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Avant-propos

Lors de ma thése, je me suis intéressée aux agrégats de PABPNI1 (polyA binding
protein nuclear 1) dans la dystrophie musculaire oculopharyngée (OPMD). Cette maladie est
une dystrophie musculaire qui apparait chez ’homme autour de 50-60 ans. Les premiers
symptomes touchent principalement les muscles du pharynx et des paupiéres aboutissant a
des difficultés de déglutition (dysphagie) et une chute des paupieres (ptosis). Par la suite, des
atteintes progressives des muscles proximaux peuvent étre observées. D’un point de vue
génétique, la maladie est causée par une mutation dans I’exon 1 du géne PABPNI ce qui
aboutit a une expansion de 1 a 8 alanines dans la partie N-terminale de la protéine mutée. Le
principal marqueur pathologique est la présence d’agrégats intranucléaires insolubles dans les
muscles des patients OPMD. Bien que les agrégats aient été décrits depuis prés de 40 ans,
leur role dans la pathologie est encore discuté. Ma thése avait pour objectif de micux les
caractériser chez les patients et également de tester une molécule anti-agrégats qui pourrait
servir de molécules thérapeutiques pour traiter la maladie. Dans ce manuscrit, je
commencerai par faire 1’état de 1’art de ’OPMD en présentant les agrégats de PABPN1 ainsi
que les dérégulations moléculaires connues dans la maladie et les thérapies actuellement
mises en place. Les résultats de chacun des deux objectifs seront présentés sous forme
d’article puis commentés.

Mon premier objectif ¢tait de caractériser les agrégats de PABPN1 chez les patients OPMD.
Dans la partie résultat, je présenterai donc tout d’abord les résultats obtenus a partir de
I’étude de 72 biopsies OPMD montrant le lien entre les agrégats de PABPN1 et 1’age et le
génotype des patients. Ce travail nous a permis de proposer un mécanisme de toxicité des
agrégats dans les muscles OPMD cliniquement atteints. Les résultats de cette étude n’ont pas
encore été publiés et ’article présenté dans ce manuscrit n’est pas la version définitive.

Mon second objectif était d’évaluer I’efficacité de la molécule anti-agrégats guanabenz sur
ces modeles mammiferes de ’OPMD. Les résultats montrent que cette molécule permet de
diminuer la taille et le pourcentage d’agrégats dans un modele cellulaire et murin de la
maladie ainsi que d’améliorer les phénotypes musculaires chez la souris OPMD. Ce travail
nous permet également de mettre en évidence du stress de réticulum endoplasmique dans
I’OPMD. Les résultats de cette étude ont fait I’objet d’une publication dans la revue « Human

Molecular Genetics » en 2019.
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Introduction

1. OPMD : une dystrophie musculaire

1) Le muscle strié squelettique

Le muscle squelettique est 1’un des tissus les plus plastique et les plus dynamique du
corps humain. Ce tissu représente 40% du poids du corps et contient 50-75% des protéines.
Son réle est de convertir I’énergie chimique en énergie mécanique afin de générer de la force
pour assurer la posture et pour effectuer un mouvement. Métaboliquement, son role est de
stocker des acides aminés essentiels et des carbohydrates et de consommer la majorité¢ de
I’oxygéene pour produire de 1’énergie utilisée pendant un effort physique.

D’un point de vue architectural, le muscle squelettique correspond a un arrangement de
fibres musculaires associées a du tissu conjonctif, des vaisseaux et des nerfs. Le tout est
entouré par un tissu conjonctif appelé épimysium. La fibre musculaire qui peut mesurer est
elle-méme entourée d’une membrane appelée sarcolemme. Le sarcomére constitue 1’unité
contractile du muscle et s’organise avec deux principaux systemes de filaments: les filaments
¢pais de myosines et les filaments fins d’actines qui ensemble forment les bandes A.
L’interaction de ces deux types de filaments confere a la fibre musculaire sa capacité¢ de
contraction/relaxation (figure 1AB).

Afin d’enclencher son mouvement volontaire, la fibre nécessite une interaction
particuliere avec le systéme nerveux central au travers de ce qu’on appelle une unité motrice.
L’unité motrice correspond a la projection d’un neurone sur plusieurs fibres musculaires au
niveau de la jonction neuromusculaire permettant le passage d’un potentiel d’action. Ceci
permet alors I’entrée du calcium du réticulum sarcoplasmique dans le cytoplasme de la fibre
entrainant le raccourcissement du sarcomere. C’est I’action de la téte de myosine sur le
filament d’actine en présence d’ATP qui permet ce mouvement. Brievement, lors de 1’entrée
du calcium dans la cellule, I’actine se fixe a la myosine en hydrolisant ’ATP en ADP + Pi
(phosphate inositol), ce qui entraine un changement de conformation de la téte de myosine
permettant son mouvement. La contraction s’arréte lorsqu’en absence de calcium les
protéines tropomyosines et troponines I qui composent le filament d’actine viennent inhiber
la fixation de la téte de myosine sur le filament d’actine (Frontera and Ochala, 2015) (Figure

10).
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Figure 1: Structure et contraction de la fibre musculaire.

(A) structure de la fibre musculaire. (B) composition du sarcomere. (C) Cycle de contraction ATP-
dépendant en réponse a un influx calcique. Adapté de Frontera et al. 2015

Le muscle squelettique est composé d’un ensemble hétérogene de types de fibres
musculaires distinctes par leur capacité métabolique. Chez ’homme, deux types de fibres
sont prédominants : les fibres lentes (de type I) et les fibres rapides (de type II). Les fibres
lentes ont une importante capacité de résistance a la fatigue mais une vitesse et une force de
contraction faible. Ces fibres sont fortement chargées en mitochondries permettant une haute
capacité oxydative efficace sur le long terme. Les fibres rapides ont peu de résistance a la
fatigue mais une capacité et une force de contraction élevée. Elles se divisent en 2 parties qui
correlent avec leur quantité de mitochondries: les fibres oxydatives ou fibres intermédiaires
(type Ia) et les fibres glycolytiques ou fibres rapides (type IIb) (Bourdeau Julien et al., 2018;
Picard et al., 2012).

Les différents types de fibres musculaires sont composés de différents isoformes de myosine
(MyHC), codées par différents geénes. Les genes MYHI, MYH2 et MYH4 codent
respectivement les isoformes MyHC-2X, MyHC-2A et MyHC-2B qui composent les fibres
de type II. Les fibres de types I sont elles majoritairement composées de 1’isoforme MyHC-I
codé par le géne MYH?7 (Schiaffino and Reggiani, 2011; Talbot and Maves, 2016). Chez les

mammiferes, un seul muscle peut contenir plusieurs types de fibres et cette composition peut
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varier entre muscles du méme groupe. Par exemple, le muscle soléaire humain est
majoritairement composé¢ de fibres de type I alors que le triceps est majoritairement compose
de fibres de type II (Johnson et al., 1973).

La myogenese est le processus par lequel la fibre musculaire se forme au cours du
développement. Les précurseurs myogéniques dans les somites expriment les protéines Pax7
et Pax3 qui sont des marqueurs de cellules souches. Lors du début de la myogenése ces
cellules se divisent et se déterminent progressivement en myoblastes exprimant les facteurs
de transcriptions myogéniques MyoD et Myf5. Ces cellules vont se différencier puis
fusionner en myotubes exprimant MyoD et la myogenine avant de maturer en exprimant la
myogenine de manicre transitoire et MRF4 (Zammit, 2017) (Figure 2). Plus récemment, les
deux nouveaux marqueurs Myomixer et Myomarker ont été identifiés comme étant
nécessaires a la fusion myogénique au cours du développement musculaire (Bi et al., 2017,

Millay et al., 2013).

Cellule satellite Myoblaste Myocyte myofibre
Activation a2 Differentiation 4 y Eusion /
) ’ ) — D —— 5

Pax7 Pax7 MyoD myogenin
(Pax3) Myf5 myogenin MRF4
(Myf5) MyoD

Pax3

Figure 2: Myogenése du muscle squelettique.
Adapté de (Le Grand and Rudnicki, 2007)

A D’age adulte, le muscle squelettique est post-mitotique nécessitant peu de
régénération. Cependant, suite a une blessure, ce tissu est capable de se régénérer grace a
I’activation des cellules souches musculaires nommées cellules satellites en raison de leur
positionnement a la périphérie de la fibre musculaire. Ces cellules sont caractérisées par
I’expression de nombreux marqueurs dont le plus utilisé est le facteur de transcription PAX7
qui est exprimé de maniere ubiquitaire dans les cellules satellites qu’elles soient activées ou

quiescentes (Zammit et al., 2004).
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2) Les dystrophies musculaires

Les dystrophies musculaires (DM) regroupent un ensemble hétérogéne d’affections
musculaires caractérisées par une faiblesse musculaire progressive d’intensité et de
distribution variable. Ces maladies sont souvent associées a un niveau élevé de créatine
kinase, qui est une enzyme libérée dans le sang lors de I¢ésions tissulaires (Wallace and
McNally, 2009). Les DM sont hétérogenes du fait de leur présentation clinique, leur age
d’apparition, leur vitesse de progression et leur distribution d’atteintes musculaires tres
variables. Elles peuvent cependant étre divisées en plusieurs groupes déterminés par le type
de muscle atteint permettant de distinguer les dystrophies musculaires congénitales (CMD),
distales, proximales, fascio scapulo humérales et oculopharyngées (Emery, 2002; Mercuri

and Muntoni, 2013) (figure 3).

Figure 3: Distribution des faiblesses musculaires au sein des différents types de dystrophies
musculaires.

A. Dystrophies musculaires de type Duchenne et Becker ; B. Dystrophie musculaire d’Emery-
Dreifuss ; C. Dystrophie musculaire des ceintures ; D. Dystrophie fascio-scapulo-humérale ; E.
Dystrophies distales ; F. Dystrophie oculopharyngée. Les zones foncées correspondent aux zones
atteintes.

Les approches de génétique moléculaire telles que clonage positionnel et 1’approche gene
candidat ont permis de mieux comprendre ces dystrophies d’un point de vue moléculaire. Le
premier gene a avoir ét¢ identifié comme causale d’une dystrophie est la dystrophine dans le
cas de la myopathie de Duchenne (Hoffman et al., 1987; Monaco et al., 1986). Par la suite,
plusieurs mutations associées a des dystrophies musculaires ont ét¢ identifiées dans des génes

essentiels a I’intégrité, la réparation et a la régénération musculaire: 1/ les protéines associées
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a la matrice extracellulaire, 2/ les protéines impliquées dans la communication avec le
sarcolemme, 3/ les protéines du cytosquelette, 4/ les protéines de maintenance des
myofibrilles, 5/ les protéines de réparation du sarcomere, 6/ les protéines de glycosylation, 7/
les protéines d’interaction matrice extracellulaire-cytosquelette et 8/ les protéines nucléaires

(Rahimov and Kunkel, 2013). (Figure 4)
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Figure 4: Compartiments cellulaires affectés dans les dystrophies musculaires.

Représentation d’une coupe transversale de myofibre montrant les différents compartiments
cellulaires pouvant étre affectés dans les DM. Chaque compartiment cellulaire est représenté par un
groupe de protéines qui ont été identifiées comme causales de DM (Davies and Nowak, 2006)

3) Dystrophie musculaire oculopharyngée

3.a) Historique et épidémiologie

Pendant de nombreuses années, la dystrophie musculaire oculopharyngée (OPMD) a
été¢ confondue avec les myopathies oculaires. C’est pour la premicre fois en 1915 que le

neurologue E.W. Taylor décrit cinq membres d’une famille franco-canadienne qui présentent
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un ptosis a apparition tardive (aprés 50 ans) associ¢ a une dysphagie progressive menant a
une dénutrition sévere (Taylor, 1915). A cette époque, c’était I’hypotheése d’une affection
neurologique qui était privilégiée pour expliquer ce cas clinique et il faudra attendre 1962
pour que les travaux de Victor et al. permettent de publier un tableau clinique qui
individualise I’OPMD et la classe définitivement dans la catégorie des maladies musculaires
(Victor et al., 1962a).

A partir de 1965, le neurologue québécois A. Barbeau commence & s’intéresser a la
maladie en rassemblant toutes les familles décrites dans la littérature comme ¢tant atteintes de
ptosis et de dysphagie. Il meéne des études généalogiques qui lui permettent d’établir un arbre
rassemblant 249 individus atteints, originaires de plus de dix grandes familles
différentes. C’est a partir de cet arbre établi en 1967 qu’est née I’idée « d’effet fondateur»
pour I’OPMD expliquant la fréquence de cette maladie particulieérement ¢levée dans certaines
provinces du Québec. Les travaux d’A. Barbeau ont contribué a comprendre que le géne
responsable de ’OPMD avait probablement été introduit au Québec par 3 sceurs frangaises
qui ont immigré au Canada en 1648 (Bouchard, 1997).

Un effet fondateur similaire a été proposé dans la population juive de Bukhara vivant
actuellement en Israél. La mutation aurait été introduit bien avant la mutation franco-
canadienne, au 13™ ou 14°™ siécle, lorsque des groupes ethniques se sont installés dans les
oasis de Bukhara et Samarcande en Ouzbékistan (Blumen et al., 2000).

L’OPMD est maintenant décrite dans 33 pays a travers le monde (Richard et al., 2017). La
prévalence de la maladie est de 1/1000 au Quebec (Brais, 1998; Brunet et al., 1997) et de
1/600 dans la population juive de Bukhara en Isra€l (Blumen et al., 1993) en raison de ces
effets fondateurs. Elle est de 1/100 000 en Europe et au Japon (Brais, 1998; Fan and Rouleau,
2003). Aux Etats-Unis, la majorité des patients sont d’origines franco-canadienne méme si
une partie non négligeable est soit d’origine juive (Victor et al., 1962a) ou soit hispano-

américaine au Texas (Becher et al., 2001)et en Californie (Grewal et al., 1999).
3.b) Clinique

Les manifestations cliniques de I’OPMD apparaissent autour de 50-60 ans. Les
symptomes principaux sont des difficultés de déglutition (dysphagie) et une chute des
paupicres (ptosis) (Victor et al., 1962b). Ils sont dus a une faiblesse des muscles pharyngiens
et élévateurs palpébraux respectivement. En moyenne, la dysphagie et le ptosis sont observés
a des ages similaires puisque le ptosis est observé en moyenne vers 48 ans (age extréme 26-

65 ans) et la dysphagie en moyenne vers 51 ans (ages extrémes 40-63 ans) (Bouchard et al.,
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1997). L’étude histologique des muscles OPMD révele des défauts classiquement associés
aux dystrophies musculaires comme une atrophie des fibres musculaires, une hétérogénéité
dans leur taille, une augmentation du tissu fibrotique et la présence de fibres avec des noyaux
centraux. Cependant, on retrouve dans I’OPMD, quelques changements moins classiques
comme notamment la présence de fibres angulaires et de vacuoles bordées (Brais, 2003;
Gidaro et al., 2013). Le seule caractéristique histologique propre a I’OPMD est la présence
d’agrégats nucléaires dans les muscles des patients (Tomé and Fardeau, 1980). Ces agrégats
seront largement décrits dans la partie IV de I’introduction. L’évolution de la maladie est
lente et une atteinte progressive des muscles striés squelettiques est observée 1a ou les
muscles lisses et cardiaques sont préservés. Ainsi, les affections musculaires s’étendent
progressivement aux muscles faciaux et cervicaux puis aux muscles de la ceinture pelvienne,
aux muscles adducteurs et aux muscles de la loge postérieure de la cuisse (Trollet et al.,
2014). A un stade avancé de la maladie, les patients peuvent nécessiter d’une assistance pour
se déplacer (Brais, 2003; Richard et al., 2017; Van Der Sluijs et al., 2003).

L’éventuelle possibilité d’une atteinte neurologique a déja été soulevée dans ’OPMD.
Des perturbations cognitives séveres ont été observées chez 2 patients OPMD homozygotes
(voir paragraphe « génétique de I’OPMD ») (Blumen et al.,, 2009) et une évaluation
neuropsychologique de 11 patients hétérozygotes montre que ces derniers répondent moins
bien aux tests que les patients contréles du méme Aage (Dubbioso et al., 2012).
Anatomiquement, une implication du systéme nerveux périphérique a été suggérée en
montrant une diminution de fibres myélinisées au niveau des nerfs extraoculaires, pharyngés
et lingual (Probst et al., 1982; Schmitt and Krause, 1981). De plus, des neuropathies axonales
ont été rapportées chez des patients OPMD (Miiller et al., 2001; Schober et al., 2001).
Cependant, la réelle atteinte neurologique reste a démontrer et a dissocier d’éventuelles

maladies neurodégénératives indépendantes liées a 1’age (Brais, 2003; Richard et al., 2016).

3.c¢) Les restrictions d’atteintes musculaires

Comme mentionné précédemment, les premiers symptdmes cliniques observés dans I’OPMD
correspondent & une dysphagie et a un ptosis dus a des atteintes des muscles du pharynx et du

muscle releveur de la paupiére respectivement. Ces deux muscles sont présentés ci-dessous :

3.c)i Le muscle cricopharyngien
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Les muscles constricteurs forment la partie postérieure du pharynx et sont constitucs
de trois groupes de muscles : muscles supérieurs, moyens et inférieurs. Leur contraction va
permettre le passage du bol alimentaire vers 1’cesophage lors de la déglutition.

Le muscle cricopharyngien (CPM) est 1’élément principal du muscle constricteur inférieur du
pharynx. D’un point de vue physiologique, ce muscle va empécher ’entrée de I’air dans le
tube digestif au moment de I’inspiration, prévenant donc les éventuels reflux et protégeant
ainsi les voies aériennes (Sivarao and Goyal, 2000).

Ce muscle a déja été décrit comme ayant des propriétés propres, le distinguant des autres
muscles squelettiques. En effet, il a été montré que la taille des fibres musculaires d’'un CPM
¢tait plus petite que celle d’un muscle quadriceps (QM), qu’il était fortement enrichi en tissu
conjonctif (fibrose) et que 82% des fibres étaient de type I et hautement oxydatives
(Bonington et al., 1988; Kristmundsdottir et al., 1990). L’¢tude histologique du muscle CPM
réalisée au laboratoire montre que dans I’OPMD, ces propriétés sont exacerbées (Gidaro et
al., 2013). Par rapport a un CPM controle, le muscle CPM OPMD présente jusqu’a 40% de
tissu fibrotique (contre 20% dans le CPM controle) ainsi que des fibres atrophiées avec une

atteinte préférentielle des fibres de type Ila (oxidatives rapides) (figure 5).

.

