L’expression
relative est normalisée par rapport au contrdle. Le controle est un lysat
obtenu avec les mémes cellules transduites avec un shRNA contrdle
(shRNA luciférase), n=3 lysats différents, *** : p<0,001, test de Student.
C : Variation de fluorescence du Fluo-4 sur cellules murines sans virus
(WT), avec virus controle (Controle) et avec shRNA HTT (KO HTT).
Stimulation KCl 140mM. WT, n=54 myotubes; controle, n=53
myotubes ; KO HTT, n=51 myotubes, de trois expériences différentes.
% p<0,001, ANOVA a deux facteurs, apres correction de Bonferroni.

D : Moyenne du pic de fluorescence. controle : 3,38 (s.e.m +/- 0,094) ;
KO HTT : 2,64 (s.e.m +/- 0,099).
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Jai effectué de I’imagerie calcique avec une stimulation KC1140mM et 2mM de calcium dans
le milieu externe. Cette stimulation induit la dépolarisation de la membrane plasmique et une
libération trés rapide de calcium dans le cytosol (Figure 32). Elle est une mesure
classiquement utilisée pour tester I’efficacit¢ du couplage excitation contraction dans des
myotubes en culture.

L’amplitude du pic pour les cellules contrdles est de 3,38 (s.e.m +/- 0,094). L’amplitude du
pic des cellules avec forte baisse de la HTT est de 2,64 (s.e.m +/- 0,099), soit une diminution
de ’amplitude du pic de 21,9%.

Cette expérience d’imagerie calcique met donc en évidence un défaut de relachements de
calcium avec ce modele murin.

Pour étudier plus spécifiquement les relachements de calcium, j’ai utilisé un autre modele.

2.2 Modeéele de myotubes humains avec forte diminution de [’expression de la

huntingtine

Des myoblastes humains sont mis en culture et transduits avec un lentivirus permettant
I’expression du shRNA utilisé précédemment (Figure 57).

Une forte diminution d’expression de la HTT est obtenue (90,1%, Figure 57 A & B).
L’expérience précédente (paragraphe 2.1) montre des défauts des relachements de calcium.
Les défauts peuvent provenir d’une perturbation de ’homéostasie calcique générale et/ou du
couplage excitation contraction (notamment du couplage physique entre le DHPR et le RyR1)
et/ou du récepteur de la ryanodine. Pour déterminer I’origine des défauts. J’ai effectué une
premicre stimulation KCl 140mM avec 2mM de calcium dans le milieu externe, comme
précédemment, afin de savoir si les mémes défauts sont retrouvés dans ce modele. J’ai ensuite
effectué une stimulation avec KCI 140mM sans calcium externe, afin de s’assurer que les
variations de calcium cytosoliques ne sont pas dues a un influx de calcium extracellulaire.
Enfin, les relachements de calcium peuvent étre altérés suite a un défaut du récepteur de la
ryanodine. J’ai donc utilisé une stimulation directe du RyR1 par 4 CmC 500uM.

Les variations de fluorescence sont obtenues pour chacune des trois stimulations sont

présentées sur la Figure 57 C, E et G.
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Figure 57 : Analyse par western-blot et analyse d’imagerie calcique
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Figure 57 : A : Analyse par western-blot quantitatif de 1’expression de la
huntingtine de lysats de cellules humaines transduites avec des shRNA
HTT pendant 48 heures, MOI 8.

B : La quantification est réalisée par rapport a la tubuline. L’expression
relative est normalisée par rapport au contréle. Le contrdle est un lysat
obtenu avec les mémes cellules transduites avec un shRNA controle
(shRNA luciférase), n=3 lysats différents, *** : p<0,001, test de Student.
C : Variation de fluorescence du Fluo-4 sur cellules humaines sans virus
(WT), avec virus controle (Controle) et avec shRNA HTT (KO HTT).
Stimulation KCI 140mM. WT, n=58 myotubes; controle, n=53
myotubes ; KO HTT, n=57 myotubes, de trois expériences différentes.
*H% p<0,001, ANOVA a deux facteurs, apres correction de Bonferroni.

D : Moyenne du pic de fluorescence.

E : Variation de fluorescence du Fluo-4 sur cellules humaines sans virus
(WT), avec virus controle (Controle) et avec shRNA HTT (KO HTT).
Stimulation KCl 140mM sans calcium externe. WT, n=61 myotubes ;
controle, n=54 myotubes ; KO HTT, n=79 myotubes, de trois expériences
différentes. ***, p<0,001, ANOVA a deux facteurs, aprés correction de
Bonferroni.

F : Moyenne du pic de fluorescence.

G : Variation de fluorescence du Fluo-4 sur cellules humaines sans virus
(WT), avec virus controle (Controle) et avec shRNA HTT (KO HTT).
Stimulation 4CmC 500uM. WT, n=54 myotubes; contréle, n=51
myotubes ; KO HTT, n=57 myotubes, de trois expériences différentes.
**k% p<0,001, ANOVA a deux facteurs, apres correction de Bonferroni.

H : Moyenne du pic de fluorescence.

Les résultats d’amplitude du pic et des s.e.m sont récapitulés pour chaque expérience (Figure
57 D, F, H) dans le tableau suivant. La mesure de I’amplitude du pic représente I’effet

immeédiat de la stimulation.

Cellules controles Cellules KO HTT Différentiel
Stimulation  Amplitude du s.e.m Amplitude du s.e.m

pic pic
KCl 140mM 3,61 0,134 2,90 0,151 -20%
avec calcium
externe
KCl 140mM 3,23 0,192 2,49 0,110 -18%
sans calcium
externe
4 CmC 2,85 0,108 2,33 0,087 -23%
500pM
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Les résultats obtenus montrent une diminution de 1I’amplitude des relachements calciques pour
les trois stimulations.
Avec baisse d’expression de la HTT, les relachements de calcium avec et sans calcium

extracellulaire, ainsi que par stimulation directe du RyR1 sont altérés.

2.3 Modele de myotubes murins avec forte diminution de [’expression de la

huntingtine (HTT fl/fl et adénovirus Cre)

Les précéents modeles utilisent 1’expression de shRNA. L’expression de shRNA peut
comporter notamment des cibles non désirées. J’ai donc développé un modele génétique
différent.

Le modéle consiste en 1’utilisation d’adénovirus exprimant la Cre recombinase sur des
myoblastes murins HTT flI/fl comportant des sites loxP de part et d’autre de I’exon 1 de la
HITT.

L’expression de la HTT est diminuée de 95,4% (Figure S8A & B).

Jai effectué les trois stimulations décrites dans le paragraphe 2.2.
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Figure 59 : Analyse par western-blot et analyse d’imagerie calcique
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Figure 58 : A : Analyse par western-blot quantitatif de 1’expression de la
huntingtine de lysats de cellules murines HTT fl/fl transduites avec des
adénovirus Cre pendant 48 heures, MOI 8.

B : La quantification est réalisée par rapport a la tubuline. L’expression
relative est normalisée par rapport au contréle. Le contrdle est un lysat
obtenu avec les mémes cellules transduites avec un adénovirus controle
(adv5-GFP), n=3 lysats différents, *** : p<0,001, test de Student.

C : Variation de fluorescence du Fluo-4 sur cellules murines sans virus
(WT), avec virus controle (Controle) et avec shRNA HTT (KO HTT).
Stimulation KCI 140mM. WT, n=62 myotubes; controle, n=67
myotubes ; KO HTT, n=54 myotubes, de trois expériences différentes.
*H% p<0,001, ANOVA a deux facteurs, apres correction de Bonferroni.

D : Moyenne du pic de fluorescence.

E : Variation de fluorescence du Fluo-4 sur cellules murines sans virus
(WT), avec virus controle (Controle) et avec shRNA HTT (KO HTT).
Stimulation KCl 140mM sans calcium externe. WT, n=46 myotubes ;
controle, n=45 myotubes ; KO HTT, n=28 myotubes, de trois expériences
différentes. ***, p<0,001, ANOVA a deux facteurs, aprés correction de
Bonferroni.

F : Moyenne du pic de fluorescence.

G : Variation de fluorescence du Fluo-4 sur cellules murines sans virus
(WT), avec virus controle (Controle) et avec shRNA HTT (KO HTT).
Stimulation 4CmC 500uM. WT, n=58 myotubes; contrdle, n=50
myotubes ; KO HTT, n=63 myotubes, de trois expériences différentes.
**k% p<0,001, ANOVA a deux facteurs, apres correction de Bonferroni.

H : Moyenne du pic de fluorescence.

Les résultats d’amplitude du pic et des s.e.m sont récapitulés pour chaque expérience (Figure

58 D, F, H) dans le tableau suivant.

Cellules controles Cellules KO HTT Différentiel
Stimulation Amplitude du s.e.m Amplitude du s.e.m

pic pic
KCl1140mM 3,54 0,143 2,47 0,131 -30%
avec calcium
externe
KCl 140mM 3,19 0,233 2,56 0,284 -28,5%
sans calcium
externe
4 CmC 2,99 0,084 2,14 0,119 -20%
500pM
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L’amplitude du pic est abaissée lors des stimulations KCl 140mM avec et sans calcium
externe ainsi que par le 4CmC 500uM. Cette diminution est de 30% pour la stimulation KCI
140mM avec calcium externe, 20% sans calcium externe et 28,5% avec le 4CmC 500uM. La
diminution est plus importante pour les stimulations KCI 140mM avec calcium externe et par
4CmC 500uM dans ce modele qu’avec les deux modeles précédents.