Z /
== Constricteur supérieur /

== CPMotrl
= CPMopmd
~—— CPMibm

{ :
NAY /
(o}
**
» 20
g
2
]
X

CPMctl  CPMopmd  CPMibm 0 25 5 75 100 125 150

% fibrotic tissue

Figure 5: Morphologie du muscle cricopharyngien

1/ Représentation anatomique des muscles du pharynx. 2/ A. Coloration hematoxyline & éosine
(H&E). Echelle : 50um ; B. Pourcentage de fibrose mesuré grace a une coloration au rouge sirius **
p< 0,01 OPMD vs controle et IBM; C. Quantification de la taille des fibres. CPMctrl : muscle
cricopharyngien contréle, CPMopmd: muscle cricopharyngien OPMD ; CPMibm: muscle
cricopharyngien de patient atteint de myosite a inclusions (controle pathologique). Gidaro et al. 2013

3.c)ii Le muscle releveur de la paupiere

Le muscle releveur de la paupiere (RPM) est un muscle strié plat habituellement

associé au muscle lisse nommé muscle de Miiller. La coordination de ce muscle permet de
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maintenir la tonicité de la paupiére supérieure. En coloration hématoxyline €osine, ce muscle
posseéde les caractéristiques du muscle strié¢ squelettique avec des fibres de tailles variables
dont les noyaux sont situés en périphérie et il présente un pourcentage important de tissue
conjonctif (Lee et al., 2012). Par ailleurs, les auteurs comparent la morphologie du RPM sur
27 patients jeunes et agés (allant de 21 a 73 ans) et n’observent pas d’altération avec I’age. La
comparaison d’un RPM d’un patient dystrophique et d’un patient contréle montre que le
muscle dystrophique (ici patient atteint de dystrophie myotonique de type 1) contient plus de
cellules satellites que le muscle de sujet sain (Simon, 2014).

Dans ’OPMD, Ia faiblesse du RPM est associée a une chute des paupicres (ptosis) et
des études histologiques réalisées au laboratoire montrent que ce muscle est également
fibrotique (figure 6).
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Figure 6: Morphologie du muscle releveur de la paupiére

A. Représentation anatomique. B. Coloration en hématoxyline & éosine d’une coupe de RPM OPMD

1I. OPMD : une maladie a expansion de triplets

1) Génétique de ’OPMD

Découverte du géne et nomenclature :

Les travaux initiaux de B. Brais et G. Rouleau ont permis de recenser 469 individus
d’origine québécoise dont 73 sont diagnostiqués pour I’OPMD. Ce recensement généalogique
a permis une étude de famille pour la mise en évidence d’une région génétique d’intérét puis,
par clonage positionnel, le géne PABPNI a été découvert comme responsable de I’OPMD
(Brais, 1998; Brais et al., 1995a, 1997).

La séquence codante du gene PABPNI est située sur le chromosome 14, possede 7
exons et la mutation responsable de ’OPMD se trouve dans 1’exon 1. Dans le géne sauvage

cet exon possede 6 répétitions du triplet (GCN) suivis de 3 répétitions (GCA) et d’un triplet
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(GCG) menant a une protéine possédant 10 alanines. On retrouve, chez tous les patients
OPMD, une expansion de 1 a 8 triplets (GCN) aboutissant a une protéine portant de 11 a 18
alanines (figure 7) (Brais, 1998; Jouan et al., 2014; Richard et al., 2015).

Depuis 2013, la nomenclature des all¢les a changé pour refléter I’effet de I’expansion
d’alanines au niveau de la protéine plutét que I’expansion (GCG) au niveau du geéne. Ainsi,
une expansion de 3 triplets GCN, précédemment notée comme (GCN)9 est maintenant notée
(GCN)13/13Ala afin de tenir compte des 4 codons suivants (3(GCA)+1(GCQG)) qui codent
¢galement 4 alanines (Raz et al., 2013a).

Par conséquent, dans la suite du manuscrit, les mutations sur les différents all¢les seront
référencées sous la nomenclature (GCN)11-18. Pour plus de clarté, les génotypes
hétérozygotes seront notés (GCN)n et les génotypes homozygotes (GCN)n-n.

10 Alanines
|

ATG (GCG), (GCA), GCG GGG GCT GCG...

ATG (GCG), (GCA), GCG GGG GCT GCG...

Y
11 a 18 Alanines

Figure 7: Expansion de triplets dans PABPN1

Le géne contient a I’état sauvage (wt) 9 triplets (GCN) (ou N peut correspondre & une Adénosine (A)
ou une guanine (G)(Robinson et al., 2005)) codant pour une protéine sauvage de 10 alanines. Le gene
muté (mut) contient de 1 a 8 triplets (GCN) supplémentaires codant une protéine ayant 11 a 18
alanines. D’apres Jouan et al. 2014, Richard et al. 2015 et Brais et al. 1998

L’OPMD est une maladie monogénique autosomique dominante avec pénétrance
complete dépendante de 1’dge (Brais et al., 1999). Par opposition a la majorité des maladies a
expansion de triplets comme le syndrome de I’X fragile, la maladie de Huntington ou la
dystrophie myotonique de type (DM1) (McMurray, 2010) la mutation dans ’OPMD est

méiotiquement stable.

Fréquence de distribution des alléles :

Dans les populations a effet fondateurs comme la population franco-canadienne ou
juive de Bukhara, la plupart des familles portent I’allele (GCN)13 historiquement transmise
dans ces régions (Blumen et al., 2000; Brais, 1998). L’étude de 175 familles et 807 individus
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a travers le monde montre que cet allele est majoritaire dans toutes les populations
européennes (Hill et al., 2001; Mirabella et al., 2000; Miiller et al., 2001; Raz et al., 2013a;
Richard et al., 2017; Tondo et al., 2012), canadiennes, américaines et japonaises (Brais,
2003). Cependant, une étude récente montre que c’est I’allele (GCN)16 qui est majoritaire sur
les 50 patients danois étudiés (de Leeuw et al., 2018) alors que ’analyse de 102 patients
mexicains montre que 65% d’entre eux possedent 1’allele (GCN)15 (Cruz-Aguilar et al.,

2017).

L’alléle (GCN)11 a tout d’abord été décrit comme un polymorphisme, ¢’est-a-dire un
allele présent dans plus de 1% de la population générale mais n’étant pas pathologique. En
1998, il a été suggéré que le phénotype plus sévere observé dans 20% des patients ayant un
allele dominant (GCN)12 a 17 était due a la présence d’un allele (GCN)11 jouant le role de
polymorphisme modificateur (Brais, 1998). Ce type de mutation homozygote représenté par
deux all¢les différents est appelé hétérozygote composite. L’allele (GCN)11 a également été
proposé¢ comme responsable d’un phénotype autosomique récessif ou les patients
homozygotes portant 2 alleles (GCN)11 présentaient la maladie tardivement et avaient un
phénotype moyen (Garibaldi et al., 2015; Semmler et al., 2007; Brais et al., 1998).
Récemment, un patient présentant une forme typique de I’OPMD et portant I’allele (GCN)11
comme unique allele dominant a été identifié (Richard et al., 2015). Une étude récente
uniformise les précédentes en montrant qu’un allele (GCN)11 a I’état hétérozygote traduit un
phénotype mineur mais typique de la maladie et confirme qu’a I’état homozygote, cet allele

joue le role d’alléle modificateur aggravant (Richard et al., 2017).

Dans la majorité des cas, I’OPMD présente une transmission autosomique dominante
mais certains patients portent des mutations homozygotes (Blumen et al., 1999). Les
patients au génotype homozygote décrits sont rares et sur une cohorte de 354 patients frangais
2,5% sont (GCN)11-11; 0,6% sont (GCN)12-12 et 0,6% sont (GCN)13-13 (Richard et al.,
2017).

Etudes de corrélation entre génotypes/phénotypes:

Plusieurs études se sont attardées sur le potentiel lien entre la taille de 1’expansion et
la sévérité de la maladie. En effet, dans plusieurs maladies a expansion de triplets comme la

dystrophie cornéenne de fuchs (Soliman et al., 2015), la dystrophie myotonique de type 1

21



(Yum et al.,, 2017) ou l’ataxie de Friedreich (Alper and Narayanan, 2003), une nette
corrélation entre la taille de I’expansion dans le géne responsable de la maladie et la sévérité
de cette dernicre a été établie. Dans I’OPMD, la relation entre génotype et phénotype a été
mise en évidence par I’observation de patients hétérozygotes composites (GCN)11-13 au
phénotype plus sévere que les patients hétérozygotes (GCN)13 ou homozygotes (GCN)11-11
(Brais, 1998; Hebbar et al., 2007). Des études sur des cohortes allant de 17 a 102 patients
ayant exploré le lien entre génotype et phénotype ont conclues : soit a une tendance vers une
corrélation entre taille de ’expansion et phénotype (Cruz-Aguilar et al., 2017; Mirabella et
al., 2000) soit a une absence de corrélation entre les deux (de Leeuw et al., 2018; Miiller et
al., 2001; Shan et al., 2014; Tondo et al., 2012). Cependant, une étude sur une large cohorte
de 354 patients francais non-apparentés a permis de mettre en dvidence que les
manifestations cliniques (dysphagie, ptosis, faiblesse proximale) et le niveau de créatine
kinase (enzyme libérée dans le sang lors de Iésions tissulaires) étaient en moyenne plus
¢levés chez les patients portant la plus grande expansion dans PABPNI (Richard et al., 2017)
(figure 8). Cette observation est supportée par le rapport de deux patients de génotype
(GCN)18 au phénotype tres sévere, a 1’age d’apparition précoce et présentant des troubles
psychologiques (Jouan et al., 2014). Enfin, la description de cas homozygotes (GCN)13-13
ayant un phénotype sévere (Blumen et al., 1996, 1999; Brais et al., 1995b) par opposition aux
patients homozygotes (GCN)11-11 peu atteints (Garibaldi et al., 2015; Richard et al., 2017;
Semmler et al., 2007) appuie d’autant plus la corrélation génotype/phénotype et suggere un

effet dose de la mutation.
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Genotype N Age at diagnosis CK (ULL) Clinical symptoms

[Years = 8D] Ptosis Dysphagia Proximal Cognitive
Weakness Impairment

Heterozygous
(GCN)10/(GCN)11 6 72411 <100 +He + Late No
(GCN)10/(GCN)12 Kx} 73£10 <100 +H- + Late No
(GCN}0/(GCN)13 176 64+10 <100 y + Late
(GCN)10/(GCN)14 55 6148 <300 u +
(GCN)10/(GCN)15 56 60£10 [300-500] + / Diplopia Yes No
(GCN)10/(GCN)16 4 5146 [500-1000] +/ Facial weakness | ++ Yes/ wheelchair No
(GCN)10/(GCN)17 2 5344 [700-1000] ++ b Yes
Compound
Heterozygous
(GCN)11/(GCN)12 9 58+11 [300-600] b f Yes No
Homozygous
(GCN)11/(GCN)11 9 7347 [<100 - 500] + + Yes No
(GCN)12/(GCN)12 2 4941 [300-500] =+ b Yes No
(GCN}13/(GCN)13 2 3749 [300-700] -+ =+ Yes No

N: number of patients; SD: standard deviation; CK: creatine kinase (normal value <100UL/L)

Figure 8: Phénotypes cliniques observés chez les patients OPMD

Chez les patients hétérozygotes, plus la taille de la mutation est grande, plus les symptdmes cliniques
sont séveres. Abréviations : CK : créatine kinase (niveau normal <100 U/L); +: inconstant; +:
moyennement présent ; ++ : présent ; +++ : séveére. Adapté de (Richard ef al. 2017)

Etudes de corrélation dge/phénotype :

Il a été montré a partir de 17 patients OPMD que sans tenir compte du génotype, les
patients présentant des faiblesses des membres des ceintures avaient en moyenne 73 ans alors
que ceux qui n’en avaient pas avaient 61 ans en moyenne (Miiller et al., 2001). Dans la méme
lignée, il a été montré que la sévérité de la faiblesse musculaire, du ptosis et de la dysphagie

corrélaient statistiquement avec 1’age des patients (de Leeuw et al., 2018).

Etudes de corrélation age/génotype :

Plusieurs études ont suggéré que ’OPMD ¢était une maladie sous-diagnostiquée en
raison de sa rareté dans certaines régions comme en Asie (Chien, 2012) ou en Suisse (Riiegg
et al., 2005) mais aussi parce qu’elle peut facilement étre confondue avec une myopathie
mitochondriale (Richard et al., 2017). De plus, la dysphagie et le ptosis sont des

manifestations cliniques classiquement liées a I’age (Aslam and Vaezi, 2013).
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Une étude sur 354 patients OPMD montre qu’au sein d’un méme génotype, 1’dge du
diagnostic est trés hétérogene (écart type sur la moyenne allant de 1 a 11 ans). Cependant il a
¢té montré qu’il y avait une corrélation négative entre 1’dge moyen du diagnostic et la taille
de répétition : 1’Age moyen du diagnostic passe de 72 ans pour un génotype (GCN)11 a 53
ans pour un génotype (GCN)17 (figure 9). Cette observation confirme une étude effectuée
sur 31 patients anglais qui avait montré une tendance vers une corrélation entre 1’age

d’apparition de la maladie et le génotype des patients (Hill et al., 2001).

Ces ¢tudes de corrélation permettent donc de mieux comprendre la maladie cependant
elles doivent bien sur é&tre manipulées avec précaution. En effet, compte-tenu de
I’hétérogénéité évidente de I’age du diagnostic et des symptomes des patients OPMD, elles

n’ont pas pour objectif de servir d’outils diagnostics.

100+

Age at diagnosis (year)

r?=0.9148; p=0.0007 ‘

2E
&9 T T T T T T T T T T T

10111 10/12 10/13 10/14 10/15 10/16 10/17 1112 1111 12112 13/13

Genotype
Hétérozygote Hétérozygote Homozygote
composite
Mut PABPN1 ATG (GCG), (GCA), GCG GGG GCT GCG... | Génotype

Figure 9: Corrélation entre 1'dge du diagnostic et le génotype chez les patients OPMD

Corrélation négative significative entre 1’age moyen du diagnostic et le nombre de répétitions chez
des patients OPMD hétérozygotes. La méme tendance est observée pour les patients hétérozygotes
composites et homozygotes. Chaque patient est représenté par un point noir. Adapté de Richard et al.
2017
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2) Les maladies a expansion de triplets

2.a) Généralités

Les maladies a expansions correspondent a des maladies ou des séquences
microsatellites du génome sont anormalement répétées. Jusqu’a aujourd’hui, 26 maladies
neurodégénératives et neuromusculaires ont été¢ décrites allant de maladies congénitales
comme la maladie de I’X fragile a des maladies a apparition tardive comme la maladie de
Huntington. Les expansions aboutissants a ces maladies peuvent se situer dans des parties

non codantes (5’UTR, 3’UTR ou introns) ou dans les régions codantes du géne qu’elles

affectent (figure 10).
o Disease Repeat
Friedreich's ataxia GAA
Disease Repea Myotonic dystrophy type 2 CCTG
Fragile X syndrome CGG Spinocerebellar ataxia type 10 ATTCT -
FXTAS CGG Spinocerebellar ataxia type 31 TGGAA % Disease Repea
Fragile XE mental retardation =~ GCC |Spinocerebellar ataxia type 38 GGCCTG Myotonic dystrophy type 1 oG
Spinocerebellar ataxia type 12 CAG Amyotrophic lateral sclerosis  GGGGCC/ Spinocerebellar ataxia type 8 cre

Exon ] Intron I 7Exo_n I 3'UTR I

Disease Repeat

Diseases Repeat Multiple skeletal dysplasias GAC
Spinocerebellar ataxias type 1,2, 3,6,7,and 177 CAG Synpolydactyly syndrome GCG
Huntington's disease CAG Hand-foot-genital syndrome GCG
Huntington's disease-like 2 CAG Cleidocranial dysplasia GCG
Spino-bulbar muscular atrophy CAG Holoprosencephaly GCG

entatorubral-pallidoluysian atrophy CAG Oculopharyngeal muscular dystrophy GCG
Congenital central hypoventilation syndrome GCG
BPEI syndrome GCG
X-linked mental retardation GCG

Maladies polyglutamines

Maladies polyalanines
Figure 10: Maladies a expansions de triplets

Adapté de (Polak et al., 2013)

Lorsqu’elles ont lieu dans des régions non codantes, les expansions peuvent par
exemple aboutir a la formation d’ARN toxique, comme c’est le cas dans la dystrophie
myotonique de type 1 (DM1). Dans cette maladie, une expansion de 50 a 3000 triplets CTG
est retrouvée dans la région 3’UTR du géne DMPK (Myotonin-protein kinase) contenant
normalement 37 répétitions au maximum. Ceci aboutit a la production d’un ARN mutant qui
n’est pas exporté dans le cytoplasme mais qui est retenu dans le noyau sous forme de foci
(Thornton, 2014). La protéine MBNL qui se lie avec affinit¢ aux ARN a répétition CUG
régule I’épissage d’une centaine de gene. Dans le cas de la DM1, MBNL est capturée dans
les foci et ne peut plus épisser correctement ses ARN cibles. Ceci aboutit a des défauts

d’épissage dans de nombreux transcrits importants dans le muscle comme le transcrit BIN1
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impliqué dans la biogenese des tubules T (Fugier et al., 2011), la dystrophine ou le récepteur
a D’insuline. Il a été proposé que ces défauts d’épissage €taient en partie responsables des
défauts musculaires associés a la DM1 (Thornton, 2014).

Le méme type de mécanisme est proposé dans 1’ataxie spinocerebelleuse de type 8 (SCASR)
ou le géne ATXNS possede également une expansion de triplets CTG dans la partie 3’ non
traduite (3° UTR) du gene (Tan et al., 2012). Le syndrome de 1’X-fragile est un autre exemple
de maladie ou une expansion du triplet CGG (de 50 a plus de 200) dans la partie 5’UTR du
gene FRMI aboutit a une extinction épigénétique du géne par méthylation de I’ADN. Dans
ce cas, la protéine FRM1 est soit absente, soit déficiente ce qui aboutit a la dérégulation de
nombreux ARNm dans les neurones synaptiques (Hagerman et al., 2017).

Lorsqu’elles ont lieu dans des régions codantes du génome, les maladies a
expansions peuvent étre divisées en deux grandes catégories : les maladies a expansions de
triplets polyglutamine (polyQ) ou les mutations a expansions de triplets polyalanine
(polyAla) (figure 9).

Les maladies a expansions polyQ correspondent a un groupe de maladies
neurodégénératives causées par des répétitions du triplet (CAG). Jusqu’a aujourd’hui, 9
maladies de ce type ont été décrites : six ataxies spinocerebelleuses de type 1,2,6,7 et 17, la
maladie de Joseph Macado (MJD/SCA3), la maladie de Huntington (HD), I’atrophie dentato-
rubro-pallido-luysienne (DRPLA) et I’atrophie musculaire spinale bulbaire de type 1 lide a
I’X (SMAX1/SBMA). Ces maladies sont autosomiques dominantes sauf pour SBMA liée au
chromosome X.