L’altération des relachements de calcium avec forte baisse d’expression de la HTT est
confirmée également avec le modele utilisant les adénovirus exprimant la Cre recombinase
sur des cellules HTT fI/f] transduites.

Dans la maladie de Huntington, il y a d’une part une baisse d’expression de la HTT, dont j’ai
pu analyser I’effet en imagerie calcique précédemment, et d’autre part I’expression d’une
protéine mutée. Il a ét¢ montré une altération du relachement de calcium dans un modéle de la
pathologie R6/2 (Braubach et al., 2014). Cette altération est-elle d’un niveau plus important
dans les modeles de la pathologie que dans un modele avec uniquement baisse d’expression
de laHTT ?

Afin de répondre a cette question, j’ai utilisé le modele Q140 de la pathologie.ll s’agit d’un
modele knock-in comprenant 140 répétitions de triplets CAG au niveau de la huntingtine
murine, soit sur un allele, (modele hétérozygote, Qhtz), soit sur les deux (modele

homozygote, Q/Q).

2.4 Imagerie calcique sur les cellules du modele murin Q140 de la MH

Sur ce modele d’étude, une seule stimulation KCl 140mM avec calcium externe a été

effectuée (Figure 59).
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Figure 59 : A : Variation de fluorescence du Fluo-4 sur cellules murines
(WT), modele hétérozygote (Qhtz) et modele homozygote (Q/Q) de la
pathologie. Stimulation KCI 140mM avec calcium externe 2mM. WT,
n=52 myotubes ; Qhtz, n=62 myotubes ; Q/Q, n=52 myotubes, de trois
expériences différentes. *** p<0,001, ANOVA a deux facteurs, apres
correction de Bonferroni.

D : Amplitude du pic de fluorescence. WT : 3,50 (s.e.m +/- 0,088), Qhtz :
3 (s.eem +/-0,113) ; Q/Q: 2,60 (s.e.m +/- 0,082).

L’amplitude du pic est diminuée de 15% entre le WT et le modéle hétérozygote (Qhtz) et de
25% entre le WT et le modele homozygote (Q/Q) (Figure 59B).

Le niveau de diminution de I’amplitude du pic entre le WT est le modele homozygote est
comparable a la diminution observée dans les modeles avec forte baisse de I’expression de la

HTT sans expression d’une protéine mutée.

Au total, I’imagerie calcique montre des altérations dans les mod¢les avec forte diminution de
I’expression de la HTT, comme dans le modele murin de la MH. L’une des stimulations
effectuées (4CmC), agit directement sur le récepteur de la ryanodine. Aussi, une étude en
Western-blot a été réalisée pour évaluer le niveau d’expression de ce récepteur dans le cas

d’une forte diminution de I’expression de la huntingtine.
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2.5 Expression du récepteur de la ryanodine avec forte baisse de [’expression de

la HTT

Un western-blot quantitatif a été effectué sur lysats de cellules obtenus a I’issue de I’imagerie

calcique (Figure 60).
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Figure 60 : Analyse par western-blot quantitatif de 1’expression du
récepteur de la ryanodine sur des lysats de cellules humaines transduites
avec des shRNA HTT, a I’issue de I’imagerie calcique. La quantification
est réalisée par rapport a la tubuline. L’expression relative est normalisée
par rapport au controle. Le contrdle est un lysat obtenu avec les mémes
cellules transduites avec un shRNA luciférase, n=4 lysats différents, * :
p<0,05, test de Student.

Le récepteur de la ryanodine a une expression diminuée de 40% (s.e.m +/- 0,12) (Figure 60).
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2.6 Discussion

Les trois modeles avec baisse d’expression de la HTT montrent une altération des
relachements de calcium de la cellule musculaire.

Les résultats d’imagerie calcique de ce chapitre sont résumés dans le tableau ci-dessous.

Stimulation Stimulation 4 | Stimulation Expression

KCl 140mM CmC KCl 140mM | RyR1

Pic calcique Pic calcique sans  calcium

externe

Pic calcique

Cellules
murines WT +
shRNA HTT
Cellules
humaines +
shRNA HTT
Cellules
murines +
adénovirus Cre
Cellules Q140/+
Cellules
Q140/Q140

Les trois mode¢les cellulaires sont concordants quant a la diminution du pic calcique obtenu.
Le modele dont la baisse du pic calcique est la plus importante quantitativement est le modele
avec transduction de cellules HTT fl/fl avec des adénovirus exprimant la Cre recombinase. Ce
modele a également la plus forte diminution de 1’expression de la huntingtine. Ainsi, ’'une des
hypothéeses est que le défaut de relachement calcique serait fonction du niveau d’expression

de la huntingtine. En effet, une forte diminution entraine une baisse de reldchement de




calcium jusqu’a 30%. Néanmoins, il se peut que la baisse du pic calcique soit également liée a
un effet seuil : une diminution de huntingtine a partir de laquelle les relachements calciques
sont altérés, du fait de 1’absence de systéme compensatoire. Le lien entre quantité de
huntingtine totale et baisse de relachement calcique est également posé avec I’imagerie
calcique du modéle pathologique de la MH : Q140 hétérozygote et homozygote. Ce dernier
modele comprend cependant les deux phénomenes : une diminution de I’expression de la
huntingtine totale non mutée et 1I’expression de protéine(s) mutée(s).

Des défauts de relachements calciques ont été observés dans des études précédentes sur des
modeles de la pathologie, en particulier le mod¢le transgénique R6/2 comportant deux alleles
de la HTT non mutée et un allele avec I’exonl muté (Braubach et al., 2014). La diminution du
pic calcique lors d’une stimulation comparable est de 20% (figure 39, Braubach et al., 2014).
Les défauts de relachements calciques observés dans nos trois modeles avec baisse de
I’expression de la protéine totale, sans expression de protéine mutante, sont comparables. Le
modele R6/2 est un modele comprenant uniquement 1’exonl muté de la protéine. Suite aux
résultats de ce chapitre, une hypothése est donc que les défauts de relachements calciques sont

notamment dus a la forte diminution d’expression de la protéine non mutée.

Les stimulations réalisées ont permis de montrer que les défauts proviennent du relachement
des stocks de calcium contenus dans les citernes de reticulum sarcoplasmique (Figure 61).

Le KCI 140mM va induire une dépolarisation de la membrane plasmique (Figure 61). Sans
calcium externe, I’amplitude des pics est diminuée, montrant que les défauts sont notamment
intracellulaires.

Avec stimulation par 4 CmC, et activation du RyR1 (Figure 61), la diminution d’amplitude du
pic montre un défaut impliquant directement le récepteur de la ryanodine, dont j’ai pu montrer

une baisse d’expression. Comment cette baisse de RyR1 peut-elle s’expliquer ?
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Figure 61 : Stimulations KCl 140mM et 4 CmC 500uM et relachements
de calcium.

Au niveau neuronal, le récepteur de la ryanodine est impliqué dans les défauts de
relachements calciques observés dans un modele de la pathologie, mettant en jeu la protéine
HTT mutée (Suzuki et al., 2012). Au niveau musculaire, Braubach et al. (2014) ont observé
un niveau identique d’expression du récepteur de la ryanodine sur des homogénats de muscles
de souris R6/2 versus WT. Notre modele avec baisse d’expression de la HTT montre une
diminution de I’expression de RyR1. Cette diminution d’expression est corrélée aux
diminutions de I’amplitude du pic en imagerie calcique. Ainsi, dans le modele murin de la
pathologie, d’autres mécanismes peuvent entrer en jeu, dus a 1I’expression d’une protéine
mutée.

La diminution d’expression du récepteur de la ryanodine, de 40%, dans notre modeéle avec
baisse de la HTT, permet d’émettre I’hypothése d’un lien entre la protéine totale HTT et le
récepteur de la ryanodine, I’absence de la premicre induisant une altération de ce récepteur et
un défaut de relachement calcique.

Diftférentes hypothéses peuvent étre émises quant a la diminution d’expression du récepteur

de la ryanodine. Tout d’abord, il peut y avoir une altération transcriptionnelle. En effet, la
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huntingtine est décrite au niveau neuronal comme ayant une fonction a ce niveau (Thompson,
2003 ; Zuccato et al., 2003). Ensuite, la huntingtine pourrait avoir une interaction directe avec
le récepteur de la ryanodine. L’absence de cette interaction induirait une dégradation du
récepteur. Une autre hypothése serait une interaction indirecte, qui permettrait par exemple le
transport du récepteur. L’absence de HTT induirait une modification du transport de cette
protéine et une dégradation de celle-ci.

Des défauts de relachements calciques ont été démontrés sur trois modeles cellulaires mis en
place au laboratoire, il est important de savoir quel est le retentissement au niveau
physiologique global. La baisse d’expression de la HTT induit-elle un défaut de force
musculaire ?

Afin de répondre a cette question, j’ai développé un modele murin in vivo.
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Chapitre III : sans huntingtine, le
muscle est altéré

Afin de voir I'impact d’une diminution d’expression de la huntingtine au niveau
physiologique, j’ai développé deux modeles murins.

J’ai testé la force de ces animaux sur une période de 10 semaines et j’ai analysé le poids des
muscles a I’issue de I’expérience. L’histologie musculaire a été réalisée en collaboration avec
Diane Giovannini (CHU Grenoble). J’ai effectué les prélévements et 1’analyse quantitative.
Enfin, j’ai réalisé les immunomarquages sur fibres dissociées et les western-blots quantitatifs

des protéines de la triade.

3.1 Création d’une lignée avec baisse d’expression de la HTT

Les souris issues du croisement de la lignée HTT fl/fl comportant des sites loxP de part et
d’autre de I’exon 1 du gene de la H7TT avec la lignée comportant la Cre recombinase sous
dépendance du promoteur muscle spécifique HSA (human skeletal actine) ont été injectées
avec du tamoxiféne a 6 semaines de vie et sacrifiées 14 semaines apres injection.

Une analyse en western-blot quantitatif a été réalisée (Figure 62).
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Figure 62 : Analyse par western-blot quantitatif de ’expression de la
huntingtine d’homogénats de muscles contréles (souris HTT {I/fl
n’exprimant pas la Cre recombinase injectées avec tamoxiféne) et de
souris de la nouvelle lignée HTT fl/fl exprimant la Cre recombinase
injectées avec tamoxiféne. L’expression relative est normalisée par
rapport au controle. n=3 homogénats différents, *** : p<0,001, test de
Student.
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La baisse d’expression est de 90%.

3.2 Analyse de force et du poids

La mesure de la force des souris a ¢été réalisée avec des grip tests sur les lots des souris

précédentes (Figure 63).
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Figure 63 : grip tests avec un lot controle (souris HTT fl/fl sans Cre et
injectées avec du tamoxiféene, n=7 WT) et un lot KO HTT, n=9. La
premicre semaine est I’apprentissage du test lors de ’injection. Le test
dure 180 secondes lors de cette période. Puis, le test est port¢ a 300
secondes. *, p<0,05 ; **, p<0,01, test de Mann Whitney.

L’injection de tamoxifene a eu lieu & 6 semaines de vie et six semaines apres injection, une
baisse de force est observée. Cette baisse de force s’accroit ensuite légerement lors des 4
semaines suivantes. Ainsi, 10 semaines apres injection, le temps du grip test est diminué de

18% entre le groupe controle et le groupe KO HTT.

Cette baisse de force est-elle associée a une diminution de la masse musculaire ?
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Différents types de muscles ont été prélevés : quadriceps, gastrocnémien, tibialis anterior,

I’extensor digitorum longus (edl, un muscle rapide) et le soleus (un muscle lent) (Figure 64).
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Figure 64 : Poids en mg de 5 types de muscles. Contrdle, n=14, KO
HTT, n=18.

Le lot controle consiste en l’injection de tamoxiféne dans des souris
n’exprimant pas la Cre. Controle, n=14; KO HTT, n=18; ns, non
significatif ; *** p<0,001, test de Mann Whitney.

Le poids du quadriceps et du gastrocnémien n’est pas diminué. Les poids moyens du
quadriceps des souris souris contrdles et KO HTT sont respectivement de 202,72mg (s.e.m +/-
4,26) et de 194,25 mg (s.e.m. +/- 3,61). Pour le gastrocnémien, les poids WT et KO sont
respectivement de 108,54 mg (s.e.m. +/- 3,95) et de 102,15 mg (s.e.m. +/- 7,19).

La masse musculaire est diminuée pour les muscles : tibialis anterior, edl et soleus. Les poids
moyens souris controles et KO HTT sont respectivement de 51,74 mg (s.e.m. +/- 1,64) et de
44,47 mg (s.e.m. +/- 2,2) pour le tibialis anterior, de 14,21 mg (s.e.m. +/- 0,64) et de 10,61 mg
(s.e.m. +/- 0,39) pour I‘edl et de 8,51 mg (s.e.m. +/-0,31) et de 6,62 mg (s.e.m. +/-0,3) pour le

soleus.
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Afin de savoir si la diminution de masse musculaire observée est plus précoce, la masse
musculaire du tibialis antérior a été analysée sur un modele KO HTT avec injection d’AAV
exprimant la Cre recombinase uniquement au niveau du muscle. L’injection a été réalisée a 6

semaines de vie et le prélevement a eu lieu 6 semaines plus tard.
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Figure 65 : A : Analyse par western-blot quantitatif de 1’expression de la
huntingtine d’homogénats de muscles contrdles (souris HTT {fI/fl
n’exprimant pas la Cre recombinase injectées avec AAV controle) et de
souris de la nouvelle lignée HTT fI/] injectée avec un AAV exprimant la
Cre.

B : L’expression relative est normalisée par rapport au controle. n=3
homogénats différents, *** : p<0,001, test de Student.

C : Poids en mg du tibialis anterior (TA). Contréle, n=6, KO HTT, n=22,
*E% p<0,001, test de Mann Whitney.

La baisse d’expression de la HTT obtenue avec ces lots de souris est de I’ordre de 85% dans

le tibialis anterior (Figure 65 A & B), six semaines apres injection de I’AAV-Cre.

Les poids moyens souris contrdles et KO HTT sont respectivement de 40,36 mg (s.e.m. +/-
1,41) et de 30,64 mg (s.e.m. +/- 0,78). Une diminution de 24 % du poids du tibialis anterior
est observée sur des souris agées de 3 mois et injectées a 6 semaines (Figure 65C).

Cette diminution de poids a 3 mois de vie est corrélée ave le début de baisse de force observée

a 3 mois également (Figure 63).
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Afin d’évaluer le retentissement au niveau des fibres, j’ai réalisé 1’analyse quantitative de
I’histologie musculaire des différents marquages effectués par Diane Giovannini — CHU de

Grenoble.

3.3 Analyse histologique

Les muscles tibialis anterior (3 souris controles et 3 souris KO HTT a 5 mois de vie des lots
sur lesquels ont été effectués les grip tests) ont été analysés. Une coloration COX permet de
distinguer les fibres de type 1 et 2 (Figure 66A).

J’ai tout d’abord compté le nombre de fibres de type 1 et de fibres de type 2 pour les souris
contrdles et les souris KO HTT(Figure 66B).

J’ai ensuite calculé la surface des fibres de type 1 (Figure 66C) et de type 2 (Figure 66D)

apres sélection de ROI des coupes transversales de muscles.
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Figure 66 : A : Coupe transversale de tibialis anterior. Coloration COX.
Fibres de type 1 (foncé) et de type 2 (clair).

B : Pourcentage de fibres de type 1 de souris controles et KO HTT.
Contrdle : n=6 ROI, 1436 fibres ; KO HTT, 1235 fibres, n=6 ROI, 3
souris différentes. ***, p<0,001, test de Student.

C : Aire en um? des fibres de type 1. Contrdle, n=111 fibres ; KO HTT,
n=135 fibres, 3 souris différentes contrdles et KO HTT. ***, p<0,001,
test de Student

D : Aire en pm? des fibres de type 2. Contrdle, n=80 fibres ; KO HTT,
n=86 fibres, 3 souris différentes controles et KO HTT. **, p<0,01, test de
Student

La diminution du volume des fibres de type 1 est de 20% (Figure 66C).
La diminution du volume des fibres de type 2 est de 10% (Figure 66D).
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Associées a la diminution de la surface des fibres, d’autres anomalies ont été observées en
histologie. En particulier, des noyaux internalisés sont présents dans les fibres KO HTT

(Figure 67).
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Figure 67: A: Coupe axiale de tibialis anterior. Coloration HES.
Présence de noyaux internalisés au centre (KO HTT), fleches noires.

B : Pourcentage de noyaux internalisés dans les fibres de souris controle
et KO HTT. Controle : n=9 ROI, 811 fibres : KO HTT, n=9 ROI 669
fibres, 3 souris différentes controles et 3 souris différentes KO HTT. **,
p<0,01, test de Student.

Le pourcentage de noyaux internalisés est significativement supérieur dans le modele KO

HTT que dans les WT (Figure 67 B) : 5,1% pour les controles et 8,8% pour les KO HTT.

Les défauts fonctionnels mis en évidence (baisse de force, perte de masse musculaire)
associés aux défauts d’imagerie calcique des modeles cellulaires du chapitre 11 posent la
question du fonctionnement des protéines de la triade dans le modele KO HTT développé et
notamment de la protéine RyR1. J’ai utilisé le modele murin KO HTT in vivo que nous avons

généré pour savoir si la localisation de cette protéine est altérée.




3.4 Protéines de la triade dans le modele murin KO HTT in vivo

L’immunomarquage du récepteur de la ryanodine a été effectué¢ sur fibres dissociées de
I’extensor digitorum longus (edl). Les immunomarquages ne montrent pas d’altération de la
localisation du récepteur (Figure 68).

Aucune altération majeure n’est observée en immunofluorescence. L’'immunomarquage d’une
seule protéine, pour éviter toute réaction croisée, montre en effet un marquage typique du

récepteur de la ryanodine (Figure 68).

Figure 68 : Immunomarquage de fibres dissociées (muscle edl) de souris
KO HTT. Fixation a la PFA 4% et perméabilisation au Triton 1%.
Marquage du récepteur de la ryanodine. Les doubles rangées de points
sont observées et réguliéres.

Si la localisation, observée en immunofluorescence, n’apparait pas modifiée du fait de la forte
baisse d’expression de la huntingtine, I’expression de certaines protéines de la triade est

affectée.
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Figure 69 : A : Analyse par western-blot quantitatif de 1’expression des
protéines de la triade : RyR1, du DHPR al et de la junctophiline 1
d’homogénats de muscles contrdles (souris HTT flI/fl n’exprimant pas la
Cre recombinase injectées avec du tamoxiféne) et de souris de la lignée
HTT fl/fl injectées exprimant la Cre recombinase injectées avec du
tamoxifene.