Les maladies a expansions polyAla correspondent a un groupe de maladies
neurodégénératives caractérisées par des répétitions du triplet (GCN). Neuf maladies sont
¢galement décrites : le syndrome synpolydactyle (SPD); le syndrome main-pied-utérus
(FGS), la dysplasie cleidocraniale (CCD); I’holoprosencéphalie (HPE), le retard mental lié a
I’X et déficitaire en hormone de croissance (XLMR+GHD), le retard mental 1i¢ a I’X avec
anomalies génitales (XLAG), le syndrome congénitale d’hypoventilation central (CCHS), le
syndrome Blepharophimosis-ptosis-epicanthus inversus (BPEIS) et la dystrophie musculaire

oculopharyngée (OPMD).
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2.b) Comparaison des maladies polyAla et polyQ

Les maladies polyAla et polyQ sont représentées par une expansion du triplet (GCN)
et (GCA) respectivement dans des parties codantes du génome. Ces maladies sont comparées
dans le tableau 1.

La différence majeure entre les maladies polyalanine et polyglutamine est la taille
minimale de I’expansion pathologique. En effet, pour les maladies polyQ, la taille minimale
pathologique se situe autour des 35-40 résidus (Fan et al., 2014) alors que pour les maladies
polyalanine, elle se situe entre 11 et 26 résidus (voir tableau 2). Dans les maladies polyQ, la
forte instabilité génétique de ces expansions entraine une augmentation de leur taille au cours
des géndérations et de la division cellulaire. Ce phénomeéne connu sous le nom
« d’anticipation » explique 1’apparition progressive de la maladie dans la famille. Le
mécanisme propos¢ correspond a un « glissement» de la polymérase lors de la
transcription confondant le nombre de résidus glutamine a retranscrire aboutissant a des
cellules filles contenant une extension polyglutamine (Amiel et al., 2004).

En 1997, Warren est le premier a proposer un mécanisme de recombinaison
homologue inégale pour expliquer I’expansion polyalanine dans le géne HOXD13. En effet,
en phase de méiose ou a lieu la recombinaison homologue, une partie de la répétition
d’alanines d’un brin d’ADN serait transférée de maniere inégale sur I’autre brin (Warren,
1997). Plusieurs arguments sont avancés pour soutenir cette hypothese : 1/ quasiment toutes
les mutations polyAla sont des duplications en phase sans décalage du cadre de lecture, 2/ les
mutations sont mitotiquement et meiotiquement stables au cours des générations au moins
pour le syndrome synpolydactyle (SPD), le syndrome main-pied-utérus (FGS), le syndrome
congénitale d’hypoventilation central (CCHS) et ’OPMD, 3/ des contractions (inverse de
I’expansion sur 1’autre allele) d’alanines sont observées comme polymorphisme dans
plusieurs geénes dont I’expansion d’alanine aboutit & une maladie (PHOX2B, ARX,
RUNX2)(Amiel et al., 2004), 4/ la recombinaison homologue est un événement rare pouvant
expliquer la stabilit¢ de la mutation au cours des générations (Nakamoto et al., 2002).
Cependant, 1’observation des génotypes de 86 patients OPMD montre dans certains cas la
présence de triplet (GCA) au milieu de la séquence (GCG) (Robinson et al., 2005). Pour
certaines de ces mutations, le mécanisme de recombinaison homologue seul n’est pas
suffisant pour expliquer le génotype. Il a alors été proposé que ces génotypes pouvait
provenir d’une combinaison entre un glissement de la polymérase et une recombinaison

homologue inégale. De la méme manicre, plusieurs mutations dans le géne PHOX2B
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aboutissant au syndrome congénitale d’hypoventilation central (CCHS) ne pouvant pas
s’expliquer par des événements de recombinaison homologue supportent ce mécanisme
(Trochet et al., 2005).

Bien que I’OPMD soit une maladie a expansion polyalanine, elle se distingue des 8
autres pathologies sur plusieurs points : 1/ seul PABPNI code une protéine de liaison a
I’ARN, tous les autres genes codent des facteurs de transcription ; 2/ les atteintes dans
I’OPMD sont majoritairement musculaires alors qu’elles sont majoritairement neurologiques
dans les autres maladies ; 3/ I’age d’apparition est tardif dans I’OPMD, comme dans la
majorité des maladies polyglutamine alors que les autres maladies polyalanine sont
congénitales.

Le seul point commun a I’ensemble des maladies polyAla et polyQ est la capacité des
protéines mutées a former des agrégats nucléaires ou cytoplasmiques. En particulier, les
agrégats nucléaires retrouvés dans les myonuclei des patients OPMD sont le marqueur

histopathologie de la maladie et seront largement décrits dans la partie I'V.
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MALADIES POLYALANINE

MALADIES POLYGLUTAMINE

Maladie Géne Taille Age d’apparition Symptomes Corrélation Agrégats
répétition
Fusion ou multiplication des
synpolsy}:;tclrt(}):l};e(SPD) HoxD13 10722 Conggénital extrémités G/p! Cyto*
Hypoplasie/aplasie de la
Dysplasie L. clavicule ; persistance des 2
cleidocr}z;nri)ale (CCD) RUNX2 17->27 Congénital fontanelles ; are NA
anomalies dentaires
Dystrophie musculaire Dysphaglel, PtOSIS > fa1bllesse G/P
oculopharyngée =~ PABPNI 10->11-18 Tardif (env. 50 ans) fnuseuiaire proxima 3 Noyau
(OPMD) A/G
Défaut de clivage du
Holoprosencéphalie prosencéphale ; manifestat.ions .
ZIC2 15->25 Congénital neurologiques et anomalies G/P Non
(HPE) R
aciales
Retard mental 1ié a Retard mental, anomalies
I’X et déficitaire en facies, nanisme
hormone de SOX3 15->26 congénital NA Cyto*
croissance
(XLMR+GHD)
Retard mental lié a 16 ->18 or 23 Syndrome neurologique sévére
I’X avec anomalies ARX 12> 20 congénital NA Cyto*
génitales (XLAG)
.. Atteinte systéme nerveux ;
Syndrome congénitale absence du contréle de la 5
d’hypoventilation PHOX2B 20 ->25-29 congénital respiration G/P Cyto et noyau*
central (CCHS)
Syndrome Trouble ophtalmologique
Blepharophimosis- £y > 14 599 94 congénital G/P®  Cyto et noyau*
ptosis-epicanthus
inversus (BPEIS)
L Pouces/orteils petits ; fusion
Syndrome main-pied- )y 13 18 - 24 ou 26 congénital des extrémités ; anomalies NA Cyto*
utérus (FGS) L
génitales
- |
Ataxie Ataxie, dysarthrie, défauts G/A7
spinocerebelleuse de  ATXNI 27-36->39-82 30 ans cognitifs et moteurs 7 Noyau
G/P
type 1 (SCA1)
Ataxie Ataxies, deErloraFlon mentale, A/p’
. parkinsonisme 7
spinocerebelleuse de  ATXN2 15-32->33-64 2-65 ans G/A Noyau
type 2 (SCA2) G/P’
Ataxie Ataxie, dysarthrie, défauts G/A7
spinocerebelleuse de  CACNAI 8-14->20-33 20-30 ans oculomoteurs G/p’ Cyto
type 6 (SCA6)
Ataxie Ataxie, dégénérescence G/IA7
spinocerebelleuse de  ATXN7 7-35->38-200 0-50/60 ans rétinienne, dysphagie 7 Noyau
G/P
type 7 (SCAT)
Ataxie Ataxie, déclin cognitif, G/p°
spinocerebelleuse de TBP  29-42->50-63 3-55 ans démence AJGS Noyau
type 17 (SCA17)
Maladie d I Ataxie, dysphonie, G
Macz;‘o l(elxajli?ssecpAs) ATXN3 12-43->52-86 5-75 ans parkinsonisme aIA7 Noyau
. Chorée, dysphonie, défauts 10
Huﬂg};ﬁ;ﬁ ?I?ID) HHT 6-35->>40 Tardif (30-50 ans) cognitifs et psychiatriques ,S//g“ Noyau et cyto
Atrophie dentato- 7.34 49 o Juvénile : 1-20 ans Ataxie, Epilepsie, démence "
rubro-pallido- ATNI | adulte : entre 20 et 40 ans G/P Noyau
luysienne (DRPLA) pius tardif : aprés 40 ans
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Tableau 1: Maladies polyalanine vs maladies polyglutamine

La taille de la répétition est représentée comme le nombre de répétitions chez individus sains ->
nombre de répétitions chez les patients

Corrélation : G : génotype ou taille de I’expansion ; P : phénotype ; A : 4ge d’apparition

NA : Données non connues ;

*: Les agrégats ont ¢t¢ identifiés dans des mod¢les in vivo ou in vitro mais pas sur des échantillons de
patients (Shoubridge and Gecz, 2013). Les études de corrélations réalisées dans les différentes
maladies sont numérotées dans le tableau et correspondent aux références suivantes :

" (Goodman et al., 1997) ’(Toyoshima and Takahashi, 2018)
*(Jaruga et al., 2016) % (Maciel et al., 1995)

3 (Richard et al., 2017) % (Sun et al., 2017)

3 (Keaton et al., 2011) ' (Stine et al., 1993)

* (Parodi et al., 2010) " (Ikeuchi et al., 1995)

>(De Baere et al., 2001) "% (Suzuki et al., 2008)

b (Riib et al., 2013) "*(La Spada et al., 1991)

II1. Structure, localisation et fonctions de PABPN1

1) Structure

1.a) Structure du géne

Le géne PABPNI pour « poly(A) binding protein nuclear 1 » initialement nommé PABII
(Nemeth et al., 1995) puis PABP2 (Brais, 1998) est situé sur le chromosome 14, en position
14q11 (Brais, 1998; Brais et al., 1995a). La séquence du géne humain a été¢ déterminée par
séquencage en se basant sur celle du gene PABPNI bovin déja connue. Le géne est d’environ
6000 paires de bases, est composé de 7 exons, de 6 introns et des régions non traduites en 3’
et 5° (3’ et 5° UTR). La transcription se fait selon 1’orientation centromere vers télomere
(Brais, 1998).

Depuis la découverte du gene, I’étude des transcrits par Northern Blot sur différents modeles
a permis d’identifier deux types de transcrits alternatifs:

1/ Les transcrits retenant des introns : avec I’aide des données générées par les
marqueurs de séquences exprimées (ESTs pour expressed sequence tag) , il a été observé que
60 % des transcrits de PABPNI humain et bovin retenaient les introns 1 et 6 (Brais, 1998;
Nemeth et al., 1995). D’un autre coté, 1’étude de I’ ARNm de PABPNI sur des cellules
humaines non musculaires montre également 2 transcrits alternatifs de 1,5 et 3,5 kb mais
retenant plutot les introns 2 et 6 (Corbeil-Girard et al., 2005). Enfin, sur des cellules
HEK293T il a été¢ montré que PABPNI1 retenait également les introns 2 et 6 (Bergeron et al.,
2015).
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2/ Les transcrits issus d’une polyadénylation alternative de la partie 3’UTR:
L’étude de I’expression de PABPNI sur tissu de souris révele 2 transcrits : un de 2,1kb
particulierement faible dans le muscle et un de 1,4 kb prédominant dans les testicules

(Apponi et al., 2013a; Lee et al., 1998).

Afin de comprendre la régulation de I’expression des transcrits de PABPNI, plusieurs
études se sont penchées sur la structure de la partie 3’UTR qui régule la stabilité, I’export, la
localisation et la traduction des ARNm (Matoulkova et al., 2012).

Cette partie contient notamment le signal canonique de polyadénylation (PAS)
caractérisé par le motif AAUAAA et indispensable au clivage en 3’ et a la polyadénylation
des pré-ARNm (Proudfoot, 2011). Un premier PAS au motif classique AAUAAA situé a 849
bp du codon stop a été¢ identifié et est utilisé pour générer un transcrit de 2,1kb. Un autre PAS
putatif au motif ATTAAA situé¢ a 66bp du codon stop identifi¢ par une expérience de
protection a la RNAse (RNA protection assay) justifie la présence d’un transcrit de 1,4kb
(Apponi et al., 2013a; Lee et al., 1998).

Il a été montré dés 1998 que la partie 3’UTR de ’ARNm de PABPNI contenait un
¢lément déstabilisant riche en AU (ARE) (Lee et al., 1998). Ces séquences sont généralement
représentées par le pentamere « AUUUA » et sont divisées en 3 classes : la classe I ne
contenant qu’un seul motif AUUUA, la classe II en contenant plusieurs et la classes III
contenant un motif « GUUUG ». Ces ARE sont reconnues par un groupe bien identifi¢ de
protéines de liaison a ’ARN : NF90, HUR, TTP, AUF1, KSRP et BRF1 dont la fixation
aboutira soit a la stabilisation soit a la déstabilisation du transcrit (Matoulkova et al., 2012).

Dans le cas de PABPN1 4 ARE ont été identifides : un ARE de classe I situé juste
apres le PAS1 et 3 AREs de classe III situés entre le PAS1 et le PAS2 (Phillips et al., 2018)
(figure 11).
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Figure 11: Structure du géne PABPNI et de ses transcrits

ElaE7:exons1a7,11al6:Introns1a6;PAS : signal de polyadénylation

Les boites colorées numérotées de 1 a 4 dans la partie 3’ du pré-ARNm correspondent aux domaines
ARE1 a ARE4.

Transcrits retenant les introns 1 et 6 suivant Brais ef al. 1998 ; les introns 2 et 6 suivant Bergeron et
al. 2015 et Corbeil-Girard et al. 2005

Transcrits issus de polyadénylation alternative suivant Apponi et al. 2013 et Lee ef al. 1998

Structure de la partie 3°UTR suivant Philipps et al. 2018

1.b) Régulation des transcrits de PABPN1

PABPNI est un geéne ubiquitaire pourtant son expression est bien plus faible dans le
muscle que dans les autres tissus. En bloquant la transcription avec de 1’actinomycine D dans
du muscle et du rein de souris, il a ét€ montré que la demi-vie de I’ARN musculaire était bien
plus courte que celle de I’ARN rénale (2,3h contre plus de 6h) ce qui suggere que I’instabilité
de ’ARN dans le muscle est a 1’origine de sa faible expression (Apponi et al., 2013a). De
plus, il a été¢ montré chez I’homme que le niveau de transcrit PABPNI diminuait dans le
muscle avec 1’age alors que ceci n’est pas le cas dans le sang, les glandes parotides, et le rein

(Anvar et al., 2013). Au niveau protéique, il a ét€¢ montré chez la souris et chez ’homme que
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I’expression de PABPN1 est également bien plus faible dans le muscle que dans les autres
tissus (figure 12 A-C). De plus, il a été montré chez la souris que dans les muscles d’origine
craniofaciale (muscle masséter, de la langue et du pharynx), la protéine était encore moins
exprimée que dans les autres muscles (figure 12B). Par ailleurs, il est particulierement
intéressant de noter que dans le cerveau, qui est également un tissu post-mitotique, le niveau

de PABPNI est tres élevé (figure 12B-C) (Apponi et al., 2013a).
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Figure 12: Le niveau d'expression de PABPN1 est faible dans le muscle

Niveau protéique de PABPN1 évalué dans différents organes chez la souris (A-B) et chez I’homme
(C). Apponi et al. 2013

Les connaissances actuelles sur la régulation de I’expression du géne PABPNI ne permettent
pas d’expliquer pourquoi son niveau est plus faible dans le muscle que dans les autres tissus.
Cependant des études récentes proposent des modeles de régulation du géne in vitro qui
restent & démontrer a la fois dans le muscle et in vivo:

1. Afin de comprendre la régulation de 1’expression de PABPNI dans le muscle, des
constructions 3’UTR-luciférase individuellement délétées d’un des 4 AREs ont été
transfectées dans des C2C12. L’activité luciférase est augmentée de 25% lorsque ARE3 est
muté et de 15% lorsque ARE4 est mutée (Phillips et al., 2018). Par CLIP-seq, il a alors été
montré que la protéine de liaison a ’ARN HUR se fixait au niveau de ARE4 et régulait
négativement son expression dans les myotubes C2C12 et dans les muscles de souris
(Phillips et al., 2018).

2. Une autre étude effectuée sur un modele non musculaire montre que PABPNI1 peut
produire un transcrit circulaire nommé circPABPNI qui correspond a une circularisation de

I’exon 6. Les ARN circulaires ont été identifiés par des études de RNA-seq et sont crées par

33



un mécanisme d’épissage ou le site donneur en aval d’un exon fait une liaison covalente avec
le site accepteur en amont du méme exon (Barrett and Salzman, 2016). Bien que les fonctions
et caractéristiques de cet ARN circulaire ne soient pas du tout connues pour PABPNI1, il a été
montré par immunoprécipitation sur RBP (RIP) sur des cellules HeLa que la protéine de
liaison a PARN HUR se fixait a circPABPNI mais sans en affecter son expression.
Cependant, la surexpression de circPABPN1 dans les cellules Hel.a empéche la fixation
de HUR a certaines de ces cibles dont PARNm de PABPNT1 et, contrairement a 1’étude
précédente, ceci a pour conséquence de diminuer la traduction de PABPN1 (Abdelmohsen et
al., 2017).

3. Enfin il a ét¢é montré sur cellule HelLa que PABPN1 était capable de
s’autoréguler en induisant la dégradation de son propre pré-ARNm : la surexpression de
la protéine PABPN1 dans des HeLa entraine une diminution du ratio épissé/non €pissé de son
propre ARN avec le transcrit non épissé retenant 1’intron 6. En utilisant un minigéne ne
contenant qu’un bout de I’exon 6, I’intron 6 et ’exon 7, il a été montré que cette partie 3’ de
I’ARN de PABPNI et en particulier 1’intron 6 était indispensable a 1’autorégulation du géne
(Bergeron et al., 2015). En utilisant la technique de retard sur gel (EMSA pour eletrophoretic
mobility shift assay), les auteurs montrent que la protéine PABPNI1 régule I’expression de
son propre gene en se fixant sur ARE1 ce qui favorise 1’expression de la forme non-épissé de

PABPNI. Ceci entraine sa dégradation et donc la diminution des transcrits de PABPNI.

1.c¢) Structure de la protéine

La protéine est composée de 306 acides aminés et posséde une masse de 32,8 kDa
(Lee et al., 1998) bien qu’elle soit observée sur gel dénaturant plutdét autour des 49 kDa
(Wahle, 1991). En condition native, la protéine existe a 1’équilibre sous forme de monomeres,
dimeres et oligomeres. Structurellement, la protéine est divisée en trois domaines majeurs. La
fonction de chacun de ces domaines a été déterminée par mutagenese dirigée contre la
protéine :
Le domaine N-terminal (acides aminés 1 a 146) contient le stretch d’alanine et une région
nécessaire a la fixation de la poly(A) polymérase (PAP) nommée région « coil-coiled
»(Kerwitz et al., 2003). Cette région est prédite a faible complexité en condition native c’est a

dire qu’elle ne se replie pas suivant une structure tertiaire spécifique.
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Le domaine RRM (acides aminés 161 a 257) pour « RNA recognition motif » posséde une
haute affinité¢ de liaison aux ARN polyA (Kiihn et al., 2003). Ce domaine posséde une
structure tertiaire précise composée de 4 feuillets B et deux hélices a (Ge et al., 2008).