B : Quantification par raport a la tubuline. L’expression relative de RyR1
est normalisée par rapport au controle. n=3 homogénats différents, * :
p<0,05, test de Student.

C : Quantification par raport a la tubuline. L’expression relative du
DHPRal est normalisée par rapport au controle. n=3 homogénats
différents, *** : p<0,001, test de Student.

D : Quantification par raport a la tubuline. L’expression relative de la
junctophiline 1 est normalisée par rapport au contrdle. n=3 homogénats
différents, n.s : non significatif, test de Student.
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Une diminution de 33 % du DHPR et une diminution de 25% du récepteur de la ryanodine

sont observées (Figures 69 A, B et C). L’expression de la junctophiline 1 n’est pas modifiée.

3.5 Discussion

Le modé¢le animal avec une baisse de I’expression de la huntingtine dans la totalité¢ des
muscles (injection de tamoxiféne) montre ainsi une faiblesse musculaire. Cette faiblesse
musculaire est également observée avec des modeles murins de la maladie de Huntington
(dont le modele R6/2 et Q140/Q140, Mielcarek et al., 2015). Cette faiblesse musculaire est
corrélée a une diminution du reladchement calcique (Chapitre III).

De plus, I’altération de la force est corrélée a une diminution du poids des muscles, en
particulier edl, soleus et tibialis anterior. Cette diminution de poids est confirmée des 6
semaines apres baisse de 1’expression de la HTT dans le tibialis anterior.

L’analyse histologique montre également une diminution de la surface des fibres. La
diminution du poids de ces muscles est donc probablement li¢e a la diminution de la surface.
Le poids global de la souris et des muscles quadriceps et gastrocnémien n’est en revanche pas
significativement diminué. Ceci est observé également dans la littérature dans un modé¢le
murin dont I’expression de la huntingtine est fortement diminuée a 1’age adulte mais dans
I’ensemble des tissus (comprenant donc le muscle, le systéme nerveux central et tous les
autres tissus et organes) (Wang et al., 2016). Dans ce modele, I’injection de tamoxiféne est
réalisée a 1’age de 4 mois pour certains lots et a 1’age de 8 mois pour d’autres lots. Il n’est pas

retrouvé de différence significative de poids (Figure 70).
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Figure 70 : Poids observé chez des souris avec forte diminution de
I’expression de la huntingtine dans la totalité des tissus, a 4 mois de vie
(a gauche) et a 8 mois de vie (a droite) (Wang et al., 2016).
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La baisse d’expression de la huntingtine uniquement dans les muscles et induite de facon plus
précoce (a I’age de 6 semaines) montre cependant dés 1’dge de 3 mois une différence
significative du poids de muscles dont le prélevement est aisément reproductible (soleus,
tibialis anterior, edl). En effet, les prélevements du quadriceps et du gastrocnémien induisent
un écart-type plus important. Le phénotype musculaire, 1ié¢ a la forte baisse d’expression de la
huntingtine, est donc présent : baisse de force et baisse de poids. Le niveau de baisse de poids,
comme la baisse de force, est de 1’ordre de 20%. Par ailleurs, ces défauts sont observés et
mesurés relativement précocement, six semaines apres injection de tamoxifene. Les défauts
musculaires observés chez les modeles murins de la pathologie en particulier de perte de
poids sont de I’ordre de 50% pour le tibialis anterior et de 20 a 25% pour le quadriceps
(Mielcarek et al., 2015) pour des souris agées de 12 semaines. Le phénotype musculaire de
ces modeles est donc plus marqué que les modéles que nous avons générés. Les modéles de la
pathologie comportent en effet deux ¢léments : la baisse d’expression de la protéine non
mutée d’une part et ’expression d’une protéine mutée d’autre part. Les modeles que nous
avons générés montrent ainsi qu’une part du phénotype dans la maladie de Huntington est due
a la baisse d’expression de la protéine non mutée.

Le phénotype observé est corrélé en histologie avec une baisse du diametre des fibres mais
aussi une modification du ratio de types de fibres et une internalisation nucléaire plus
importante. Ces deux derni€res caractéristiques sont retrouvées dans les modéles de la
pathologie (Hering et al., 2016 ; Kosinski et al., 2007).

Le phénotype musculaire des modeles murins générés est donc corrélé a une baisse de
relachement calcique au niveau cellulaire (Chapitre III). Nous avons montré ¢galement une
diminution d’expression de 1’un des récepteurs de la triade dans le modéle cellulaire humain
avec forte baisse de I’expression de la huntingtine. L’altération de ’expression de récepteurs
est également confirmée au niveau des modeles in vivo avec non seulement une diminution de
I’expression du récepteur de la ryanodine, mais également une diminution du DHPR (Figure
70). L’'une des questions posées est: y a-t-il une diminution d’expression de toutes les
protéines de la triade ? La réponse est non : la junctophiline 1 est exprimée de fagon identique
dans les modeles avec baisse de HTT versus les contrdles (Figure 69). Cette altération des
principaux récepteurs : RyR1 et DHPR est en lien avec la perturbation des relachements
calciques. Cette baisse d’expression des deux récepteurs n’est cependant pas corrélée a une
modification de la localisation de ces protéines, comme le montrent les immunomarquages du

modele in vivo (Figure 68).
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Les trois hypotheses émises en discussion du chapitre II précédent sont reprises ici. Tout
d’abord, il peut y avoir une altération transcriptionnelle des récepteurs de la triade avec
diminution d’expression. Ensuite, la huntingtine pourrait avoir une interaction directe avec le
récepteur de la ryanodine. Enfin, I’absence de HTT induirait une modification du transport
des récepteurs de la triade et une dégradation de ceux-ci.

En vue de répondre a I’hypothése du rdle de la huntingtine dans le trafic de certaines protéines
dans le muscle différentes investigations ont été¢ réalisées et des perspectives sont proposées

en faveur de cette hypothése.
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La baisse d’expression de la HTT dans les myotubes induit des défauts de relachement de
calcium. Associée a ces défauts, il y a une baisse d’expression de RyR1. La HTT pourrait agir
au niveau de la transcription de RyR1, ou lors de la stabilisation de la triade ou enfin, au
niveau du trafic des protéines dont RyR1. Aucune étude actuelle ne porte sur le trafic de
RyR1. J’ai donc choisi d’étudier tout d’abord la HTT elle-méme. J’ai émis I’hypothése qu’en
introduisant a nouveau la protéine HTT, les défauts de relachements de calcium pourraient
étre restaurés.

Je n’ai pas réussi a produire des lentivirus comportant la protéine HTT entiere, celle-ci est en
effet trop grande pour étre intégrée dans un lentivirus. J’ai donc sélectionné un fragment de
cette protéine : le fragment N-terminal comportant les acides aminés 1 a 586. En effet, ce
fragment contient notamment les sites de liaison avec des protéines partenaires impliquées
dans le transport (Figure 21). Par ailleurs, j’ai également produit des lentivirus avec un
fragment C-terminal, celui-ci étant connu pour étre toxique (El-Daher et al., 2015).

J’ai étudié les relachements de calcium dans les myotubes humains aprés extinction de la
protéine endogene par shRNA HTT et expression du fragment N-terminal ou du fragment C-

terminal par transduction lentivirale.

4.1 Expression d’un fragment N-terminal de la HTT dans le muscle

Le fragment N-ter (acides aminés 1 a 586) a été choisi car il contient I’exon 1 ainsi que les
sites de fixation de protéines comme HAP1 (huntingtin associated protein 1) impliquée dans
le complexe nécessaire au trafic vésiculaire.

J’ai réexprimé les fragments, fusionnés a mCherry, dans des myotubes humains (Figure 71)
apres avoir diminué 1’expression de la HTT endogene (a 1’aide d’un shRNA HTT qui n’agit
pas sur les fragments), puis j’ai caractérisé par imagerie calcique les relachements de calcium

induits par une dépolarisation.
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Figure 71 : Variation de fluorescence du Fluo-4 sur cellules humaines
avec virus controle (controle), avec virus shRNA HTT (KO HTT) et avec
shRNA HTT + fragment N-ter (KO + fragment N-ter). Stimulation KCl
140mM avec calcium externe 2mM. Contrdle, n=53 myotubes ; KO
HTT, n=57 myotubes ; KO + fragment N-ter, n=52 myotubes, de trois
expériences différentes. *** p<0,001, ANOVA a deux facteurs, apres
correction de Bonferroni.

Moyenne du pic de fluorescence. ***, p<0,001, ns: non significatif,
ANOVA a deux facteurs, apres correction de Bonferroni.

Cette expérience montre une restauration compléte des relachements de calcium.

Avec forte baisse d’expression de la huntingtine, une diminution de 20% du pic calcique est
observée sur ce modele cellulaire (Figure 71). L’expression de la partie N-ter de la huntingtine
(acides aminés 1 a 586) permet de restaurer totalement ce niveau de relachement calcique

(Figure 71). Le niveau optimal d’expression du fragment N-terminal est a I’étude.
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En vue d’avancer sur le role de la protéine totale, j’ai effectué le méme travail avec un

fragment C-terminal.

4.2 Expression d’un fragment C-terminal de la HTT dans le muscle

J’ai produit des lentivirus avec un fragment C-terminal de la HTT (allant des acides aminés
2800 a 3144) et j’ai réalis¢ comme précédemment une analyse en imagerie calcique des
relachements de calcium dans les myotubes humains exprimant uniquement ce fragment apres

une stimulation par dépolarisation KCl 140mM et calcium externe 2mM (Figure 72).

Amplitude du pic

AF/Fo — AF/Fo
_— 4 B
+
4 o Controle
5
T, « KOHTT
2 st o « KO HTT+ Fragment 5
Ak
] '
. 0 ' B
r\ QJ
Temps en secondes Q’§° S
¢ O &
&
(00)
«

Figure 72 : Variation de fluorescence du Fluo-4 sur cellules humaines
avec virus controle (controle), avec virus ShARNA HTT (KO HTT) et avec
shRNA HTT + fragment C-ter (KO + fragment C-ter). Stimulation KCl
140mM et calcium externe 2mM. Contrdle, n=53 myotubes ; KO HTT,
n=57 myotubes ; KO + fragment N-ter, n=52 myotubes, de trois
expériences différentes. *** p<0,001, ns: non significatif, ANOVA a
deux facteurs, apres correction de Bonferroni.

Moyenne du pic de fluorescence. *** p<0,001 par rapport au
controle,°°, p<0,001 par rapport au KO HTT, ANOVA a deux facteurs,
apres correction de Bonferroni.

Le fragment C-terminal de la HTT exprimé seul dans les myotubes humains, a MOI 8,
conduit a une forte diminution du relachement calcique. La partie C-terminale transduite de la
HTT a un effet toxique sur I’homéostasie calcique. Ceci a été montré au niveau neuronal (El

Daher et al. ,2015). Le niveau d’expression du fragment C-terminal induisant cette toxicité est

a I’étude.
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Les fragments N-terminaux et C-terminaux de la HTT non mutée produisent un effet
fonctionnel sur les myotubes. En particulier, I’effet fonctionnel du fragment N-terminal
pourrait étre 1i¢ a ’hypothése émise de fonction de trafic de la HTT dans les myotubes. En
effet, ce fragment N-terminal comporte les sites de fixation de protéines impliquées dans le
complexe de trafic vésiculaire dans les neurones. Ce fragment N-terminal est-il donc mobile ?
J’ai testé ’hypotheése de la mobilité¢ du fragment N-terminal de la HTT dans les myotubes.
Pour tester cette hypothése, j’ai débuté 1’analyse au spinning disk confocal des mouvements
du fragment N-terminal dans des myotubes a 5 jours de différenciation. Les analyses,
montrant la mobilité¢ du fragment N-terminal de la HTT, sont a poursuivre.

De plus, lorsque I’expression de la HTT est abaissée, 1I’expression de RyR1 est abaissée. Dans
le cadre de I’hypothése de trafic intracellulaire, RyR1 pourrait étre 1’une des vésicules
transportées par la HTT. RyR1 est une protéine trop grande pour étre intégrée dans un
lentivirus et suivre ses mouvements. Nous avons donc choisi une protéine de la triade
permettant le suivi des mouvements : la triadine.

Nous avons choisi d’abaisser 1’expression de la HTT dans des myotubes et de regarder le

trafic de cette protéine.

4.3 Role de la huntingtine dans le trafic d’'une protéine de la triade : la triadine
Au sein du laboratoire, Muriel Sébastien a mis en place un systeme d’étude du trafic de la
triadine. 11 s’agit de réexprimer, grace a des lentivirus contenant la triadine associée a la GFP,
cette protéine dans des cellules murines KO triadine. Les mouvements de la triadine-GFP sont
ensuite suivis par imagerie confocale sur cellules vivantes.

En vue de savoir si la HTT a un réle dans le trafic, nous avons utilisé ce systéme (avec 1’aide
de Muriel Sébastien et de Perrine Teyssier Aubin) aprés avoir diminué fortement I’expression
de la huntingtine a I’aide d’un sh RNA HTT ou apres avoir transduit les cellules avec un sh
RNA contrdle.

La triadine forme alors des clusters. Ces clusters sont des triades qui vont rejoindre leur
localisation finale en double rangée de points au cours de la différenciation des myotubes.

J’ai analysé la fraction de mobilité des clusters c’est-a-dire le nombre de mouvements (points

mobiles sur points totaux) par ROI (Figure 73).
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Figure 73 : Fraction mobile (points mobiles/points totaux par ROI) sur
des fibres musculaires KO Triadine avec réexpression de la triadine-GFP
et sh RNA contréle (controle) ou sh RNA HTT (KO HTT). n=38 ROI
contrdles et n=38 ROI KO HTT, ***: p<0,001. Moyenne contrdle :
16,95 et moyenne KO HTT : 13,71.

Une diminution de 20% de la fraction mobile est observée dans ce modele (Figure 73).

Les analyses de trafic de différentes protéines sont a 1’étude.

4.4 Discussion

Nos tentatives pour réexprimer la protéine HTT non mutée dans le muscle sont restées
infructueuses, du fait de la taille de la protéine. L’étude de fragments N-terminal et C-terminal
de la protéine a pu étre mise en place.

Le fragment N-terminal montre un effet fonctionnel : restauration totale du relachement
calcique. L’étude de ce fragment plus en détail et sur d’autres modéles permettrait de voir une
piste sur le fonctionnement dans le muscle d’une part et sur une possibilité¢ thérapeutique
d’autre part.

Le fragment C-terminal apparait lui toxique, a MOI 8, au niveau de 1’homéostasie calcique
musculaire. La toxicité de fragments C-terminaux (plus grands) a précédemment été montrée

(El-Daher et al., 2015). Nos résultats sont en accord avec cette publication.

147



L’étude des mouvements des fragments N-terminal et C-terminal de la HTT non mutée
permettraient d’émettre 1’hypothése d’un rdle de trafic dans les myotubes a I’instar de celui
observé au niveau neuronal (Figure 74). En effet, ces mouvements pourraient étre liés aux
microtubules. De plus, les protéines associées a la huntingtine et impliquées dans le trafic
neuronal pourraient également étre retrouvées au niveau musculaire.

Au niveau neuronal, des molécules transportées par la huntingtine ont pu é&tre identifiées

comme le BDNF. En revanche, aucune molécule au niveau musculaire n’a été identifiée.

myofilaments

a3

=il

Jonction

Tubule T > DHPR

Microtubules

Membrane plasmique

Figure 74 : Hypothese du role de trafic de la huntingtine dans le muscle

Afin de poursuivre ces investigations, les études sur le trafic de protéines des myotubes
comme les protéines de la triade pourraient étre entreprises. De nouveaux outils doivent étre

mis en place pour permettre la réalisation de ce travail.




Conclusion générale
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Ce travail de thése a permis de montrer que la huntingtine, protéine dont les fonctions sont
décrites essentiellement dans le cerveau, est également indispensable dans le muscle.

Aucune publication a ce jour n’a montré 1’expression de cette protéine dans le muscle. Il a
donc fallu créer de nouveaux outils adaptés a cette question. Partant, pour ainsi dire, de peu
d’¢éléments bibliographiques de la thématique principale (huntingtine et muscle), ce travail de
theése a permis d’ouvrir plusieurs voies d’étude.

Les résultats obtenus résumés dans la figure 75 suggérent tout d’abord que la huntingtine peut

avoir un role dans le trafic musculaire, a 1’instar des neurones.
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Figure 75 : Sans la huntingtine, nous avons montré qu’une baisse de force
¢tait présente, ainsi qu’une atrophie musculaire, une baisse des
relachements calciques, une baisse d’expression des récepteurs principaux
de la triade et une modification du trafic de la triadine. La huntingtine
pourrait donc étre impliquée directement dans le trafic intracellulaire
musculaire.
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Les recherches actuelles sur le trafic intracellulaire dans les myotubes en sont a leur
commencement. De nouveaux outils sont donc a développer pour permettre de comprendre
comment les principales protéines de la triade, par exemple, se meuvent au sein du myotube.
Un autre ¢élément intéressant est I’augmentation de I’internalisation nucléaire dans nos
modeles. Il se peut ainsi que la huntingtine soit liée aux mouvements du noyau.

Une autre voie nécessaire est de trouver ’interactome de la huntingtine dans le muscle. 11 est
tout a fait possible que des isoformes de HAP1 par exemple soient présentes et permettent la
ou les fonctions de la huntingtine dans le muscle. Parmi ces fonctions, nous avons cité le
trafic intracellulaire, mais I’autophagie est également une voie d’étude.

Enfin, une derniére voie d’étude est celle de I’approche thérapeutique (Figure 76).
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Figure 76 : La thérapie de la maladie de Huntington doit prendre en
compte non seulement le corps entier (et pas uniquement le cerveau) et
doit se focaliser sur les deux aspects : protéine non mutée a restaurer et
protéine mutée a dégrader.

Nos travaux montrent que le phénotype musculaire observé n’est pas directement et

uniquement li¢ a un défaut du systéme nerveux central. Ainsi, si la thérapeutique veut étre
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totalement efficace, il ne suffira pas d’agir uniquement au sein du systéme nerveux central.
Une approche multisystémique est nécessaire (Figure 76).

Enfin, la restauration de la protéine non mutée est une piste thérapeutique intéressante. Elle
est tout d’abord nécessaire pour corriger entierement les défauts observés. Elle pourrait
ensuite permettre d’équilibrer la balance entre effet toxique de la protéine mutée et manque de
protéine non mutée. De méme concernant cette approche, la dégradation de la protéine mutée
ne sera peut-&tre pas suffisante pour permettre une restauration globale.