Le domaine C-terminal (acides aminés 257 a 306) contient un signal de localisation
nucléaire (NLS) (Kerwitz et al., 2003; Kiihn et al., 2003) et 13 résidus arginine
asymétriquement déméthylés impliqués dans le transport de la protéine (Fronz et al., 2011)
(figure 13).

Ces 3 domaines sont trés bien conservés entre les especes et les études de phylogénie
ont montré plus de 90% de similarité entre la protéine humaine et les protéines bovines et
murines (Banerjee et al., 2013). L analyse structurelle de ces différents domaines révele qu’a
I’exception du domaine RRM, I’ensemble de la protéine ne contient pas de structure tertiaire
particuliere en condition physiologique (Tavanez et al., 2009). Cette propriété confére a la
protéine un désordre intrinséque unique qui permet aux protéines d’étre trés dynamiques et

impliquées dans différentes fonctions en méme temps (Uversky et al., 2008).

Localisation nucléaire

mutée dans Requis pour Fixation aux ARN poly(A) Fixation aux ARN poly(A)
OPMD stimulation PAP Oligomérisation Oligomérisation
[ 1 | ] | I 1
N-terminale Motif de reconnaissance de I'’ARN C-terminale
- — - - < >
Ala 10 i Domaine de reconnaissance de ’ARN (RRM) C-Terminus
1 119 146 161 257 306

Figure 13: Structure de la protéine PABPN1

Trois domaines composent la protéine : le domaine N-terminal contenant le stretch d’alanine et un
domaine « coiled-coil » permettant la stimulation de la PAP ; le domaine « RRM » de fixation aux
ARN et le domaine C-terminal contenant le signal de localisation nucléaire (NLS)

Adapté de Banerjee ef al. 2013

1.d) Localisation

La protéine PABPNI1 est localisée au niveau des « speckles » nucléaires qui sont des
structures sans membranes essentielles a 1’assemblage, au stockage et au recyclage des
facteurs de maturation des pré-ARNm ainsi qu’a leurs modifications post-transcriptionnelles
(Hall et al., 2006). In vitro, il a été montré que la localisation de PABPN1 dans ces speckles
¢tait dépendante des ARN poly(A) sur lesquels elle se fixe car une mutation dans son hélice
alpha, empéchant la stimulation de la PAP ou dans le domaine de fixation a I’ARN entraine

une répartition diffuse de la protéine dans le nucléoplasme (Messaed et al., 2007). Bien
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qu’elle soit majoritairement nucléaire, il a été montré grace a des études d’hétérocaryons que
PABPNI était capable de circuler du noyau au cytoplasme et inversement : en fusionnant une
cellule humaine (Hela) a une cellule de drosophile (SL2), la protéine PABPN1 humaine se
retrouve dans le noyau de cellule SL2 en I’absence de synthése protéique. Ceci suggere que
la protéine PABPNI, présente dans le noyau humain, est capable de diffuser dans le
cytoplasme pour rejoindre le noyau de drosophile (Calado et al., 2000a).

Compte tenu de sa petite taille (32,8 kDa), la protéine PABPN1 pourrait transiter du
cytoplasme vers le noyau de maniére passive en traversant simplement les pores nucléaires.
Cependant, il a été¢ démontré que le transport de la protéine dans le noyau dépendait de la
fixation a la protéine cargo transportine au niveau du signal NLS de PABPNI. Le transport
de PABPNI est affecté lorsque les arginines situées en C-terminal de la protéine sont
méthylées (Fronz et al., 2011). Bien que PABPNI soit clairement 1ié au ARNm poly(A), son
transport ne dépend pas de leur fixation puisque le traitement de cellules Hela a
I’actinomycine D, bloquant la transcription et donc 1’export d’ARN vers le cytoplasme,
n’empéche pas le transport de la protéine (Calado et al., 2000a).

Depuis I’étude de Wahle et al. en 1991 (Wahle, 1991) explicitant son réle dans la
polyadénylation des ARN, de nombreuses ¢tudes ont proposé de nouveaux rdles pour
PABPNI. Les différents rdles de la protéine dans le noyau seront détaillés dans le paragraphe

suivant :

2) Fonctions

2.a) Role dans la polyadénylation des ARNm

La polyadénylation consiste en 1’ajout successif de ribonucléotides Adénosine a
I’extrémité 3’ des ARN. Chez les eucaryotes, cette étape se déroule dans le noyau et est
essentielle a la maturation des ARN et a I’initiation de la traduction. La polyadénylation des
ARNm se fait lorsque le signal consensus de polyadénylation AAUAAA situé 10 a 30
nucléotides en amont du site de clivage est reconnu par le facteur de polyadénylation CPSF
(polyadenylation specificity factor). La poly(A) polymérase (PAP) peut alors enclencher le
processus de polyadénylation qui se fait en deux phases : une premicre addition lente de 10
adénosines dépendante de la fixation de CPSF au PAS puis une seconde, plus rapide,

indépendante de CPSF (Sheets and Wickens, 1989). En 1991, Wahle et al. identifient
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PABPNI1 comme second facteur spécifique de la seconde phase de polyadéylation en
démontrant son role dans la stimulation de la PAP permettant 1’élongation indépendante du
PAS (Wahle, 1991). 1l a été montré que la stimulation de la PAP par PABPNI1 correspondait
uniquement a son recrutement sur I’ARN cible et non pas a une stimulation catalytique
(Kerwitz et al., 2003) et qu’une fois que PABPNI1 est fixée a la queue poly(A), toutes les
adénosines sont recouvertes de la protéine (Kiihn et al., 2003). Le complexe ainsi formé par

PAP, CPSF et PABPNI1 sur I’ARN cible stabilise ce dernier (Bienroth et al., 1993).

2.b) Controle de la taille de la queue poly(A) des ARNm

La taille de la queue poly(A) est trés bien controlée et peut différer en fonction des
especes. Chez les mammiferes, la polyadénylation est compléte lorsque environ 250-300
adénosines ont ét¢ ajoutées alors que chez la levure Saccharomyces Cerevisae, 1a taille de la
queue poly(A) atteint classiquement 70 a 90 adénosines (Bienroth et al., 1993; Wahle, 1991).
Chez les mammiferes, lorsque 250 nucléotides ont été ajoutés, la polyadénylation ralentit et
le complexe formé par PABPN1, PAP et CPSF contrdle 1’ajout supplémentaire d’adénosine.
Grace a des études de polyadénylation in vitro, il a été proposé que PABPNI contrdlait le
nombre d’adénosine ajouté a la queue poly(A) par le modele suivant: une fois les 250
nucléotides ajoutés, PABPNI1 déstabilise le complexe PAP/CPSF mais stabilise la fixation de
PAP a I’ARN permettant la prolongation de la queue poly(A). Le réle de PABPNI1 dans le
contrdle de la taille de la queue poly(A) des ARN a d’abord été confirmé in vivo chez la
drosophile ou un mutation dans le géene PAB2 (homologue de PABPN1 chez la drosophile)
entraine un raccourcissement de la taille de la queue poly(A) (Benoit et al., 2005). Par la
suite, ’extinction de PABPN1 par ARN interférant dans des myoblastes de souris montre
que I’expression des ARNm avec une longue queue poly(A) diminue de 50% (Figure 14)
(Apponi et al., 2010). Cependant une ¢tude similaire réalisée sur cellules HeLa contredit ces
résultats en montrant que la déplétion de PABPNI1 n’entraine ni une diminution du niveau de
transcrit ni un raccourcissement de la queue poly(A) des ARNm étudiés (Beaulieu et al.,
2012). Ces résultats soulignent I’importance d’étudier PABPN1 dans le muscle afin de
comprendre son role spécifique dans le muscle et quelle fonction de la protéine est altérée

dans I’OPMD.
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Figure 14: PABPN1 contrdle la taille de la queue poly(A) dans les cellules musculaires

(A) Taille des queues poly(A) des ARN radio-marqués issus de myoblastes primaires de souris
provenant de muscles de la patte (L), du pharynx (Ph) et des muscles extraoculaires (EOM)
transfectés avec un siRNA dirigé contre PABPNT1 (2) ou un siRNA contréle (C). (B) Quantification
du nombre d’ARN radio-marqués ayant une longue queue poly(A) (env. 300nt) et une courte queue
poly(A) (env. 100nt). Figure tirée de Apponi et al. 2010

2.c) Réle de PABPN1 dans I’export nucléaire

PABPNI est une protéine majoritairement nucléaire et posséde un analogue dans le
cytoplasme, PABPC1, impliqué dans la stabilité de I’ARNm (Afonina et al., 1997; Bernstein
et al., 1989; Ford et al., 1997; Wormington et al., 1996) et dans sa traduction (Craig et al.,
1998). Plusieurs études démontrent que I’export nucléaire des ARNm est fortement lié a la
queue poly(A) et au processus de polyadénylation (Huang and Carmichael, 1996;
Vinciguerra and Stutz, 2004). En plus de son role dans la polyéadénylation des ARN, il a été
montré que PABPNI restait associé a I’ARNm au niveau des pores nucléaires (Bear et al.,
2003). Ces éléments ont amené I’hypothese que, dans les cellules musculaires, PABPN1
pouvait jouer un role dans le transport des ARNm du noyau au cytoplasme : par hybridation
in situ de la queue poly(A) ARNm, il a été montré qu’en ’absence de PABPNI, le transport
nucléaire des ARN poly(A) était diminué de moitié et qu’ils s’accumulaient donc dans le

noyau (Figure 15) (Apponi et al., 2010).

38



Poly(A) dapi

Figure 15: PABPN1 est importante pour le transport des ARNm

siCTL

siPABPN1

Myoblastes murins primaires transfectés avec un ARN interférant contrdle (siCTL) ou dirigé contre
PABPNI1 (siPABPN1). Le transport des ARN poly(A) est suivi par fluoresence in situ (FISH)
(Poly(A)). Figure tirée de Apponi et al. 2010

2.d) Role dans le choix du site de polyadénylation

Le clivage et la polyadénylation des ARN sont contrdlés par la fixation des facteurs
CPSF et CstF (cleavage stimulation factor) sur des séquences spécifiques : la séquence
canonique AAUAAA reconnue par CPSF et située en amont du site de clivage constitue le
signal de polyadénylation proximal par rapport au promoteur (PASp). En position distal du
promoteur on retrouve une séquence riche en U et en GU qui constitue le signal de
polyadénylation distal (PASd) (Lutz, 2008). La polyadénylation alternative (APA) a lieu dans
la partie 3’'UTR des ARN et consiste a utiliser I’un ou I’autre des PAS pour générer deux
transcrits de taille différente a partir du méme pré-ARNm. Ce mécanisme est répandu chez
les mammiferes avec plus de 70% des ARNm subissant un APA afin de réguler I’expression
des genes (Derti et al., 2012; Hoque et al., 2014). Ce processus est souvent tissu-spécifique et
il a par exemple était montré que le tissu neuronal humain favorise 1’utilisation du PASd alors
que le PASp est généralement plus utilisé dans le sang ou dans les testicules (Liu et al., 2007,
Zhang et al., 2005). La fixation de protéines de liaison & ’ARN (RBP) sur les séquences
riches en AU, GU, CU et CA de la partie 3’UTR des pré-ARNm joue un rdle important dans
la stabilité, la localisation et ’efficacité de traduction de I’ARNm (Andreassi and Riccio,
2009; Fabian et al., 2010). Un criblage par ARN interférant ciblant des RBPs humains a
permis d’identifier PABPN1 comme étant un suppresseur de polyadénylation alternative : la
déplétion de PABPNI1 dans des cellules HeLLa montre un raccourcissement global des régions

3’UTR des ARNm di a une utilisation préférentielle du site proximal de polyadénylation.
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Ceci montre que PABPNI1 est impliqué dans le choix du site de polyadénylation (Figure 16)
(Jenal et al., 2012).
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Figure 16: PABPNI1 inhibe I'utilisation du site de polyadénylation proximal

D’apres Jenal et al. 2012

2.e) Réle dans I’hyperadénylation et la dégradation des ARN

La polyadénylation des ARN est importante pour leur maturation et leur traduction.
Cependant, plusieurs études réalisées a la fois chez I’homme, les plantes, et la levure révelent
que la queue poly(A) peut également jouer un réle de signal de dégradation des ARN par les
exosomes nucléaires (Kilchert et al., 2016). Chez ’homme, 1’exosome nucléaire concentre
les exonucléases hRRP6 et hRRP44 qui dégradent I’ARN polyadénylé par le complexe de
polyadénylation TRAMP dont MTR4 est I’essentiel co-facteur (LaCava et al., 2005).
L’activité de TRAMP consiste donc a ajouter une petite queue poly(A) sur les ARN cibles
qui sont ainsi reconnus et totalement dégradés par les exonucléases hRRP6 et hRRP44
(figure 17). En 2016, il a été montré que PABPNI1 se liait physiquement 8 hMTR4 (Meola et
al., 2016).

PABPN1
/_\/\AAAAAAAA>
exosom

MTR4

Complexe
Trfdp/5p
TRAMP AIR1p/2p

Figure 17: PABPN1 aide au recrutement de 1'exosome nucléaire

La fixation du complexe TRAMP a PABPNI1 permet le recrutement de 1’exosome nucléaire et la
dégradation des ARN polyadénylés. Le complexe TRAMP est composé des deux poly(A) polymérase
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Trf4p/5p utiles a I’ajout de la queue poly(A) sur les ARN a dégrader et de deux cofacteurs a doigts de
zinc Airlp/2p.

Chez les mammifgeres, I’implication de PABPN1 dans le systeme de dégradation
exosomale a été d’abord mis en évidence par Beaulieu ef al. en 2012 : la déplétion de
PABPNI dans des cellules HeLLa montre une sur-expression des IncRNAs ce qui suggere que
PABPNI aide a la dégradation de ces transcrits. En mutant des éléments du complexe
TRAMP, les auteurs montrent que la dégradation des IncRNAs médiée par PABPNI est
dépendante de I’exosome nucléaire (Beaulicu et al., 2012). Il a par ailleurs ét¢ montré que
cette dégradation était dépendante de la PAP canonique stimulée par PABPN1 (Bresson and
Conrad, 2013).

La polyadénylation ainsi dépendante de PABPNI1 et PAP est nommée PPD pour
« PABPNI and PAP a/y-mediated RNA decay ». Elle est indépendante de CPSF et elle
permet une « hyperadénylation » puisqu’elle a lieu apres 1’étape de formation de la partie 3’
(Bresson et al., 2015). Afin d’identifier plus globalement les cibles du PPD, Bresson ef a/ ont
réalisé un RNA-seq sur des cellules ou I’hyperadénylation a été inactivée. Ils observent que
plusieurs classes de IncRNAs ainsi que des ARNm et des pré-ARNm retenant des introns
sont sensibles au PDD. En accord avec 1’¢tude global de Bresson ef al. (Bresson et al., 2015),
il a été¢ mis en évidence que PABPNI avait un réle dans la maturation du IncRNA de la
télomérase humaine (hTR). Par délétion de PABPN1 dans des HEK293T, il a été montré que
le maintient des télomeres dépendait de la maturation de I’extrémité 3° de hTR par PABPNI.
Les auteurs proposent que la maturation de la partie 3’ de hTR assurée par PABPNI et la
dégradation médiée par TRAMP sont en compétition pour réguler cet ARN et que 1’équilibre
entre maturation et dégradation permet un controle de 1’expression de hTR (Nguyen et al.,
2015).

Ces résultats sont en accord avec des résultats chez la levure qui montrent a 1’aide de
puces a ADN qu’en ’absence de pab2, on observe majoritairement une accumulation de
snoRNA (small nucleolar RNA) polyadénylés (Lemay et al., 2010) : Pab2 se localise a
I’extrémité 3’ des snoRNAs et est li¢ a I’exosome nucléaire suggérant que Pab2 recrute

I’exosome nucléaire pour procéder a la dégradation des snoRNAs polyadénylés.

2.f) Role dans la régulation de I’épissage des ARNm

L’épissage alternatif des pré-ARNm est un élément clé a la régulation de 1’expression

des geénes faisant intervenir le spliceosome, un complexe de ribonucléoprotéines
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majoritairement constitué de 5 petits ARN nucléaires (snRNA). Dans la plupart des cas,
I’épissage consiste dans la fixation du snoRNA Ul a I'extrémité 5’ de ’intron a épisser, la
reconnaissance de I’extrémité 3 de ce dernier par U2AF65 et la liaison du point d’ancrage de
I’intron par U2 snoRNA. S’ensuit le recrutement de U4, U5 et U6 permettant un
réarrangement du splicéosome et la libération de Ul et U4 aboutissant a ’initiation de
I’épissage (Wang and Burge, 2008). Plusieurs études montrent que 1’épissage a lieu en méme
temps que la transcription (Ameur et al., 2011; Carrillo Oesterreich et al., 2010; Khodor et
al., 2012; Tilgner et al., 2012) cependant, il arrive que les deux événements soient séparés: le
pré-ARNm polyadénylé retient alors les introns dans 1’attente d’étre épissé. Ce type
d’éveénement a été le plus souvent observé pour les introns se situant en 3° de I’ARN, 1a ou la
machinerie d’épissage a le moins de temps pour intervenir avant clivage et polyadénylation
de ’ARN (Khodor et al., 2011, 2012; Tilgner et al., 2012; Wetterberg et al., 1996).

Afin de pouvoir étudier le mécanisme d’épissage non couplé a la polyadénylation, des
cellules HEK293T ont ét¢ modifiées par la transfection des constructions suivantes: une
construction correspondant & ARN rapporteur B-globine possédant 1 intron proximal (intron
1) et 1 distal (intron 2) proche de la partie 3’; la méme construction ou la partie 3’ de ’ARN
a été modifié en remplacant le signal de polyadénylation par un ribozyme capable de s’auto-
cliver et précédé de 46-adénines (46-RZ). L’extinction de PABPN1 dans ces cellules montre
une incapacité a épisser I’exon 2 dans 1’'une ou I’autre des constructions démontrant que
PABPNI joue un réle dans 1’épissage des introns distaux des ARN polyadénylés (Muniz et
al., 2015). Dans cet article, les auteurs montrent que I’activité d’épissage est dépendante de la
stimulation de la PAP par PABPNI1 et qu’ensemble ils aident a la fixation du facteur
d’épissage U2AF65 mais uniquement au niveau des introns terminaux. Les pré-ARNm non
épissés en I’absence de PABPN1 sont dégradés par la machinerie de I’exosome nucléaire.

En plus de ce role, PABPNI est capable de s’autoréguler en influencant 1’épissage
alternatif de son propre ARNm (Bergeron et al., 2015) (voir la partie « régulation des

transcrits de PABPN1» page 29).