Comprendre les mécanismes impliquant la huntingtine dans le muscle permettra

probablement d’avancer sur les pistes thérapeutiques de cette maladie génétique rare mortelle.
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Annexe

Projet a des fins d’expérimentation animale

1.1. Référence Dossier 2016053008307403

1.2. Titre du projet Mise en place et caractérisation d'un modéle murin n'exprimant plus la
huntingtine dans le muscle

Nombre d'années 5

Nombre de mois 0

Nombre de jours 0

Deés que le projet est autorisé Oui

3. Informations Administratives et Réglementaires

3.1. L'Etablissement Utilisateur

3.1.1. Agrément de 1'Etablissement Utilisateur (EU) ou seront utilisés les animaux

La maladie de Huntington est une maladie rare neurodégénérative pour laquelle aucun
traitement n'est a ce jour découvert. La pathologie est principalement décrite par des signes
neurologiques, psychiatriques et moteurs, mais elle touche I'ensemble des organes, dont les
muscles. Les patients sont en effet atteints d'une fonte musculaire majeure au stade terminal.
Cette maladie est génétique et est liée a la fois a la baisse de la protéine normale (la
huntingtine) et a l'expression d'une protéine mutée. La huntingtine est retrouvée dans
I'ensemble des cellules, elle n'est pas spécifique des neurones. Elle est notamment exprimée
dans le muscle. L'absence totale de protéine chez la souris est létale dés la naissance. Afin
d'étudier le role de cette protéine dans le muscle, nous voulons développer et caractériser deux
modeles murins dans lesquels la protéine huntingtine est absente uniquement des muscles.
Nous pourrons comprendre 1'impact de la huntingtine en étudiant la force musculaire et la
structure des muscles de ces modeles. Le modéle murin est le plus adapté car il n'est pas
possible de remplacer ce modele par les modeles in vitro pour étudier la force musculaire
globale ainsi que la structure a I’échelle des fibres. Le suivi de 1'état de santé des animaux sera
quotidien pour permettre une intervention rapide si les signes de souffrance sont détectés. 240
animaux sont nécessaires pour la mise en place et la caractérisation du modele. Ce nombre

d'animaux a été calculé afin de ne pas compromettre la validité statistique des résultats. L'état
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de santé¢ des animaux sera suivi quotidiennement : contréle visuel, mesure du poids des
animaux, et une surveillance particuliere de la respiration des souris. La fréquence de la
surveillance sera adaptée a la situation de chaque souris. Les critéres d'observation proposés
seront évalués dans les premicres phases du projet, et pourront étre modifiés si besoin. Cela
nous permettra d’intervenir immédiatement et de maniere appropriée si des signes de
souffrance apparaissent.

Nom de I'Etablissement Utilisateur Institut des Neurosciences de Grenoble (GIN), Inserm
Ul2l1e6

Numéro d'agrément B 38 516 10008

Date de délivrance de I'agrément 17.03.2013

3.3. Le Projet

3.3.1. Objectif du projet

Conception des procédures expérimentales et des projets Oui

Application de procédures expérimentales aux animaux Oui

Soins aux animaux Oui

Mise a mort des animaux Oui

Justifié¢ d'un point de vue scientifique Oui

Informations concernant cette (ces) justification(s)

Notre objectif est de comprendre les mécanismes impliquant la huntingtine dans le muscle,
caractériser les défauts dans le modele avec extinction de la protéine et développer un moyen
pour corriger ces défauts. Ce projet est financé en partie par I’AFM-T¢léthon.

3.3.2. Description du projet

Le projet vise a mieux comprendre le phénotype moteur de la maladie de Huntington et a
mieux cerner les fonctions de la huntingtine (HTT) dans le muscle. La maladie de Huntington
est une maladie génétique multisystémique neurodégénérative rare comprenant des altérations
psychiatriques, cognitives et motrices. Cette pathologie est due a I’expansion de triplets CAG
au sein du gene de la Huntingtine. Le type de transmission est autosomique dominant.

I1 en résulte d’une part une diminution de la production de la protéine normale et d’autre part
la production d’une protéine mutée. La protéine huntingtine normale a de nombreuses
fonctions dont le trafic vésiculaire neuronal de BDNF, mais est également impliquée dans la
mitose et dans la ciliogenese. Le but du projet est de déterminer les fonctions de la protéine
dans le muscle, les manifestations cliniques a un stade avancé de la maladie étant prononcées.
Or, l'absence totale de huntingtine chez la souris étant 1étale, un modele murin permettant

l'analyse de la fonction musculaire est nécessaire.
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Nous développerons deux modeles murins.

1) Le premier modéle consiste en I’extinction de la huntingtine ciblée sur un seul muscle
(tibialis anterior) par injection d’AAV-Cre dans ce muscle chez des souris HTT floxées.

2) Le second mod¢le consiste en I’extinction de la huntingtine dans 1’ensemble des muscles
squelettiques par injection de tamoxiféne dans des souris HSA-Cre-Ert2 floxées pour induire
la Cre-recombinase uniquement dans les muscles squelettiques (promoteur HAS-Cre-Ert2).
Pour chaque modgele, trois types d’expérience seront menés a deux temps différents (3 mois et
6 mois): étude de la baisse de la protéine huntingtine par Western-Blot quantitatif, étude de la
morphologie des fibres musculaires par histologie et étude des protéines du complexe de
relachement du calcium (nécessaire au couplage excitation contraction) par
immunofluorescence.

Enfin, la force musculaire, corrélée au poids, sera étudiée sur le second modele par des
méthodes non invasives et non douloureuses. Cette donnée est trés importante et sera mise en
rapport avec les études cellulaires d’extinction de la huntingtine déja réalisées par notre
équipe.

3.3.3. Précisez, le cas échéant, la (ou les) méthode(s) de mise a mort prévue(s)

Euthanasie au CO2 ou par dislocation cervicale.

Les muscles seront prélevés a I’issue pour congélation en vue de la réalisation d’homogénats.
Perfusion transcardiaque de PFA4% apres injection de pentobarbital a 150mg/kg pour
I’histologie ainsi que I’immunofluorescence

3.3.5. Stratégie d’expérimentation ou d’observation et approche statistique utilisée afin de
réduire au minimum le nombre d’animaux, la douleur, la souffrance et I’angoisse infligées, et
I’impact environnemental, le cas échéant — si une étude statistique est prévue, indiquez

3.4. Les Animaux

3.4.2. Especes animales ou types d'animaux utilisés et justifiez les tests choisis :

Pour chacun des deux modeles, trois types d’expérience nécessitant les muscles entiers
(Western-blot, histologie, immunofluorescence) a deux temps différents sont menés. Pour
chaque type d’expérience, un lot de 10 souris contrdles et de 10 souris avec baisse de
huntingtine est nécessaire.

Le nombre d’animaux est limité au nombre minimum nécessaire afin d’avoir une chance d’au
moins 80% de détecter une différence significative (risque [ standard en statistique
déterminant la puissance statistique minimale requise) et un risque d’erreur o fixé a 5% et
donc de ne pas compromettre les objectifs du projet. Ce nombre a été déterminé

objectivement pour chaque expérience a I’aide d’un test statistique d’estimation de la taille
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d’échantillon optimale.

(ANOVA a un facteur, test paramétrique ou Mann-Whitney, test non paramétrique).

Les souffrances seront évaluées par un suivi visuel des animaux. Concernant la premiere
procédure, du paracétamol sera administré (200mg/kg) apres I’injection. Si des difficultés
motrices, liées a 1’injection ameénent a des difficultés d’alimentation, la nourriture hydratée
sera proposée pour faciliter celle-ci. Concernant la seconde procédure, il n’est pas attendu
d’atrophie majeure (Wang et al., PNAS, 2016), le KO inductible total n’ayant montré aucun
signe de myopathie sévere. Ainsi, le suivi quotidien des animaux consistera en un controle
visuel, mesure du poids des animaux, et une surveillance particuliere de la respiration des
souris. Si une dégradation rapide est néanmoins observée, la fréquence de la surveillance sera
augmentée. Les criteres d'observation proposés seront évalués dans les premicres phases du
projet, et pourront étre modifiés si besoin. Les points limite proposés sont une perte de poids
supérieure a 20% avec prostration de l'animal et une difficulté respiratoire. Les animaux
seront euthanasiés lorsque les points limite définis seront atteints.

3.4.1. Justifiez d'avoir recours a des animaux pour atteindre les objectifs du projet

Les modeles cellulaires que nous utilisons actuellement ne permettent pas de répondre a des
questions physiologiques poussées car il n'est pas possible de reproduire la structure du
muscle en culture. De plus, en vue de la mise en place d'une thérapeutique, un modéle animal
est requis.