2.g) Role dans la formation des paraspeckles

Plusieurs études ont démontré le role de PABPNI1 sur le IncRNA NEAT! (Beaulieu et
al., 2012; Bresson and Conrad, 2013) qui est 1’élément central dans la formation des
paraspeckles. Ce compartiment nucléaire est impliqué dans la régulation de I’expression de

genes en retenant les ARN dans le noyau : chez la souris ce systéme de régulation a été mis
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en évidence par la découverte du transcrit Ctn, alternatif au transcrit mCAT2. Ctn differe de
mCAT?2 de par sa partie 3’ qui bien plus longue et qui contient des motifs en téte d’épingle
qui sont hyperédités de base adénosine en inosine. Ce transcrit Ctn est retenu dans le noyau et
est édité¢ au niveau des paraspeckles avant d’étre clivé et relargué dans le cytoplasme ou il
sera traduit en protéine (Bond and Fox, 2009). Chez I’homme, le transcrit Ctn n’existe pas,
cependant il a été montré que beaucoup d’ARN humains contenant des répétitions inversées
(séquences ALU) étaient retenues dans le noyau ce qui est associé¢ a une édition adénosine-
inosine par les paraspeckles (Chen et al., 2008; Iseli et al., 2002). Par exemple, il a été montré
que les transcrits PAICS et NUP43 étaient retenus dans le noyau et que la mutation d’un des
¢léments des paraspeckles (par exemple NEAT1) aboutissait a un export nucléocytoplasmique
de ces ARN (Chen and Carmichael, 2009; Yoon et al., 2014).

Des expériences in vitro montrent que la déplétion de PABPN1 dans des myoblastes
murins entraine une augmentation de I’expression de NEAT! (Banerjee et al., 2017; Beaulieu
et al., 2012) et que PABPNI se lie physiquement a NEATI (Banerjee et al., 2017). Cette
augmentation est associée a une modification de I’édition du géne Crn. Dans des myoblastes
humains, la déplétion de PABPNI1 entraine une accumulation cytoplasmique des transcrits
NUP43 et PAICS ce qui suggere une incapacité des paraspeckles a retenir ces transcrits

(Banerjee et al., 2017).

2.h) Réle dans la myogenése

I a été montré que la déplétion de PABPN1 dans des myoblastes de souris empéchait
la prolifération et la différenciation (Apponi et al., 2010). Par ailleurs, il a ét¢ démontré que
I’extinction de PABPN1 chez la souris aboutissait a des atteintes musculaires (Malerba et al.,
2017; Riaz et al., 2016). En accord avec cette étude, il a ét€ montré que 1’expression exogene
de PABPNI dans des C2C12 favorisait la différenciation (Kim et al., 2001). La protéine
nucléaire SKIP interagit avec la partie N-terminale de PABPNI et active la transcription du
facteur myogénique myoD. Ceci entraine une augmentation de I’expression des marqueurs de
différenciation myogénine et MLClIa (pour myosin light chain Ia). De ce résultat, les auteurs
suggerent que PABPNI pourrait étre un co-facteur potentiel de la transcription ou de ces

protéines régulatrices dans le muscle.

L’ensemble des fonctions nucléaires de PABPNI est résumé dans la figure 18.
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Figure 18: Fonctions nucléaires de PABPN1

1/ Le facteur de polyadénylation CPSF et PABPN1 sont nécessaires a I’ajout d’adénosines en position
3’ de ’ARN par la polyA polymérase (PAP). PABPNI contrdle également le nombre d’adénosines
ajoutées. 2/ PABPNI1 reste associ¢ au ARNm polyA au niveau des pores nucléaires et est nécessaire a
leur export. 3/ Le signal de polyadénylation (PAS) fort est privilégi¢ en présence de PABPNI1. 4/
Intervention dans I’hyperadénylation des ARN a dégrader et recrutement de I’exosome nucléaire pour
digestion des ARN cibles. 5/ Aide a I’épissage des introns en positions 3° de ’ARN. 6/ Agit sur le
niveau d’expression du IncRNA NEATI, élément essentiel des paraspeckles dont le rdle est
notamment de retenir et de modifier les transcrits par une édition des bases adénosines en inosines. 7/
Interagit avec le facteur SKIP qui a un réle dans la régulation de 1’expression du facteur myogénique
myoD.

IV. Les agrégats dans I’OPMD

1) Les agrégats de PABPN1

1.a) Structure et localisation

En 1980, Tomé et Fardeau décrivent pour la premicre fois des inclusions
filamenteuses dans les noyaux des muscles de patients OPMD. Par microscopie €lectronique,
ils mettent en évidence des filaments tubulaires de 8,5 nm de diamétre externe et 3 nm de
diameétre interne. Leur taille est d’environ 0,25 pm et ils sont la plupart du temps rectilignes.
Ils s’orientent dans plusieurs directions mais forment des palissades lorsqu’ils sont tres

abondants (Tomé and Fardeau, 1980). Ces agrégats se localisent dans des domaines
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nucléaires qui ne contiennent pas de chromatine (Bengoechea et al., 2012; Tomé and
Fardeau, 1980) et ne sont délimités par aucune membrane (Martin et al., 1982) (figure 19).

Ces inclusions sont observées uniquement dans les noyaux des muscles (myonuclei)
mais pas dans les autres cellules qui peuvent étre observées sur une biopsie musculaire
(cellules satellites, endothéliales, péricytes, fibroblastes et cellules de Schwann) (Coquet et
al., 1990; Tomé and Fardeau, 1980; Tomé et al., 1997). Par ailleurs, des inclusions similaires
contenant notamment PABPNI1 et ’ubiquitine ont été observées dans les neurones d’un
patient OPMD (Dion et al., 2005).

L’atteinte restreinte au muscle dans ’OPMD a été reproduite dans un modéle murin
sur-exprimant PABPN1-13 alanines sous le contréle d’un promoteur CAG ubiquitaire qui
montre que de tous les organes analysés (cerveau, poumon, cceur, foie, rate, rein, intestin,
colon et muscle), seul le muscle montre des anomalies histologiques (Hino et al., 2004). De la
méme mani¢re, un autre mode¢le murin sur-exprimant PABPN1-13 alanines également sous le
contrdle d’un promoteur ubiquitaire révele la présence d’agrégats de PABPN1 uniquement
dans les tissus post-mitotiques (le muscle et le cerveau) et pas dans les tissus mitotiques
observés (poumon, rein, foie, rate) (Dion et al., 2005).

Parmi 700 biopsies musculaires observées par microscopie €lectronique, aucune n’a
montré d’inclusions semblables a celles observées dans I’OPMD mettant en évidence leur
spécificité pour cette maladie (Tomé and Fardeau, 1980, 1986). En particulier, les agrégats
décrits dans ’OPMD ne ressemblent pas a ceux observés dans la myosite a inclusions (IBM)
qui sont retrouvés a la fois dans le cytoplasme et dans le noyau avec un diameétre supérieur
(de 15 a 18 nm) (Coquet et al., 1990; Yunis and Samaha, 1971).

Aujourd’hui ces agrégats sont considérés comme le marqueur pathologique de la
maladie et de nombreuses études ont été menées pour tenter de comprendre leur composition

et leur réle dans la maladie.
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Figure 19: Agrégats pathologiques dans les noyaux musculaires de patients OPMD

Agrégats observés dans les muscles de patients OPMD par microscopie électronique. 1. Coupe
transverse d’un noyau montrant un agrégat nucléaire (délimité en bleu) organisé en palissade. 2. Zone
zoomée de la photo 1 montrant les filaments tubulaires orientés dans différentes directions. Adapté de
(Tomé¢ and Fardeau, 1980)

1.b) Composition

Chez I’homme, I’identification de protéines contenues dans les agrégats a été faite sur
coupes de biopsies musculaires de patients OPMD par immunofluorescence ou en
microscopie immunoélectronique (figure 20A). C’est en effet 1’utilisation d’un anticorps
anti-PABPNI couplé a des billes d’or qui a permis de démontrer que la protéine était bien
contenue dans les inclusions nucléaires filamenteuses observées dans les noyaux des muscles
des patients par microscopie électronique depuis 1980 (Bengoechea et al., 2012; Calado et
al., 2000b). Il est propos¢ que les agrégats contiennent a la fois PABPN1 muté et PABPN1
sauvage. Ceci a été confirmé sur cellules par la co-infection de PABPNI1-13alanines et
PABPNI1-10alanines démontrant que les deux formes de la protéine sont présentes dans les
agrégats (Klein et al., 2008). Depuis la découverte des agrégats par microscopie €lectronique,
’utilisation d’un anticorps dirigé contre PABPN1 permet de les observer par microscopie a
fluorescence (figure 20B). Depuis la découverte des agrégats, il a été¢ démontré par
immunofluorescence que 9 autres protéines co-localisaient avec les agrégats de PABPNI1
chez les patients OPMD.

Parmi elles figurent notamment 1’ubiquitine (figure 20C) et le protéasome 20s (figure
20D,E) qui sont des composants de la machinerie intracellulaire qui travaillent en
collaboration pour dégrader les protéines : par de multiples cascades enzymatiques assurées
par les ubiquitines ligases (E1 a E3), la protéine ubiquitine s’assemble en cascade sur un

substrat a dégrader. Ce dernier est ainsi reconnu par le protéasome, puis dé-ubiquitinylé par
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la sous-unité¢ 19s avant d’étre dégradé par la sous-unité 20s (Nandi et al., 2006). Ainsi,
I’ubiquitine est souvent retrouvée dans des inclusions contenant des protéines pathologiques
comme c’est le cas des inclusions d’alpha-synuclein dans la maladie de Parkinson (Tofaris et
al., 2003), de Tau dans la maladie d’Alzheimer (Oddo, 2008) ou de SODI dans I’ALS
(Bendotti et al., 2012). De plus, dans plusieurs maladies a expansion polyglutamine comme
les ataxies spinocérébelleuses de type 1 ou 3, on retrouve une accumulation d’ubiquitine et de
protéasome dans les agrégats formés par 1’ataxine-1 (Cummings et al., 1998) et I’ataxine-3
(Chai et al., 1999a).

Les protéines chaperonnes sont des protéines ubiquitaires, exprimées dans tous les
compartiments cellulaires et caractérisées par leur capacité a se lier et a stabiliser les
protéines naissantes. Parmi elles, les protéines de choc thermique HSPs (Heat Shock
Proteins) sont celles qui sont préférentiellement exprimées lorsque la cellule subit un stress
qui aboutit a la formation de protéines mal-conformées (Bukau et al., 2006). HSP70 est la
principale chaperonne de réponse au stress cytosolique et elle va reconnaitre les protéines
mal-conformées grace a 1I’hydrolyse d’une molécule d’ATP par ses co-chaperonnes de la
famille HSP40. Le complexe HSP70/co-chaperonne va alors soit procéder au bon repliement
des protéines soit a leur dégradation en engageant le co-facteur CHIP qui va enclencher la
dégradation du substrat par le systéme ubiquitine-protéasome (Esser et al., 2004). HSP70 a
¢été retrouvée dans les agrégats de PABPNI1 chez les patients OPMD (figure 20F) ainsi que
dans d’autres structures formées par des protéines pathologiques comme dans des modeles de
la maladie de Huntington (Novoselova et al., 2005). Il a ainsi été suggéré que cette
interaction reflétait un effort de la protéine chaperonne pour dissocier les agrégats (Liberek et

al., 2008).
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Figure 20: Composition des agrégats

PABPNI1, ubiquitine, protéasome, HSP70 composent les agrégats chez les patients OPMD. A.
Observation d’un agrégat de patient OPMD en microscopie électronique montrant une structure dense
et amorphe interconnectée par des filaments tubulaires. Chacune des structures est décorée par les
billes d’or couplées a un anticorps anti-PABPN1 (Bengoechea ef al. 2012). B. Agrégats observés par
immunofluorescence sur coupe de PABPN1 OPMD par marquage d’un anticorps anti-PABPN1
(vert) ;dystrophine (rouge), dapi (bleu). Observation d’ubiquitine (C), de protéasome (D,E) (Calado et
al., 2000b) et de HSP70 dans les agrégats de PABPN1 (Tavanez et al., 2009)

Tout comme HSP70, parmi les molécules retrouvées dans les agrégats de PABPN1

chez I’homme, certaines sont majoritairement cytoplasmiques, comme c’est le cas de PRMT1
(Herrmann et al., 2005) et FKBP12 (Nigam et al., 1993) ou méme extracellulaire comme
PCOLCE (Kessler et al., 1990). En plus de ces 9 protéines, d’autres ont été retrouvées dans
les agrégats de PABPNI1 en utilisant des mode¢les in vifro ou in vivo et leur présence chez
I’homme reste a explorer. L’ensemble des protéines décrites dans les agrégats se trouve dans
le tableau 2.
Alors que I’ADN et le nucléole sont exclus des agrégats de PABPNI, il a ét¢ montré par
sonde FISH oligod(T) dirigée contre la queue poly(A) des ARN que les agrégats contenaient
des ARN polyadénylés mais qu’ils excluaient les ARN ribosomaux (Calado et al., 2000b;
Klein et al., 2008). Enfin, il mis en évidence qu’ils retenaient le pré-ARNm de 7NNT3 (Klein
et al., 2016).
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ARIH2 Voir case du dessus NA H'? NA

E3 ligase
oPML Régulent des processus clés comme la transcription, NA H" NA
Protéine I’apoptose, la senescence, la response aux dommages de
leucémique I’ ADN ou la resistance aux micro-organismes.
promyelocytique Forme des corps nucléaires du méme nom.

Tableau 2: Composition des agrégats de PABPN1

Les protéines décrites dans les agrégats retrouvés dans des noyaux musculaires de patients OPMD
(biopsies), ou dans des mode¢les in vitro ou in vivo de surexpression de PABPN1 sont présentées dans
ce tableau.

NA : Non analysé ; + : présents ; - : absents

Modzéles cellulaires : Humain (H) : cellules HeLa sauf pour Corbeil-Girard ez al. 2005 : A549 ; murin
(M) : D7e pour Raz et al. 2011 et Raz et al. 2013 et C2C12 pour Anvar et al. 2011 ; singe (S): COS-7.
Modéles animaux : souris (M) OPMD A17.1 ; drosophile (D) (Mhc-Gal4/UAS).

Les études ayant utilisé des mod¢les musculaires pour analyser la composition des agrégats sont
écrites en vert et les références associées a chacun de ces mod¢les sont les suivantes :

! Calado, A et al. (2000) % Tavanez, J.P et al. (2009)

> Raz, V. etal. (2011) % Corbeil-Girard, L.P. et al. (2005)
3 Abu-Baker, A et al. (2003) 1 Fan, X. et al. (2003)

* Bao, Y.P. et al. (2002) "' Anvar, S.Y. etal. (2011)

>Raz, V. etal. (2013) "2 Raz, V. etal. (2014)

% Chartier, A. et al. (2013) 1> Abu-Baker, A. et al. (2005)

7 Bao, Y.P. et al (2004)

1.c) Agrégation et domaines structuraux de PABPN1

Role de la partie en N-terminale :

B. Brais a été parmi les premiers a proposer un modele ou I’expansion d’alanines dans

PABPNI1 modifiait les propriétés biophysiques de la protéine entrainant son accumulation en
agrégats insolubles et toxiques (Brais, 2003). Cette hypothése est confortée par différentes
études qui montrent que : 1/ les oligomeres polyalanine d’une taille supérieure a 8 alanines
consécutives forment spontanément des fibrilles in vitro (Billingsley et al., 1994); 2/ des
peptides contenant 14 résidus alanines forment in vitro des feuillets B résistants a la
dégradation (Forood et al., 1995) et 3/ la transfection de protéines de fusions ayant un long
domaine polyalanine montrent la formation d’inclusions intranucléaires (Gaspar et al., 2000;
Rankin et al., 2000).
Afin de tester si ’expansion dans PABPNI1 est décisive pour I’agrégation, les 125 premiers
acides aminés de la protéine contenant donc le stretch d’alanine ont été purifiés in vitro. Ces
125 acides aminés contiennent toute la partie en amont du domaine coil-coiled (voir partie
structure de PABPN1 page 30).

A partir de trois constructions contenant les 125 acides aminés de la partie N-

terminale avec soit 0, soit 10, soit 17 alanines il a ét¢ montré que : 1/ seuls les peptides
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contenant un stretch d’alanine, quelle qu’en soit la taille, pouvaient former des fibrilles 2/ les
fibrilles se forment plus rapidement a partir de la construction contenant 17 alanines comparé
a celle en contenant 10 (Scheuermann et al., 2003) et 3/ les fibrilles formées par la partie N-
terminale a 17 alanines sont plus résistantes a la dégradation par agents dénaturants que celle
a 10 alanines (Lodderstedt et al., 2007).

A Dinverse il a été montré, a la fois dans des modeles cellulaires et sur protéine
purifiée, que la forme complete de PABPNI peut former des fibrilles indépendamment du
segment d’alanine (Klein et al., 2008; Tavanez et al., 2005; Winter et al., 2012).

Au vu de ces observations a priori contradictoires, il a été proposé que la formation de
fibrilles de PABPN1 découle de deux mécanismes complémentaires 'un dépendant du
segment d’alanine dans la partie N-terminale et I’autre indépendant du segment d’alanine qui

implique donc les autres segments de la protéine (Winter et al., 2012).

Roéle des domaines coiled-coil, RRM et C-terminal :

Le domaine RRM (acides aminés 161 a 257) correspond au domaine permettant la
fixation de PABPN1 aux ARN. Il a été montré par transfection transitoire de cellules HeLa
qu’une mutation ponctuelle (F215A) au niveau du domaine RRM de PABPNI1 mutée
diminuait le nombre d’agrégats ainsi que leur taille (Messaed et al., 2007). Grace a la
cristallographie de la protéine PABPNI, il a été montré que le domaine RRM avait une
structure capable de se dimériser. De ces observations, certains auteurs ont suggéré que
I’agrégation pouvait provenir d’une dimérisation du domaine RRM (Ge et al., 2008; Song et
al., 2008). Il a été¢ montré que la création de pont disulfure dans la partie RRM de PABPN1
empéche la dimérisation de ce dernier et stabilise la protéine. A partir de ce modele, les
auteurs montrent que la stabilisation du domaine RRM retarde la formation de fibrilles in
vitro (Liebold et al., 2015).

Le domaine coil-coiled (acides aminés 119 a 146) permet la stimulation de la poly(A)
polymérase. En particulier une séquence de 30 acides aminés prédite pour former une hélice
alpha aliphatique est essentielle pour la stimulation de la poly(A) polymérase (Kerwitz et al.,
2003). Une mutation dans ce domaine entraine une diminution du nombre d’agrégats de
PABPNI1 in vitro (Messaed et al., 2007; Tavanez et al., 2005) et in vivo (Chartier et al.,
2006).

Le domaine C-terminal (acides aminées 257 a 306) contient notamment le signal de

localisation nucléaire NLS. Les auteurs ont utilisé le systéme double hybride pour montrer
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que la mutation de ce domaine (PABPNI1-ACter) empéchait son oligomérisation avec la
protéine PABPNI1 sauvage. De plus, la transfection de la protéine PABPNI1-ACter-GFP

empéche la formation d’agrégats (Fan et al., 2001).

Prédiction des domaines d’agrégation:

L’analyse de la structure de la protéine PABPNI in silico montre que le domaine RRM
présente des domaines « hot-spot » de capacité d’agrégation, ce qui est en accord avec les
analyses in vivo (Tavanez et al., 2005). Mis a part pour le domaine RRM, la protéine
PABPNI est prédite comme trés peu ordonnée, ne possédant pas de structure tertiaire
spécifique (voir paragraphe « structure de la protéine » page 30) (Tavanez et al., 2009).
L’analyse de la protéine purifiée contenant 10, 13, 15 ou 17 alanines montre que 1’expansion
d’alanine déstabilise la protéine et tend vers la formation de structures compactes
proportionnelles a la taille de I’expansion. En particulier 1’addition de 5 ou 7 alanines aboutit
a la formation d’hélice alpha dans la structure tertiaire de la protéine (figure 21). Ainsi, par
ces analyses de prédiction il a été¢ montré que l’expansion d’alanine introduisait une
déstabilisation de la protéine native ce qui accroit 1’hydrophobicité de la protéine. Cette
transition a pour conséquence de révéler les domaines hydrophobes de la protéine
normalement cachés par la conformation native de cette derni¢re et d’augmenter ainsi sa

reconnaissance par les protéines chaperonnes et notamment HSP70.

WT-PABPN1 3Ala-PABPN1 5Ala-PABPN1 7Ala-PABPN1
M-(A),,-GAAGGRG | M-(A),-GAAGGRG M-(A),-GAAGGRG | M-(A),-GAAGGRG
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Figure 21: Dynamique moléculaire de PABPN1 sauvage et muté
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La figure représente des clichés obtenus aprés 1000 simulations des protéines en utilisant le logiciel
de simulation en dynamique molécule GROMACS. Chaque panneau correspond a la protéine
PABPNI1 supplémentée de 0 alanines (WT-PABPNI1) ou 3,5 ou 7 alanines (3-7Ala-PABPNI). La
séquence peptidique est indiquée en haut sous I’intitulé de la protéine. Figure d’aprés Tavanez et al.
2009

1.d) Dynamique de formation

A I’état soluble, PABPNI1 est contenu dans des structures appelées « speckles »

nucléaires qui sont essentielles a I’assemblage, au stockage et au recyclage des facteurs de
maturation des pré-ARNm ainsi qu’a leurs modifications post-transcriptionnelles (Hall et al.,
2006). Sur fibre isolée de patient OPMD, il a ét¢ montré que les agrégats de PABPNI1
délocalisent de ces structures tout en y restant physiquement associés (Bengoechea et al.,
2012). In vitro, la transfection de myoblastes primaires humains avec une construction
PABPNI mutée couplée a la GFP (GFP-expPABPN1) confirme ce résultat et montre la
formation de pré-agrégats de petite taille (0,1 & 0,2 pm?) ainsi que d’agrégats plus gros (0,3 a
0,75 um?) délocalisés mais physiquement liés aux speckles nucléaires (Bengoechea et al.,
2012). Par ailleurs, I’étude de la formation des agrégats dans des cellules U20S transfectées
de maniére transitoire avec une construction GFP-expPABPN1 montre que 1’agrégation est
un processus en plusieurs étapes : PABPNI1 sort progressivement des speckles nucléaires
pour aller s’accumuler dans des pré-inclusions avant de grossir pour former des inclusions
insolubles (Raz et al., 2011a).
L’environnement nucléaire semble jouer un role sur la formation des agrégats de PABPN1
car lorsque le signal de localisation nucléaire (NLS) est enlevé de la protéine, cette dernicre
se localise exclusivement dans le cytoplasme mais aucun agrégat n’est observé (Abu-Baker et
al., 2005).

PABPNI1 est une protéine ayant naturellement tendance a s’agréger ainsi, la
surexpression de protéines de fusion comparant PABPN1 sauvage (10-Ala-GFP) a PABPNI1
mutée (17-Ala-GFP) montre que dans les deux cas, des agrégats nucléaires enrichis en ARN
poly(A) et insolubles se forment (Raz et al., 2011b; Tavanez et al., 2005). Cependant, le
niveau de surexpression influence le degré d’agrégation car en diminuant le niveau de
PABPNI exogéne dans des cellules COS-7, il a ét¢ montré que les agrégats formés par
PABPNI muté (17 alanines) étaient plus nombreux que ceux formés par PABPN1 sauvage
(10 alanines) (Bao et al., 2002). De la méme maniere, le modele murin sur-exprimant
PABPNI sauvage présente moins d’agrégats que celui sur-exprimant PABPN1-17-alanines
(Davies et al., 2008). Ainsi, plusieurs différences ont été observées entre ces deux types

d’agrégats : 1) Les protéines 17-Ala-GFP s’agrégent moins vite que les protéines 10-Ala-
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GFP mais ces derniéres se repositionnent rapidement dans les speckles nucléaires alors que
les foci formées par les protéines 17-Ala-GFP ne sont pas réversibles (Raz et al., 2011a) ; 2)
les agrégats formés par 10-Ala-GFP ne contiennent pas les protéines HSP70, Ubiquitine et
aPML contenues dans les agrégats formés par 17-Ala-GFP (Abu-Baker et al., 2005; Raz et
al., 2011a)

Afin d’étudier la dynamique des protéines de PABPN1 (10-Ala-GFP ou 17-Ala-
GFP) contenues dans les agrégats, des cellules HeLa transfectées avec 1’'une ou 1’autre de ces
constructions ont été suivies aprés photoblanchissement par fluorescence (FRAP ou FLIP).
Par la technique FRAP, il a été montré qu’apres photoblanchissement des agrégats (10 ou 17
alanines), la fluorescence est rapidement recouvrée par migration des molécules PABPNI-
GFP depuis le nucléoplasme dans ces agrégats. En complément, le photoblanchissement
répétitif d’une zone adjacente aux agrégats (FLIP) permet de montrer la diffusion des
molécules PABPNI1-GFP depuis les agrégats vers le nucléoplasme (Tavanez et al., 2005). De
la méme manicére, 1’observation du comportement des agrégats au cours du cycle cellulaire
sur des cellules transduites GFP-13-AlaPABPN1 montre qu’au cours de la mitose, les
agrégats se dissocient (Marie-Josée Sasseville et al., 2006).
Ces différentes ¢tudes montrent que les agrégats ne correspondent pas tous a des structures
figées et que, au moins dans certains cas, les molécules de PABPNI1 qui y sont concentrées

diffusent librement depuis et vers le nucléoplasme.

1.e) Roles

Chez I’homme, les agrégats de PABPN1 sont observés dans tous les muscles des patients
OPMD, que ce soit les muscles « cliniquement atteints » (muscle pharyngien et releveur de la
paupiere) ou « cliniquement non atteints » et ce dans moins de 20% des noyaux (Becher et
al., 2000; Blumen et al., 1996; Bouchard et al., 1989; Coquet et al., 1983; Tom¢ and Fardeau,
1980; Tomé et al., 1997). Leur réle dans la physiopathologie de I’OPMD est encore discuté
mais plusieurs arguments sont en faveurs d’un rdéle toxique par perte de fonction des
protéines séquestrées dans les agrégats ou par gain de fonction des agrégats. Cependant, il a
aussi été postulé que les agrégats pouvaient correspondre a un mécanisme de défense pour

protéger la cellule de PABPN1 mutée soluble.

Hypothése de défense cellulaire :
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La mutation du domaine RRM de PABPN1 empéche la protéine mutée de former des
agrégats (Messaed et al., 2007). Il a été montré par microscopie en temps réel que cette forme
soluble dans des cellules COS-7 ¢était plus toxique que la forme agrégée. De cette
observation, les auteurs proposent que la formation des agrégats soit un mécanisme de

défense cellulaire pour canaliser les protéines PABPN1 mutées solubles.

Hypotheses de toxicité

8 a 10% d’agrégats sont retrouvés chez les patients homozygotes contre 3 a 6% chez
les patients hétérozygotes (Blumen et al., 1999). Or les patients homozygotes ont un

phénotype plus sévere que les patients hétérozygotes.

Perte de fonction de PABPNI : Il a été suggéré que la séquestration de PABPN1
(sauvage et mutée) dans les agrégats nucléaires dans les muscles des patients OPMD pouvait
aboutir a une perte de fonction toxique de la protéine. PABPNI1 est la premi¢re molécule a
avoir été confirmée comme dtant présente dans les agrégats et il a été proposé que sa
séquestration pouvait étre équivalente a une perte de fonction de la protéine pour le reste du
noyau.

Des expériences de répression de 1’expression de PABPN1 ont ét¢ menées dans la
souris et ont montré que diminuer de 20 a 50% 1’expression de PABPN1 dans les muscles de
souris entrainait une atrophie des myofibres, une centronucléation , de la fibrose et une
transition dans le typage de fibres (Riaz et al., 2016). De la méme maniére, diminuer le
niveau de PABPN1 dans des myoblastes humains conduit a des défauts dans la myogeneése de
ces derniers (Apponi et al., 2010).

A Dinverse, la sur-expression de PABPN1 sauvage co-transfécté avec PABPN1 muté
dans un modele cellulaire protege les cellules de 1’apoptose. De la méme manicre, la
comparaison de souris hétérozygotes Alal7 et de souris doubles transgéniques Alal0/Alal7,
sur-exprimant donc la forme muté et la forme sauvage de la protéine, montre que les souris
doubles transgéniques ont une plus grande force musculaire et moins de noyaux centraux
(Davies et al., 2008).

Il est donc envisageable que la perte de fonction de PABPN1 dans I’OPMD soit due

d’une part a sa séquestration dans les agrégats et d’autre part a la mutation elle-méme.

Perte de fonctions d’autres ARN/protéines: plusieurs molécules (protéines et ARN) ont été

décrites dans les agrégats de PABPNI1 (voir partie « composition des agrégats ») et il a été
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suggéré que leur piégeage dans ces derniers desservirait les autres compartiments cellulaires

sur le méme modele que celui proposé pour la perte de fonction de PABPNI.

En 2009, Tavanez et al. proposent un tel mécanisme de « piégeage moléculaire » ou
ils montrent que 1’arginine méthyle transférase I (PRMT1) ainsi que la protéine chaperonne
HSP70 interagissent préférentiellement avec la forme mutée de PABPNI1 et qu’ils
s’accumulent également dans les agrégats. Ces protéines ont d’importants roles dans
différents processus cellulaires dont la méthylation de I’ADN régissant 1’expression des
genes pour PRMTI et le controle de la bonne conformation protéique pour HSP70. Les
auteurs suggerent donc que cette accumulation dans les agrégats dépléterait le nucléoplasme,
voir le cytoplasme, de ces protéines aboutissant a une dérégulation de 1’homdostasie
cellulaire (Tavanez et al., 2009).

L’observation d’ARN poly(A) dans les agrégats suggére également un piégeage
d’ARN spécifiques du muscle qui aboutirait a un déficit en protéines (Calado et al., 2000a).
Nous avons par exemple démontré que le pré-ARNm de TNNT3 était piégé dans les agrégats.
Cet ARN est délocalisé¢ des speckles nucléaires ou il est normalement épissé par le facteur
d’épissage SC35 ce qui aboutit a un défaut d’épissage du pré-ARNm de TNNT3 (Klein et al.,
2016).

Gain de fonction toxique des agrégats par encombrement stérique : il a également été
proposé que le role toxique des agrégats provienne de la place que prenait ce dernier dans le
noyau. En effet, plusieurs auteurs suggerent qu’avec le temps, 1’augmentation du volume
nucléaire occupé par I’agrégat aurait un impact sur les fonctions nucléaires (Brais, 2003; Fan

et al., 2003; Kiithn and Wahle, 2004).

Cette hypothése de gain de fonction toxique est largement soutenue par nombre
d’études ayant démontré que diminuer le nombre de noyaux avec agrégats dans des modeles
animaux de I’ OPMD permettait d’améliorer leur phénotype (Abu-Baker et al., 2013; Bao et
al., 2002, 2004; Davies, 2005; Davies et al., 2005; Malerba et al., 2019; Wang et al., 2005).

Ces ¢études seront détaillées dans la partie « V.Thérapie-Stratégie anti-agrégats ».
1.f) Les agrégats dans d’autres maladies a expansions polyalanine

L’étude in vitro et in vivo de 1’expansion d’alanine dans les protéines associées aux

autres maladies polyalanines révele la présence d’agrégats : Dans le cas de SPD, XH, CCHS,
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les agrégats sont cytoplasmiques ce qui est due a une délocalisation partielle (PHOX2B dans
CCHS) ou totale (HOXD13 dans SPD et SOX3 dans XH) de la protéine mutée. Dans le cas
de XLMR et HFGS les protéines ARX et HOXA13 ne délocalisent pas de leur compartiment
initial et forment des agrégats dans le noyau et dans le cytoplasme respectivement (Messaed
and Rouleau, 2009).

Certaines propriétés de ces agrégats sont semblables a celles observées dans les agrégats de
PABPNI:

1. Séquestration de la protéine sauvage : Il a ét¢ montré par co-transfection de la
protéine portant I’expansion et de la protéine sauvage que les agrégats formés par SOX3,
HOXD13, HOXA13 et RUNX2 contenaient a la fois la protéine mutée et la protéine sauvage
(Albrecht et al., 2004). Ceci a été observé de la méme maniere pour PABPN1 (Klein et al.,
2008).

2. L’implication du systéme ubiquitine/protéasome: Les agrégats formés par
expHOXD13, expARX, et expPHOXB2 séquestrent également 1’ubiquitine et le protéasome
(Albrecht et al., 2004; Bachetti et al., 2007; Nasrallah et al., 2004).

3. La toxicité cellulaire : La sur-expression de expARX et expPHOXB2 induit une
agrégation associée a une mort cellulaire (Bachetti et al., 2007; Nasrallah et al., 2004).

L’ensemble de ces observations suggere que I’expansion d’alanine a effectivement un
role dans 1’agrégation des protéines et dans la toxicité des agrégats in vitro et in vivo.
Cependant, il est intéressant de noter que, a I’exception de ’OPMD, les agrégats ne sont pas
observés chez les patients atteints de ces maladies polyalanines (Shoubridge and Gecz, 2013).
Ceci suggere que chez I’homme, 1’expansion d’alanine n’est pas suffisante a 1’agrégation
mais que d’autres propriétés des protéines telles que leur fonction, leur localisation, leur
niveau d’expression ou encore 1’environnement cellulaire conditionnent la formation

d’agrégats.

2) Agrégats et propriétés d’agrégation

L’observation de plaques anormales pouvant s’apparenter a de l’agrégation de
protéines remonte au 19°™ siécle, lorsque le scientifique allemand R. Virchow observa des
anomalies macroscopiques sur coupes de foie apres coloration a I’iodine. Il est alors le
premier a introduire le terme « amyloide » pour désigner ces structures. L’analyse de ces
structures notamment par des colorations au rouge congo et par microscope a transmission a

permis de démontrer qu’elles étaient formées de protéines normalement solubles qui
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s’assemblent pour former des fibrilles insolubles résistantes a la dégradation (Sipe and
Cohen, 2000).

L’analyse structurelle de ces peptides fibrillaires par rayons X a montré qu’ils
partagent tous la méme structure consistant dans la formation de feuillets B reliés par des
liaisons hydrogenes et organisés selon un axe perpendiculaire (Rambaran and Serpell, 2008;
Sunde et al., 1997) (figure 22). Ces structures amyloides sont résistantes a la solubilisation
avec des détergents comme le NP-40 ou le SDS, sont résistantes aux protéases et se lient

spécifiquement aux colorants rouges congo ou thioflavine (Chiti and Dobson, 2006).
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Figure 22: Fibrilles et feuillets

Formation in vitro de fibrilles et de feuillets beta a partir d’un peptide AB

A) Microscopie électronique montrant de longues fibrilles non ramifiées

B) Fibre de diffraction observée aux rayons X

C) Structure des fibres amyoloides AP. L’association de feuillets B (ii) reliés entre eux par des
chaines annexes (i) forme la fibre amyloide (iii). D’aprés (Rambaran and Serpell, 2008)

Les maladies a agrégats regroupent un grand nombre de maladies initiées par la
mutation ou la mauvaise conformation de protéines. Les protéines pathologiques ont des
structures différentes, des conformations natives différentes et des fonctions différentes
cependant il semblerait qu’elles s’agrégent toutes de maniere a former des fibrilles
constituées de feuillets B (figure 23A).

En 1991, La Spada ef al. suggérent un mécanisme d’agrégation dépendant d’une

expansion de triplets en découvrant la mutation responsable de I’atrophie musculaire spinale
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bulbaire (SBMA), une maladie neurodégénérative présentant des agrégations amyloides. Ils
découvrent alors que c’est une expansion polyQ dans la protéine du récepteur aux androgenes
qui engendre la maladie et proposent que cette expansion engendrerait 1’agrégation (La Spada
et al., 1991). Depuis cette étude, il a été démontré notamment par des expériences in vitro que
la mutation polyAla ou polyQ dans certaines protéines était responsable de I’agrégation de
ces protéines observée dans plusieurs maladies. En effet, 1’étude intensive de la mutation
polyglutamine de 1’exon 1 de la protéine Huntingtin HTT (HTT®*') comme modéle de la
maladie de Huntington a permis d’étudier la formation in vitro et in vivo des agrégats (Davies
et al.,, 1997; DiFiglia et al., 1997; Scherzinger et al., 1997). Les auteurs observent la
formation de structures fibrillaires en feuillets B, similaire a ce qui a déja été observé dans la
maladie d’Alzheimer, aboutissant a de larges agrégats de cette protéine dans les noyaux des
neurones de souris. La cinétique de formation de ces agrégats correle avec la taille de
I’expansion polyQ (Scherzinger et al., 1997; Todd and Lim, 2013). Il a été proposé que la
mutation polyQ modifiait les propriétés natives de confirmation de la protéine mutée
conférant a cette derni¢re une propension pour I’agrégation (Adegbuyiro et al., 2017).