Souris (Mus musculus) Oui

3.4.3. Justifiez la pertinence de 1'(des) espece(s) choisie(s)

La souris est I’espéce adéquate car elle est le mammifére pour lequel il existe un degré de
similitude important avec le muscle humain et qu’il est possible de le modifier génétiquement.
3.4.8. Catégorie des animaux utilisés dans le projet :

Animaux génétiquement altérés

Animaux génétiquement modifiés

3.4.9. Origine des animaux tenus en captivite :

Les animaux destinés a étre utilisés dans les procédures expérimentales appartenant aux
especes dont la liste est fixée réglementairement sont-ils élevés a cette fin et proviennent-ils
d’éleveurs ou de fournisseurs agréés ? Oui

de flore sauvage par le contrdle et leur commerce ? Non

3.4.5. S’agit-il de spécimens de primates non humains ? Non

3.4.6. S’agit-il d’animaux capturés dans la nature ? Non

3.4.7. S agit-il d’animaux d’espéces domestiques, errants ou vivant a I’état sauvage ? Non
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Animaux tenus en captivité (domestiques ou non domestiques) Oui

Animaux génétiquement altérés Oui

Création d'une lignée Oui

Maintien d'une lignée établie et/ou utilisation Oui

Phénotype dommageable Oui

Nombre d’établissements €leveur ou fournisseur agréés fournissant tout ou partie des animaux
du projet : 1

Animaux fournis Mus musculus

Votre propre établissement utilisateur fournit-il tout ou partie des animaux du projet ? Oui

Un autre établissement utilisateur fournit-il tout ou partie des animaux du projet ? Non

Les animaux sont-ils des animaux réutilisés d'un projet précédent? Non

Animaux utilisés

4. Procédures Expérimentales

4.1. Objet(s) visé(s) par les procédures expérimentales

3.4.10. Nombre d'animaux utilisés dans le projet 240

Justification de ce nombre pour chacune des especes animales utilisées

Pour chacun des deux modeles, 6 lots sont nécessaires (3 types d’expérience avec 2 temps
différents) composés chacun de 10 souris contrdles et 10 souris avec baisse de huntingtine
pour atteindre la puissance statistique décrite au paragraphe 3.3.5. Au total, 120 souris sont
nécessaires par modele, soit 240 souris au total. Au vu de la publication réalisée utilisant le
méme protocole (Joubert et al., Human Molecular Genetics, 2013), aucun déces n’est attendu
suite a I’injection localisée, il en est de méme du modéle murin avec injection de tamoxiféne
(Wang et al., PNAS, 2016).

3.4.11. Indiquez a quel(s) stade(s) de développement les animaux seront utilisés et le justifier
Les animaux seront utilisés a 1'age adulte, a partir de 2 mois.

3.4.12. Indiquer le sexe des animaux et le justifier

Utilisation de males et de femelles.

3.4.13. Indiquer pour chaque espéce les points limites adaptés, suffisamment prédictifs et
précoces pour permettre de limiter la douleur a son minimum, sans remettre en cause les
résultats du projet :

Concernant la premicre procédure, une surveillance quotidienne visuelle apres I’injection sera
effectuée. Du paracétamol sera administré (200mg/kg) aprés l’injection. La nourriture
hydratée sera proposée pour faciliter I'alimentation. Concernant la seconde procédure, il n’est

pas attendu d’atrophie majeure (Wang et al., PNAS, 2016), le KO inductible total n’ayant
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montré aucun signe de myopathie sévere. Il n’y a pas de perte de poids qui a été relevée par
rapport aux souris controles (Wang et al., PNAS, 2016). Ainsi, le suivi quotidien des animaux
consistera en un controle visuel, mesure du poids des animaux, et une surveillance particuliere
de la respiration des souris. Si une dégradation rapide est néanmoins observée, la fréquence de
la surveillance sera augmentée. Les critéres d'observation proposés seront évalués dans les
premicres phases du projet, et pourront étre modifiés si besoin. Les points limite proposés
sont une perte de poids supérieure a 20% avec prostration de l'animal et une difficulté
respiratoire. Les animaux seront euthanasiés si les points limite définis sont atteints.

A - La recherche fondamentale Oui

Description des procédures

Procédure

Nombre de procédures 2

Nom de la procédure

Invalidation du gene HTT par injection d’AAV-Cre

Proposition de classification de la procédure selon le degré de sévérité Classe modérée
Pertinence et justification de la procédure expérimentale

Les 6 lots de souris seront anesthésiés par Isoflurane (maintien 2%, débimetre 02 : 2L/min).
L’injection se fera sous hotte de confinement (PSMII). Les virus injectés seront des AAV
sérotype 8 (Généthon) avec le promoteur desmine et exprimant la Cre recombinase. 15ul de
virus (3.10"9 particules) ou de PBS stérile seront injectés. L’injection se fera dans chaque
patte avec une seringue a insuline au niveau du tibialis antérieur, muscle aisément repérable. A
I’issue de I’injection, du paracétamol (200mg/kg) sera distribué. Les animaux seront
euthanasiés a 3 mois et a 6 mois apres injection virale pour étude en Western-Blot quantitative
de la baisse de Huntingtine, histologie et immunofluorescence dans ce muscle. Les animaux
seront euthanasiés comme décrit au paragraphe 3.3.3.

Devenir des animaux a la fin de cette procédure expérimentale

Procédure

Indiquez le nombre de lots et le nombre d'animaux par lot, et les justifier

6 lots sont nécessaires (3 analyses : western-blot, histologie et immunofluorescence ; deux
temps 3 mois et 6 mois) avec 10 souris contrdle et 10 souris avec baisse de huntingtine pour
atteindre la puissance statistique décrite au paragraphe 3.3.5. Au total, 120 souris sont
nécessaires. Au vu de la publication réalisée utilisant le méme protocole (Joubert et al.,
Human Molecular Genetics, 2013), aucun déces n’est attendu suite a I’injection localisée.

Indiquez le cas échéant les méthodes pour réduire ou supprimer la douleur, la souffrance et
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I’angoisse (liste des médications - anesthésiques, analgésiques, anti-inflammatoires...en
précisant les doses, voies, durées et fréquences d’administration), y compris le raffinement
des conditions d’hébergement, d’¢levage et de soins :

Une anesthésie générale des animaux sera effectuée par isoflurane (maintien a 2%, débitmetre
02 a 2L/min) pour permettre une injection précise dans le muscle (tibialis antérieur). Un suivi
quotidien des animaux (entre 1 et 4/jour) sera réalis¢. De la nourriture hydratée sera placée
dans les cages afin de faciliter leur alimentation et leur hydratation méme sans présence de
difficultés motrices. Le suivi des observations sera consigné dans un registre.

Indiquez le cas échéant les dispositions prises en vue de réduire, d’éviter et d’atténuer toute
forme de souffrance des animaux de la naissance a la mort :

De la nourriture hydratée sera mise a disposition des animaux directement dans la cage afin de
pallier une difficulté dans l'alimentation et l'hydratation. Le suivi régulier des animaux
permettra de détecter une éventuelle souffrance afin la fin du protocole expérimental, et les
animaux qui atteindront un des points limite définis seront euthanasiés, mais néanmoins
utilisés si possible dans les analyses.

Mise a mort Oui

Précisez les animaux concernés

Tous

Nom de la procédure

Invalidation du géne HTT par injection de tamoxiféne

Proposition de classification de la procédure selon le degré de sévérité Classe modérée
Description détaillée de la procédure expérimentale

Pertinence et justification de la procédure expérimentale

Les animaux utilisés expriment d'une part le géne de la HTT avec deux sites loxP situés de
part et d'autre d'un exon crucial, et d'autre part la recombinase Cre sous l'influence d'un
promoteur HSA — ERt2. Le promoteur HSA-Cre-ERt2 permet 1'expression de la recombinase
Cre uniquement dans le muscle squelettique, apres induction par le tamoxiféne. Pour induire
I'expression de la Cre puis une recombinaison, 5 injections intrapéritonéales de 100ul
tamoxiféne seront réalisées, une par jour. Le tamoxiféne (réf Sigma, T5648) est dilué dans de
I'éthanol puis émulsionné dans de I'huile de tournesol (réf Sigma, T5007) (éthanol/huile en
mélange10/90) a la concentration choisie pour avoir 10mg/ml.

La création de ce modele est nécessaire pour permettre 1’étude de la force musculaire.

La force musculaire des souris sera évaluée par grip test tout au long de la procédure (deux

fois par semaine).
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Le test reproduit une situation physiologique non douloureuse : mesure du temps pendant
lequel les souris restent accrochées sur une grille positionnée a l'envers (temps maximal du
test 5 min). Le poids sera systématiquement mesuré avant chaque grip test.

Trois types d'expériences seront effectuées a 2 temps différents aprés euthanasie : étude de la
protéine en western-blot, histologie et immunofluorescence (prélevements de I’ensemble des
muscles pour chaque type d’expériences).

Au total, 6 lots sont nécessaires.

Ce protocole permet de compléter le protocole n°1. En effet, il s’agit d’étudier la physiologie
musculaire globale alors que le protocole n°1 permet 1’étude d'un muscle en particulier. Si des
animaux atteignent le point limite avant la fin du protocole, ils seront euthanasiés, et leurs
muscles prélevés pour les analyses ultérieures.

Indiquez le nombre de lots et le nombre d'animaux par lot, et les justifier

Chaque lot comportera 20 souris, afin de pouvoir réaliser une analyse statistique décrite au
paragraphe 3.3.5.

Un groupe contrdle (10 souris du méme age n'exprimant pas la Cre) sera utilisé pour chaque
lot, et recevra la méme dose de tamoxiféne. Les trois types d'expériences (Western-blot, pour
I'histologie et pour l'immunomarquage) seront réalisés a deux temps apres les injections de
tamoxifeéne (3 mois et 6 mois). Sur chaque souris I’ensemble des muscles seront prélevés pour
les études en Western-blot, pour I'histologie et pour I'immunomarquage. Il y aura donc au total
6 lots (3 types d’expériences *2 temps) de 20 souris, soit 120 souris.