Pour en apprendre plus sur les propriétés d’agrégation des protéines, la cinétique de
formation des agrégats a ¢été Studiée in vitro. En utilisant des protéines purifiées et un
colorant spécifique aux fibres amyloides, trois phases d’agrégation ont ¢été¢ décrites : une
premicre phase dite de latence ou les protéines sont majoritairement sous forme de
monomeres ou d’oligomeéres est suivi d’une phase de croissance rapide au cours de laquelle
les fibrilles se forment. La derniére étape advient lorsqu’il n’y a plus de protéines solubles et
correspond & une phase plateau qui termine la réaction (Blanco et al., 2012) (figure 23B). En
plus des agrégats fibrillaires initialement décrits chez les patients ou dans les modéeles
animaux, les différentes expériences in vitro réalisées sur la protéine HTT avec des tailles
d’expansion différente, des conditions différentes de solvants, des mélanges hétérogenes de
protéines, des conditions différentes de pH et de température etc... montrent que les protéines
contenants une expansion polyQ peuvent s’accumuler sous une variété d’autres agrégats, de

taille et de formes différentes (Adegbuyiro et al., 2017).
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Figure 23: Mécanisme de formation des agrégats

(A) La protéine mal conformée peut étre correctement reformée grace a la présence de molécules
chaperonnes qui reconnaissent les domaines hydrophobes de la protéine révélées par sa mauvaise
conformation (1). Alternativement la protéine mal conformée va soit étre dégradée (2) soit initier
I’agrégation qui commence par la formation d’oligomeére et qui aboutit a des structures fibrillaires en
feuillets B (3). (B) L’étude de ’agrégation sur protéines purifiées in vitro montre une agrégation
progressive avec le temps divisée en 3 phases: une phase de latence (lag phase), une phase
d’expansion rapide (growth phase) et une phase de plateau (plateau phease). (C) Formation des
gouttelettes protéiques. Schéma d’apres (Stroo et al., 2017)

En 1982, Prusiner propose un nouveau mécanisme pathologique pour la scrapie, une
maladie neurodégénérative fatale. Il décrit une protéine qui a tendance a former des fibres
amyloides mais qui, contrairement aux autres protéines décrites, est infectieuse. Il nomme
alors ce type de protéines des protéines « prion » (Prusiner, 1987). Depuis, il a été¢ démontré
que la conversion conformationnelle de la protéine prion PrP® en une forme enrichie en
feuillets B (PrP%°) est 4 1’origine des maladies prions humains dont la maladie de Creutzfeld-
Jacob est la plus connue (Rambaran and Serpell, 2008). Cette formation de plaques
amyloides par propagation est propre aux protéines prions mais il a été proposé une
propagation type prion pour d’autres maladies neurodégénératives. Il a par exemple été
montré que I’injection de fibrilles AP ou d’a-synucléine humain synthétique dans des souris
aboutissait au développement de la maladie d’Alzheimer et de Parkinson respectivement
associée a de la mort neuronale chez des souris saines (Luk et al., 2012; St6hr et al., 2012).
Récemment, il a été décrit que certaines protéines possédant des domaines type prions étaient

capables de s’assembler pour former des corps ribonucléoprotéiques (RNP) fonctionnels sans

membranes (figure 23C). Ces structures agissent comme des gouttelettes d’huile dans un
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verre d’eau et ont la capacité de s’assembler et de se dissocier rapidement en réponse a
différents environnements cellulaires. La formation de ces structures est due a la présence de
domaines de faible complexité (LCD) dans certaines protéines qui s’assemblent pour former
des gouttelettes protéiques par séparation de phase liquide-liquide (LLPS). Ce mécanisme
suscite beaucoup d’intérét puisqu’il sert a la compartimentation d’organelles cellulaires sans
membranes comme les paraspeckles (Courchaine and Neugebauer, 2015), ou les processing
body (p-body) dans le cytoplasme (Standart and Weil, 2018) mais est également associé a
I’apparition d’agrégats pathologiques sans membrane. Il a par exemple ét¢ montré que la
protéine FUS, qui contient un domaine type prion dans son domaine N-terminal, formait des
gouttelettes dans le cytoplasme en réponse au stress et que ce phénomene était plus rapide
avec des protéines mutées provenant de patients ALS (Patel et al., 2015). Il a également été
montré que I’exon 1 de la protéine HTT pouvait former des gouttelettes protéiques, un
processus enclenché par la queue polyQ ainsi qu’un domaine riche en proline de la protéine.
In vitro et dans des cellules mammiféres, ces gouttelettes peuvent s’assembler pour former
des structures solides ayant un aspect fibrillaire. Il a alors été propos¢ que cette transition de
phase des protéines polyglutamine pouvait jouer un role dans I’initiation des agrégats
pathologiques observés dans différentes maladies (Peskett et al., 2018).

PABPNI ne contient pas de domaine type prion cependant, en utilisant des logiciels
de prédiction de séquence, nous pouvons mettre en évidence que PABPNI1 possede des
domaines a faible complexité qui se situent au niveau des domaines d’oligomérisation OD1 et
OD2 (figure 24) et qui pourrait participer a la formation des agrégats. Le méme type de

résultat avait aussi été montré en 2009 par I’étude de Tavanez et al. (Tavanez et al., 2009).
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Figure 24: PABPN1 contient des domaines a faible complexité

Graphique produit grace au logiciel PONDR (www.pondr.com/; predictor of natural disordered
regions) en utilisant I’algorithme VL-XT. Le “Score PONDR” indique les domaines a faible
complexité.

V. Physiopathologie de ’OPMD

Pour 1’étude des mécanismes physiopathologiques et le développement de stratégies

thérapeutiques, divers modeles cellulaires et animaux OPMD ont été¢ mis au point :

1) Les modéles d’étude de ’OPMD

1.a) Les modéles cellulaires

La plupart des modeles cellulaires consistent a sur-exprimer PABPN1 de maniére transitoire.
Dans une grande majorité des cas, les cellules utilisées ne sont pas d’origine musculaire
(cellules COS-7, HeLa, HEK293, U20S) et sont donc assez éloignées du contexte OPMD.

L’utilisation de ces modeles a cependant permis de comprendre de nombreux rdles de

PABPNTI ainsi que de nombreuses propriétés des agrégats (tableau 3).

Année Reference (journal) Cellules Origine Protocole Construction

2002 Bao (JBC) COS-7 S transfection GFP-Alal0, GFP-Alal7
2003 Abu-Baker (HMG) Hela, COS-7 H.: M transfection Alal0, Alal7

2004 Bao (J Med Genet) COS-7 S transfection Alal0, Alal7

2005 Corbeil-Girard (Neurobiol Dis) A549-tTA H transduction GFP-Alal0, Alal3, Alal7
2005 Abu-Baker (Traffic) Hela H transfection Alal0, Alal7
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2005 Wang (HMG) Hela H transfection GFP-Alal0, GFP-Alal7
2005 Tavanez Hela, C2C12 H: M transfection GFP-Alal0
2006 Verheesen (HMG) Hela, COS-1 H,S transfection Alal7
2006 Sasseville (Neurobiol Dis) A549-tTA H transduction GFP-Alal0, Alal3, Alal7
2006 Davies (HMG) COS-7 S transfection Alal0, Alal7
2008 Catoire (HMG) COS-7 S transfection GFP-Alal0, GFP-Alal7
2010 Apponi (HMG) Mb primaires M transfection siRNA KD PABPN1
C2C12, HEK293, COS-7,
2010 Davies (Science Trans Med) hMb H;M;S transfection Alal7
2011 Raz (Nucleus) U208 H transfection Alal0, Alal6
2011 Raz (Am J Pathol) Mb immortalisés S transduction Alal0, Alal7
2011 Anvar (Sk Muscle) C2C12 S transfection YFP-Alal6
2012 Bengoecha (Neurobiol Dis) Mb primaires H transfection Alal0, Alal7
2012 Bhattacharjee (Cell Biol Intern) Hela, HEK293 H transfection Alal0, Alal?7
Alal7, siRNA KD
2012 Jenal (Cell) U208 H transfection PABPN1
2012 Mamchaoui (Sk Muscle) Mb immortalisés H Cellules de patients

Tableau 3: Modéles cellulaires de 'OPMD

Mis a part les myoblastes immortalisés humains (Mamchaoui 2012), tous ces mode¢les sur-expriment
PABPN1 muté. Les mod¢les musculaires sont en bleu. M : souris ; H : humain ; S : singe. GFP :
Green Fluorescent Protein, KD : knock-down

Par ailleurs, il est important de noter que quelques modeles cellulaires musculaires OPMD

ont été crées et ils seront détaillés ci-dessous :

1/ Une lignée de myoblastes murins exprimant PABPN1 de facon conditionnelle.
Cette lignée nommée H2Kb-IM2 consiste en des myoblastes primaires issus de souris portant
un geéne d’immortalisation thermolabile (transgéne du large antigéne T SV40) sous le
controle du promoteur inductible H2Kb. Ainsi en condition permissive (en présence
d’interféron vy actif a 33°C), le transgeéne est activé et permet aux myoblastes de se diviser au
dela de 80 divisions, comme des cellules immortalisées. En condition non-permissive (37°C
sans interféron), elles peuvent fusionner et se différencier a la maniére de cellules primaires
(Morgan et al., 1994).
Pour obtenir un modele OPMD, cette lignée a été transfectée de maniere stable avec une
construction PABPNI1 sauvage de 10 alanines (WTA ou Alal0) ou PABPNI1 mutée de 17
alanines (D7e ou Alal7) sous le controle d’un promoteur desmine. Ainsi, I’expression de
desmine lors de la fusion/différenciation permet la surexpression des constructions de
PABPNI et la formation d’agrégats dans les noyaux des myotubes.
Ces cellules constituent un bon modele pour étudier 1’agrégation de PABPNI1 in vitro dans un

contexte musculaire (Klein et al., 2016; Malerba et al., 2019; Raz et al., 2011b).
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2/ Une lignée de myoblastes humains immortalisés issus de patient OPMD
(Mamchaoui et al., 2011). Ces cellules ont été isolées de biopsies de patients OPMD et ont
été¢ transduites avec des vecteurs viraux exprimant la télomérase (hTERT) et la kinase
dépendante de la cycline 4 (Cdk4) : ’expression de ces deux protéines permet 1’¢longation
des télomeres et I’inhibition de la voie p16 respectivement, deux paramétres indispensables a
I’immortalisation des myoblastes (Zhu et al., 2007). Bien que ces cellules permettent 1’étude

de nombreuses caractéristiques de ’OPMD, elles ne présentent pas d’agrégats en culture.

1.b) Les modéles animaux

De nombreux mode¢les animaux ont également été créés pour 1’étude de I’OPMD (Tableau

4). Parmi les plus utilisés on peut citer :

1/ Un modéle murin (souris A17) ou le géne PABPN1 muté (17 alanines) est
surexprimé (de 10 a 30 fois plus que PABPNI1 endogene) uniquement dans les muscles
(promoteur HSA pour human skeletal actin). Le phénotype observé chez ces souris récapitule
bien celui observé chez ’homme. Premic¢rement, on observe des agrégats dans tous les
muscles avec un pourcentage croissant dans le TA. Deuxiémement, on observe un défaut de
force musculaire, de la fibrose, une atrophie et des défauts mitochondriaux (Davies, 2005;
Randolph et al., 2014; Trollet et al., 2010).

2/ Un modéle de nématode exprimant la forme mutée de PABPNI1 sous le controle
d’un promoteur muscle spécifique (Myo3). Chez ce modele on observe une altération de la
mobilité et une dégénérescence cellulaire (Catoire et al., 2008)

3/ Un modéle de drosophile exprimant également PABPN1-17 alanines sous le
contréle d’un promoteur muscle spécifique (Mhc-Gal4/UAS). On retrouve également chez ce
modele des agrégats dans les muscles ainsi qu'un défaut de positionnement des ailes et une
dégénérescence musculaire (Chartier et al., 20006).

4/ Depuis 2017, un nouveau modéle murin hétérozygote pour la mutation dans
PABPNI1 et génétiquement plus fidele a la maladie humaine, a été élaboré par une équipe
américaine. Ce dernier est une souris transgénique Pabpnl ™" ot un alléle du géne PABPNI
a été retiré par le systéme cre-Lox (knock-out) et remplacé par un allele muté (7 expansions
GCQG) par recombinaison homologue (knock-in). Le transgéne est exprimé dans tous les
tissus, incluant le tissu germinatif et son niveau d’expression est comparable a celui d’une

souris sauvage. Ce modele présente un pourcentage croissant d’agrégats de PABPNI dans le
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TA avec environ 7% a 3 mois et 10% a 18 mois. Ces souris présentent également des défauts
observés dans les autres modeles mais de maniére plus modeste : des myofibres de tailles
plus petites, un raccourcissement de la taille des queues poly(A), un décalage dans
I’utilisation du signal de polyadénylation et 1I’évidence de défauts mitochondriaux (Vest et al.,
2017). Ce modele est le plus pertinent pour étudier ’OPMD car il correspond a une

phénocopie de la maladie humaine.
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Référence

Type de
modéle

Promoteur

Transgéne

Agrégats

Phénotype
musculaire

Phénotype
additionnel

Fond
génétique

Souris

Drosophile

Nématode

Hino et al. 2004

Davies et al.
2005

Dion et al. 2005

Vest et al. 2017

Mankodi et al.
2011

Chartier et al.
2006

Catoire et al. 2008

Sur-expression

Sur-expression

Sur-expression

Knock-in
ubiquitaire
PABPN1-17ala
par systéme

Sur-expression

Sur-expression

Sur-expression

Cre-LoxP
CAG - HSA -muscle | PABPNI - inductible MFP - (th)r'nczlc‘:/eU AS T iy - muscle
ubiquitaire spécifique ubiquitaire ubiquitaire spécifique spécifique
(GCN)13/Alal3 | (GCN)17/Alal7 | (GCN)17/Alal7 (GCN)16/Alal6 | (GCN)17/Alal7 | (GCN)13/Alal3:GFP
Oui Oui Oui - neurones Oui Oui - réversible Oui
Faiblesse . faiblesse (force Défaut progressif
. Faiblesse L . . e,
progressive . d'agrippement) | Pas de faiblesse g du défauts de mobilité et
progressive . . s Dégénérescence . I
(Test de mais atteinte observée a 6,12 . positionnement dégénérescence
- R (force . . musculaire . .
résistance a la - neurologique et 18 mois des ailes et cellulaire
d'agrippement) , b .
charge) prédominante dégénérescence
diminution de la Defauts . . Diminution de la
. . locomoteurs, Rétractation des .
survie, poids du Aucun . R . survie, Aucun Aucun
phénotype pattes a 9 mois . .
corps cardiomyopathie
neuronale
C57BIl6 FvB C57BIl6 CS57BL6 FVB/C57Bl6

Tableau 4: Modéles animaux de 'OPMD
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2. Mécanismes moléculaires de ’OPMD

Le lien entre la mutation dans PABPNI1 et les mécanismes physiopathologiques de I’OPMD
n’est pas encore totalement élucidé. Cependant, I’utilisation des modeles cellulaires et
animaux sur-exprimant PABPN1 mutée a permis d’ajouter plusieurs pi¢ces au puzzle en
mettant en évidence des dérégulations moléculaires associées a la maladie.

L’utilisation de matériel humain issu de biopsies de patients OPMD constitue le meilleur
modele pour étudier la maladie et il est indispensable de pouvoir vérifier chez I’homme ce
qui a ét¢ démontré dans les modeles.

L’ensemble des dérégulations observées jusqu’ici est détaillé ci-dessous:

2.a) Dérégulation des systémes de dégradation

Afin d’éviter ’accumulation de protéines non fonctionnelles, la cellule met en place
deux voies de dégradation principale permettant I’élimination de protéines intracellulaires : le
systeme ubiquitine-protéasome (UPS) ct ’autophagie.

Dans le cas de I’UPS, les protéines destinées a étre dégradées sont « taguées » au
niveau d’une lysine par un chapelet de protéines ubiquitine. Cette réaction se fait au moyen
d’une cascade enzymatique en trois étapes nécessitant les enzymes El, E2 et E3. Apres
plusieurs répétitions de ce cycle, le substrat polyubiquitiné est reconnu par le protéasome
pour étre dégradé. Le protéasome 26S est composé d’au moins 32 sous-unités, tres
conservées chez les eucaryotes et présentes a la fois dans le noyau et dans le cytoplasme. Le
substrat ubiquitinylé est reconnu et dé-ubiquitinylé par la sous-unité 19S avant d’étre pris en
charge par la sous-unité 20s (figure 25) (Roos-Mattjus and Sistonen, 2004).
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Figure 25: Le systéme ubiquitine-protéasome.
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I a été proposé que les agrégats de PABPNI soient une conséquence du
dysfonctionnement de ce systéme. En effet, il a été montré in vitro, qu’inhiber le protéasome
en utilisant des inhibiteurs spécifiques favorisait I’apparition d’agrégats dans le noyau de
cellules surexprimant PABPN1-17 alanines (Abu-Baker et al., 2003; Raz et al., 2011b).

Par ailleurs, les protéines ubiquitine et protéasome 26S ont été décrites dans les
agrégats de PABPNI1 chez ’homme (Calado et al., 2000b) mais aussi dans les mod¢les
cellulaires (Abu-Baker et al., 2003; Bao et al., 2002; Raz et al., 2011b) et animaux (Chartier
et al., 2006; Raz et al., 2013b). Ceci suggere soit que ces protéines sont piégées dans les
agrégats soit qu’elles sont présentes pour éliminer les agrégats mais en sont incapables.

Pour confirmer I’implication du systtme UPS dans 1I’OPMD, une analyse
transcriptomique croisée sur tissu humain, murin et drosophile OPMD a ¢té réalisée et
révele que les geénes codants les protéines du catabolisme sont majoritairement dérégulés
dans I’OPMD. Au total 16%, 32% et 25% des geénes annotés comme appartenant a ’'UPS
sont dérégulés dans les modeles drosophile, murins et chez les patients OPMD
respectivement. Ils observent qu’au sein des 3 especes, les ligases E3, les enzymes de
déubiquitinations (DUBs) et le protéasome sont dérégulés. Enfin les auteurs montrent que
dans des myotubes de C2C12 sur-exprimant PABPN1 mutée, les ligases E3 Arihl, Asbll,
Ddbl co-localisent avec les agrégats. Ils suggerent alors que les dérégulations du systéme
UPS observées chez I’homme la souris et la drosophile pourraient venir de la perte de

fonction des protéines de ce systéme pié¢gées dans les agrégats (Anvar et al., 2011).

Une étude récente propose que I’autophagie soit également altérée dans I’OPMD.
La macro-autophagie ou autophagie est I’autre mécanisme de dégradation conservé chez les
eucaryotes qui consiste dans 1’autodigestion de composés intracellulaires par les cellules
elles-mémes. Ce processus nécessite la formation de 1’autophagosome, séquestrant le
matériel cytoplasmique a dégrader, grace aux protéines de la famille ATG (Yu et al., 2018).

Parmi les genes du catabolisme dérégulés dans I’OPMD dans 1’étude de Anvar ef al.
(Anvar et al., 2011), un cluster de geénes de la famille ATG a été identifi¢ (Raz et al., 2017).
Dans le muscle soléaire de la souris OPMD A17.1, il a été montré que plusieurs genes ATG
étaient sous-exprimés en raison d’un glissement du site distal vers le site proximal de
polyadénylation. Dans le modele cellulaire murin Alal7, il a été montré que 1’autophagie
¢tait diminuée spécifiquement dans les myotubes OPMD comparés au myotubes contrdles
(Alal0). Enfin, dans les myoblastes humains, les auteurs montrent qu’une diminution de

I’expression de PABPNI entraine une dérégulation des génes de 1’autophagie.
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Ces résultats suggerent que 1’autophagie est également altérée dans ’OPMD.

2.b) Des défauts mitochondriaux

Les mitochondries sont les réservoirs énergétiques des cellules eucaryotes et elles
utilisent 1’énergie relarguée par 1’oxydation du glucose et autres sucres pour produire de
I’ATP. Le métabolisme des mitochondries passe par les complexes I a IV de la chaine
respiratoire, située dans la membrane interne des mitochondries et permet le transfert
d’électrons grace a plusieurs différents étapes d’oxydo-réduction a travers la membrane
mitochondriale (Sousa et al., 2018).