Indiquez le cas échéant les méthodes pour réduire ou supprimer la douleur, la souffrance et
I’angoisse (liste des médications -anesthésiques, analgésiques, anti-inflammatoires...en
précisant les doses, voies, durées et fréquences d’administration), y compris le raffinement
des conditions d’hébergement, d’élevage et de soins :

Devenir des animaux a la fin de cette procédure expérimentale

Il n’est pas attendu d’atrophie majeure ni de perte de poids importante (Wang et al., PNAS,
2016), le KO inductible total n’ayant montré aucun signe de myopathie sévére. Ainsi, le suivi
quotidien des animaux consistera en un contrdle visuel, mesure du poids des animaux, et une
surveillance particuliére de la respiration des souris. Si une dégradation rapide est néanmoins
observée, la fréquence de la surveillance sera augmentée. Les critéres d'observation proposés
seront évalués dans les premieres phases du projet, et pourront étre modifiés si besoin. Les
points limite proposés sont une perte de poids supérieure a 20% avec prostration de I'animal et
une difficulté respiratoire. Les animaux seront euthanasiés si les points limite définis sont

atteints.
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Indiquez le cas échéant les dispositions prises en vue de réduire, d’éviter et d’atténuer toute
forme de souffrance des animaux de la naissance a la mort :

De la nourriture hydratée sera mise a disposition des animaux directement dans la cage afin de
pallier toute difficulté dans l'alimentation et I'hydratation. Le suivi régulier des animaux
permettra de détecter une éventuelle souffrance afin la fin du protocole expérimental, et les
animaux qui atteindront un des points limite définis seront euthanasiés, mais néanmoins
utilisés si possible dans les analyses.

Indiquez le cas échéant les raisons scientifiques justifiant une dérogation aux conditions
d’hébergement des animaux :

Dispositions prises pour éviter tout double emploi injustifi¢ des procédures expérimentales, le
cas échéant :

Le protocole n°l permet une étude structurale et morphologique d’un muscle dit mixte
(composé de fibres lentes et rapides) avec une efficacité de recombinaison importante et vient
compléter les études cellulaires entreprises par notre équipe. Le protocole n°2 avec extinction
dans I’ensemble des muscles permet d’étudier le retentissement sur la physiologie globale de
I’animal. De plus, il permet 1’é¢tude de muscles exclusivement de fibres lentes ou
exclusivement de fibres rapides. Les deux protocoles sont complémentaires.

Mise a mort Oui

Précisez les animaux concernés

Tous
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AVIS DU COMITE D'ETHIQUE
(a transmettre au secrétariat autorisation de projet
autorisation-projet@recherche. gouv ir)

Date B/06/2016
Reférence du dossier: 2016053008307403
Titre du Projet: Mise en place et caractérisation d'un modéle murin
n‘exprimant plus la huntingtine dans le muscle

1- Avis éthique sur le projet : X Favorable
0O Défavorable

Motifis) en cas d'avis défavorable :

2- Proposition de reclassement des procédures expérimentales selon le degré
de gravité indiqueé par le responsable de projet : O oui X non

Procédure(s) reclassée(s) et proposition de reclassement :
o procédure n® :
reclassement :
(e bloc Procédure(s) reclasseée(s) et proposition de reclassement est 3
reproduire le cas échéant)

3- En application de 'article R.214-120 du décret n®2013-118 du 1 février 2013,
le projet devra t'll bénéficier d'une appréciation rétrospective a lissue de sa
réalisation : O oui X non

4. Le cas échéant (cf point 4.3 du dossier), avis sur la réutilisation d’un animal
pour autant gue l'animal n'ait pas éte utilisé, préalablement a ce projet, plus
d'une fois dans une procédure expérimentale entrainant une douleur intense,
de l'angoisse ou une souffrance équivalente (article R.214-113 du décret
n°2013-118 du 1* février 2013) :

X Favorable O Défavorable

Motifis) en cas d'avis défavorable -

Comute Local du Grenoble Institut des
Newrosciences, C2EA-04

p ==

5. HUMBERT
Présidente du comité
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Directicn générale de fa
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Fins Sdenlifigues - AFi% -

Adlaie sugvie par Virginia Valal
Chargée da missicn

Tekphone ;
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virginiavallst@recherche. gouvfr

1 e Descarles
75231 Paris Cedex 05
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fibrrie = :nnl"'lr' = Frareeniic
REPURLIGUE FRANGAISE

MINISTERE DE L'EDUCATION NATIONALE,
DE L'ENSEIGNEMENT SUPERIEUR ET DE LA RECHERCHE

Paris,le 10 N0V, 2016

Objet : Notification d'autorisation de projet utilisant des animaux 4 des fins
scientifiques

En application des dispositions du code rural et de la péche maritime,
notamment ses articles R.214-87 4 R.214-126, le projet ;
- référencé sous le numéro APATFTS#5593-2016053008307403 v4
- gyant pour titre : Mise en place et caractérisation d'uwn modéle murin
n'exprimant plus la huntingtine dans le muscle
- dépost par:
Institut des Neuvrosciences de Grenoble (GIN), Inserm U836,
numeéro dagrement B3851610008, dont le responsable est
Monsieur Frédéric SAUDOU
- et dont la responsabilité de Ia mise en ceuvre pénédrale du projet et de
sa conformité a l'autorisation est assurée par :
Madame Isabelle MARTY, Mansieur Brice FOREAL,

est autorisd,

L'auterisation de projet est accordée, sous réserve de la validité de l'apgrément
de 'Etablissement Utilisateur, pour une durée de 5 ans 4 compter de l'autorization.

Le projet précité a été évalué sur le plan éthique par le Comité d'éthique
en expérimentation animale N®004 et a regu un avis [avorable,

Ce projet ne fera pas l'objet, 4 I'izssue de sa réalisation, d'une appréciation
rétrospective.

Pour la ministre el par délégation
I'adjointe: du chef du service de la performance, du
financesnent et de la contractualisation avec les
organismes ge recherche

Christine COSTE
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Résumeé

La maladie de Huntington (MH) est une pathologie génétique multisystémique
neurodégénérative rare caractérisée par des atteintes motrices, cognitives et psychiatriques.
Elle est due a une augmentation de la répétition de triplet CAG dans 1'exon 1 du gene HTT,
dont la taille normale est de 6 a 35 répétitions. Cette expansion de triplets conduit a la
présence d'une répétition de glutamine de taille anormale dans 1'extrémité N-terminale de la
protéine huntingtine (HTT). Les conséquences de la mutation sont d’une part la diminution de
I’expression de la protéine non mutée et d’autre part I’expression d’une protéine mutée. L'une
des fonctions de la HTT est le transport intracellulaire de vésicules le long des microtubules
dans les neurones. Par ailleurs, une pathologie similaire appelée « Huntington disease like 2 »
est due a une perte de fonction de la junctophilin-3 ayant pour rdle I’établissement de points
de contact entre la membrane plasmique et le reticulum endoplasmique au niveau neuronal.
Les présents travaux visent a découvrir les mécanismes au sein desquels la HTT est impliquée
dans un mod¢le différent de la cellule neuronale : la cellule musculaire. En effet, les points de
contact nommées triades sont le coeur du couplage excitation-contraction. Les travaux ont
permis de montrer, aprés avoir créé des modeles cellulaires et animaux avec baisse
d’expression de la protéine, un défaut de la fonction musculaire au niveau cellulaire comme
au niveau physiologique. Les relachements calciques sont altérés. La force est diminuée. De
plus, ces altérations de fonctionnement sont corrélées a une baisse d’expression des
principaux récepteurs de la triade. Enfin, une fraction exogeéne de la partie N-terminale de la
protéine non mutée restaure les défauts calciques observés. La huntingtine a donc un role
prépondérant dans la fonction princeps du muscle : la contraction.

Abstract

Huntington Disease (HD) is a rare multisystemic neurodegenerative genetic disorder, which
combines psychiatric, cognitive and motor alterations. It is caused by an increase in CAG
repeats in the huntingtin gene, resulting in an expansion of polyglutamine stretch in the
protein. This induces a loss of the huntingtin protein (HTT) normal function associated with
production of a mutant protein. HTT is an ubiquitous microtubules associated protein, with
numerous functions among which vesicles and organelles traffic along microtubules. Along
this line, one of its functions could be the traffic of reticulum vesicles to form contact point
with the plasma membrane in neurons. Moreover, a phenocopy named “Huntington’s disease
like 2” is due to junctophilin-3 loss of function. Junctophilin 3 is involved in the
establishment of contact points between endoplasmic reticulum and plasma membrane in
neurons. These studies are dedicated to the validation of the hypothesis of the role of HTT in
contact points between endoplasmic reticulum and plasma membrane in another model, in
which contacts between reticulum and plasma membrane are of major importance: the
skeletal muscle cell. Indeed, the contact points between sarcoplasmic reticulum and plasma
membrane (T-Tubule), called the triads, are the basis of excitation-contraction coupling in
muscle. In these studies, we developed cellular and animals models with a loss of expression
of HTT in skeletal muscle specifically. Theses studies show that calcium release is altered at
the cellular level and muscle force is altered at animal model level. Theses alterations are
correlated with loss of expression of the main receptors of the triad. Finally, fragment of the
normal protein can restore calcium defects. Theses studies emphasize the role of huntingtin in
skeletal muscle.