C’est avant méme la découverte des agrégats nucléaires de PABPN1 que Julien et al.
décrivent par microscopie électronique des mitochondries anormales présentant des
inclusions pathologiques dans le muscle d’un patient atteint de ’OPMD (Julien et al.,
1974). Depuis, de nombreuses ¢tudes confirment ce défaut méme si les ultrastructures
décrites ne sont pas toujours les mémes (Pratt and Meyers, 1986; Sadeh et al., 1993; de Seze
et al., 1997, Wong et al., 1996). Ces observations histologiques ont par la suite &té
complétées par la détection de délétion dans I’ADN mitochondrial de patients OPMD dans
deux études (Lezza et al., 1997; Mugqit et al., 2008).

L’étude de muscle cricopharyngien particulicrement atteint dans ’OPMD révele que
les fibres Ila, peu chargées en mitochondries, sont préférentiellement atrophiées par rapport
aux fibres de type I. Les auteurs suggerent qu’en raison de la faible concentration de ces
fibres II en mitochondrie, ces dernicres seraient plus sensibles aux défauts mitochondriaux et
donc préférentiellement atteintes (Gidaro et al., 2013).

En 2015, une étude analyse transcriptomique réalisée sur la drosophile OPMD met en
évidence que la voie mitochondriale est majoritairement dérégulée au stade précoce de la
maladie, c’est-a-dire a 2 jours de développement chez la mouche, avant 1’apparition de la
dégénérescence musculaire (Chartier et al., 2015). En particulier, de nombreux genes
nucléaires des complexes I, II, III et IV de la voie respiratoire sont sous-exprimés dans les
muscles du modele drosophile OPMD. En complément, chez la souris OPMD, les auteurs
démontrent également une diminution dans I’expression de plusieurs genes mitochondriaux
des différents complexes et ce des les stades précoces de la maladie (dés 6 semaines). Enfin,
méme si le mécanisme n’est pas démontré chez 1’homme, ces défauts mitochondriaux
semblent conservés puisque 37%, 11%, 6% et 52% des genes des complexes I, III, IV et V

sont respectivement sous-exprimés dans les muscles des patients OPMD.
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2.¢) Des signes d’apoptose

L’apoptose est le processus par lequel les cellules déclenchent leur autodestruction. A
1’état physiologique, ce phénomene est mis en jeu dans de nombreux processus cellulaires et
son bon déroulement est notamment indispensable a la morphogenése (Monier and Suzanne,
2015). L’apoptose a été décrite dans plusieurs pathologies dont plusieurs myopathies comme
la dystrophie musculaire de Duchenne, 1’atrophie musculaire spinale, ou la dystrophie
musculaire facio-humérale (Girgenrath et al., 2004; Sandri et al., 2001; Serdaroglu et al.,
2002).

Dans le cadre de ’OPMD, de la mort cellulaire par apoptose a été démontré dans
des modéles cellulaires de surexpression de PABPN1 muté (Bao et al, 2004;
Bhattacharjee et al., 2012) ou de sous-expression de PABPN1 sauvage (Bhattacharjee and
Bag, 2012). Chez I’animal, les mod¢les de surexpression souris et drosophile de PABPNI
mutée démontrent de 1’apoptose associée a une dégénérescence musculaire par des
techniques de marquage TUNEL, d’activation de la caspase-3 ou de détection du cytochrome
¢ dans les myofibres (Chartier et al., 2006; Davies et al., 2005, 2010). L’apoptose a été au
moins en partie associée aux agrégats de PABPNI1 puisqu’il a ét¢ montré que 'utilisation
de tréhalose ou de doxycycline dans le modele murin A17 permettait une diminution du
nombre de noyaux avec agrégats associée a une diminution de 1’apoptose et a une
amélioration des phénotypes musculaires (Davies, 2005; Davies et al., 2005, 2010). I a été
montré que la surexpression de PABPN1 sauvage dans un modele cellulaire ou murin sur-
exprimant PABPN1 muté permettait d’améliorer la toxicité cellulaire mais sans diminuer le
pourcentage d’agrégats (Davies et al., 2008). De cette observation, il a été suggéré que le
potentiel anti-apoptotique de PABPN1 sauvage était inhibé par sa séquestration dans les
agrégats. En 2011, Davies et al. précisent le role de I’apoptose dans la pathogenese de
I’OPMD en montrant que cette derni¢re contribue majoritairement a la faiblesse et au
dysfonctionnement musculaire. Ils montrent qu’en croisant une souris sur-exprimant la
molécule anti-apoptotique BCL2 avec la souris OPMD Al7, la force et la faiblesse

musculaire ainsi que le poids des souris sont restaurées (Davies and Rubinsztein, 2011).

2.d) Un vieillissement prématuré

Le vieillissement musculaire (ou sarcopénie) est marqué notamment par une diminution
de la masse musculaire (atrophie), une infiltration graisseuse et une inflammation qui

participent a la diminution de la force musculaire. Au niveau moléculaire, 1’dge a un impact
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sur le métabolisme de la cellule et notamment sur sa capacité a replier correctement les
protéines. La conséquence directe de ces changements moléculaires est I’apparition de
maladies dite du vieillissement comme la maladie de Parkinson ou d’Alzheimer ou on
observe I’accumulation progressive d’agrégats insolubles dans les neurones des patients.

Plusieurs études ont observé des signes de vieillissement prématuré dans I’OPMD.
Premi¢rement I’apparition tardive de I’OPMD suggere fortement qu’en plus de la mutation
dans PABPNI des changements moléculaires liés a 1’age participent a la survenue de la
maladie. La comparaison des transcriptomes de patients controles agés (> 85 ans) et de
patients OPMD (<70 ans) montre que pres d’un tiers des geénes dérégulés avec 1’age le sont
aussi avec ’OPMD (Anvar et al., 2013).

L’ensemble de ces données suggere que ’OPMD pourrait représenter un ¢tat de

vieillissement prématuré.

2.e) Des dérégulations du métabolisme des ARN

En raison du réle essenticl de PABPN1 dans la maturation des ARN, plusicurs études
se sont intéressées a I’impact de la mutation sur le métabolisme des ARN.

Trois études démontrent des dérégulations du métabolisme de I’ARN chez [’homme.
Tout d’abord, en utilisant des puces a exons, une étude réalisée au laboratoire a permis
d’identifier des défauts d’épissage sur biopsies humaines OPMD (Klein et al., 2016). En
particulier, il a ét¢ montré que le pré-ARNm de TNNT3 était piégé dans les agrégats de
PABPNI, le délocalisant ainsi des « speckles » nucléaires ou il est normalement épissé par le
facteur SC35, créant donc un défaut d’épissage de ce pré-ARNm. Il reste a déterminer si ce
défaut d’épissage lié aux agrégats est un mécanisme générique ou non. Ensuite il a été montré
une diminution de I’expression et un raccourcissement de la queue poly(A) des ARN
mitochondriaux chez les patients OPMD (Chartier et al., 2015). Enfin, une étude récente
démontre la surexpression du microARN /et7, impliqué dans le vieillissement musculaire, sur
biopsies de patients OPMD par rapport a des biopsies de sujets contrdles du méme age
(Cappelletti et al., 2019)

Chez la souris OPMD, il a été montré que le choix dans le site de polyadénylation
(PAS) était globalement modifié depuis le site distal vers le site proximal ce qui
s’accompagne d’une accumulation de transcrits de petite taille (Jenal et al., 2012; de Klerk et

al., 2012; Vest et al., 2017). Ce résultat reste a démontrer chez I’homme.
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L’ensemble de ces résultats suggere que le métabolisme des ARN pourrait
effectivement étre altéré dans I’OPMD et les résultats d’une analyse transcriptomique réalisée
au laboratoire entre muscles de patients controles et OPMD de méme age sont actuellement
en cours d’analyse. Ils permettront d’évaluer si 1’expression des ARN (ARNm, IncRNA,
sncRNA), leur épissage, leur polyadénylation alternative et leur édition sont altérés chez les

patients OPMD.

VI. Thérapies

1. Interventions médicales

Aujourd’hui, il n’existe pas encore de traitement curatif pour I’OPMD. La seule manicre de
soulager les patients reste 1’intervention chirurgicale pour corriger le ptosis et la dysphagie.

La chirurgie du ptosis est indiquée dés lors que la chute des paupiéres devient trop
invalidante. L’opération consiste souvent en une résection du muscle releveur de la
paupiére qui est facilement réalisée mais nécessite souvent d’étre répétée une ou deux fois
(Rodrigue and Molgat, 1997). Une autre technique consiste dans la suspension de la
paupiére supérieure au muscle frontal en utilisant le fascia du muscle. Cette technique a
I’avantage d’étre permanente (Codere et al., 2001).

Pour soulager les muscles du pharynx, une myotomie cricopharyngienne extra
muqueuse est souvent réalisée chez les patients OPMD. La technique consiste en une
incision cervicale le long du muscle cricopharyngien permettant de sectionner le muscle
depuis I’hypopharynx jusqu’a 1’cesophage cervical (Duranceau, 1997). Plusieurs études
montrent qu’a court terme, cette procédure est extrémement bénéfique puisque 75% des
patients ayant suivi une myotomie présentent une amélioration des symptomes dans les 9 a
14 mois apres I’intervention (Duranceau, 1997). La déglutition est notamment améliorée par
une propulsion efficace du pharynx qui peut étre associée ou pas a une prise de poids (Fradet
et al., 1997; Périé et al., 1997). Le suivi de patients aprés myotomie sur une période plus
longue montre cependant qu’en moyenne une dégradation de la déglutition survient entre 17
et 48 mois apres I’intervention (Coiffier et al., 2006).

Une autre technique, moins invasive, a été proposée pour soulager la dysphagie chez
les patients OPMD. Elle correspond a une dilatation endoscopique du sphincter supérieur
de Pcesophage réalisée en ambulatoire en introduisant une bougie de Savary-Gilliard par

I’estomac pour la faire remonter dans le segment cricopharyngée. Le passage de la bougie
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induit une dilatation de 18 mm et la procédure peut étre répétée plusieurs fois chez le méme
patient. Cette technique a prouvé son efficacité sur 14 patients OPMD chez qui la dysphagie
a ¢été¢ améliorée jusqu’a 3 mois apres la dilatation (Mathieu et al., 1997). Le suivi de 9 patients
OPMD opérés suivant cette procédure montre qu’en moyenne 73% des patients présentent
une amélioration de la dysphagie sur 3 a 15 ans en ayant subi entre 1 et 16 dilatations
(Manjaly et al., 2012).

Enfin, une injection de toxine botulique directement dans le CPM chez une patiente
atteinte d’OPMD montre une amélioration de la dysphagie 48h aprés le traitement et efficace

pour une durée de 4 mois (Restivo et al., 2000).

2. Thérapie cellulaire

La thérapie cellulaire consiste a transplanter des cellules afin de restaurer un tissu ou un
organe. Les cellules transplantées peuvent étre de différentes origines : soit elles proviennent
de donneur sain (greffe hétérologue) soit elles proviennent du sujet malade lui-méme (greffe
autologue). Chez I’homme, la faisabilité d’une stratégie de thérapie cellulaire musculaire a
¢té démontrée en greffant des myoblastes d’une patiente asymptomatique pour la dystrophie
musculaire de Duchenne a sa sceur jumelle symptomatique pour la maladie (Tremblay et al.,
1993). Cependant, dans des dystrophies musculaires comme celle de Duchenne ou
I’ensemble des muscles est touché, I’injection de myoblastes en intramusculaire n’est pas la
meilleure des stratégies. Dans le cas de ’OPMD, la thérapie cellulaire par injection de
myoblastes est particulierement adaptée puisque les atteintes musculaires sont restreintes et
les muscles touchés sont petits.

Il a été montré au laboratoire que les cultures primaires issues de muscles CPM OPMD
se comportent différemment des cellules d’'un muscle OPMD non atteint : alors que les
capacités de prolifération et de fusion des myoblastes issus de CPM OPMD sont affectées, les
cellules issus de muscle OPMD cliniquement non atteint ne présentent pas ces défauts (Périé
et al., 20006).

Par conséquent, il a été proposé qu’une transplantation autologue de cellules de muscle
cliniquement non atteint dans le muscle cricopharyngien pourrait étre une bonne stratégie de
thérapie cellulaire.

La faisabilité d’une greffe autologue dans les muscles du pharynx a d’abord été évalué

dans un modele de chien (Péri€ et al., 2006) avant d’envisager la technique chez ’homme :
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des cellules issus du biceps fémoral de chien ont été cultivées in vitro avant d’étre injectées
dans le pharynx. Les résultats montrent qu’un mois apres injection, les cellules sont toujours
présentes et capables d’enclencher la régénération du muscle aprés dommage.
Une phase clinique I/IIa a alors été réalisée sur 12 patients OPMD chez qui des biopsies
de muscles cliniquement non atteints SCM et QM ont été effectuées afin d’amplifier les
cellules musculaires. Une quantité médiane de 178 millions de cellules présentant plus de
80% de myogénicité a été injectée en parallele d’une myotomie extramucosale. De plus, au
moment de I’injection, le muscle pharyngien a ¢été scarifié au scalpel afin de créer un
dommage et d’activer la régénération. Les patients ont ensuite été suivis 1, 6, 12, 18 et 24
mois apres 1’opération et ’amélioration de la dysphagie a été évaluée par vidéofluoroscopie,
par des mesures de la vitesse de déglutition, par des examens cliniques et par des
questionnaires portant sur la qualité de vie. Les résultats suggerent que la greffe autologue
couplée a la myotomie chez des patients OPMD améliore les capacités de déglutition
avec un effet cellulaire dose-dépendent et sans dégradation de la déglutition 2 ans aprés
I’opération (figure 26) (Périé et al., 2014).

Malgré I’amélioration des symptomes apres cette stratégie de thérapie cellulaire, les

cellules injectées sont toujours porteuses de la mutation dans PABPNI.
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Figure 26: La thérapie cellulaire autologue améliore la déglutition dans I'OPMD

Thérapie cellulaire autologue de myoblastes issus de QM de patient OPMD dans le CPM du méme
patient. Le graphe montre une amélioration de la dysphagie jusqu’a deux ans apres 1’intervention
dépendante de la dose de cellules injectées.

3. Thérapie génique
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L’agence européenne du médicament (EMA) définit qu’un produit de thérapie
génique doit remplir deux critéres : 1/ il doit contenir une substance active correspondant a un
acide nucléique recombinant administré a I’homme dans le but de réguler, réparer, remplacer
ou ajouter/supprimer une séquence génétique ; 2/ ses effets thérapeutiques, prophylactiques et
diagnostiques concernent directement les séquences en acide nucléique recombinant qu’il
contient (Wirth et al., 2013).

Les premiers essais de thérapie génique au début des années 2000 se sont heurtés a
des problémes d’intégrations non spécifiques des vecteurs viraux dans le génome des patients
conduisant a la suspension des essais cliniques (Hacein-Bey-Abina et al., 2008; McCormack
and Rabbitts, 2004; Raper et al., 2003). Vingt ans plus tard, grice a une meilleure
connaissance et a une maitrise approfondie des vecteurs de thérapie génique, les premiers
succes voient le jour. Dans le cas des maladies neuromusculaires, le développement de
thérapies géniques utilisant des virus associés a 1’adénovirus (AAV) est particulicrement
prometteur. On peut notamment citer plusieurs essais cliniques de phase I/II pour le
traitement de la dystrophie musculaire de Duchenne et en 2018, le lancement du premier
essai clinique de phase III pour le traitement I’atrophie musculaire spinale (SMA) (Wang et
al., 2019).

Parmi la variété de vecteurs viraux ou non viraux, l’utilisation des AAV est
particulierement pertinente pour les thérapies géniques musculaires car ils sont non intégratifs
et peu immunogenes (Wang et al., 2019). Pour ces raisons, seuls les AAV seront décrits dans

la partie qui suit :

3.a) Les virus associés a ’adénovirus (AAV)

Les virus de type AAV sont actuellement parmi les plus utilisés pour les stratégies de
thérapie génique. Ils correspondent a des petits virus a ADN (20nm), non pathogeénes, non
enveloppés et non réplicatifs. Ils ont la capacité d’encapsider un ADN de 4,8 kb maximum
(Naso et al., 2017). Pour étre utilis¢ comme vecteur de thérapie génique, le virus AAV doit
contenir le géne d’intérét qui est inséré entre les répétitions terminales inversées (ITR) a la
place du génome viral (AAV recombinant). Ce type de virus a une grande capacité a infecter
in vivo les cellules quiescentes et réplicatives faisant de lui un vecteur de choix pour les
thérapies du muscle ou du cerveau (Hocquemiller et al., 2016).

Le challenge des stratégies AAV est de pouvoir produire des virus peu immunogene

et non toxique en grande quantité et a faible colit. Afin de produire les virus, on réalise une
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triple transfection dans des cellules mammiferes exprimant le géne adénoviral E1 nécessaire
a la réplication de I’AAV dans des cellules HEK293T (Ayuso et al., 2010). Les cellules sont
donc transféctées avec un AAV portant la séquence d’intérét, un AAV contenant les genes
rev et cap et un AAV contenant certains genes d’adénovirus dit Ad helper (Naso et al., 2017)
(figure 27). A la suite de la production, les virus sont purifiés et pourront servir pour les
essais sur le patient.

Vecteur séquence AAV revicap AAV helper
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Figure 27: Production de virus par triple transfection

Le vecteur séquence contient le gene d’intérét.

L’AAY rev/cap contient les génes nécessaires a la réplication et au conditionnement (rev) et a la
production des protéines de capside (cap). Le sérotype des protéines Cap détermine celui de I’AAV
produit.

L’AAYV Ad helper porte le minimum de génes adénovirus requis pour la réplication de ’AAV.
Adapté de Ayuso et al. 2010

3.b) Thérapie génique pour ’OPMD

Pour ’OPMD, I’objectif est de corriger I’allele malade sans que ceci n’ait d’impact
sur l’allele sain. Il a été proposé d’éteindre uniquement I’alléle muté en utilisant des
ribozymes a téte de marteau qui sont des petits ARN qui peuvent étre dirigés vers un transcrit
particulier, enclencher son clivage et donc supprimer l’expression du geéne en question
(Kharma et al., 2016). Cependant, il est difficile de cibler spécifiquement 1’allele muté car
I’expansion a lieu dans I’exon 1 du gene PABPNI qui est naturellement riche en répétition
guanine-cytosine (GC).

Ainsi, une stratégie de thérapie génique a été imaginée en combinant un premier AAV
exprimant une triple cassette de petits ShARN permettant par ARN interférence d’éteindre
I’expression de PABPN1 muté et sauvage (shRNA3x) et un second AAV exprimant le géne
sauvage de PABPN1 mais dont la séquence a été¢ modifiée grace a la redondance du code

génétique pour étre résistante a I’ARN interférence (figure 28).
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Figure 28: Constructions pour thérapie génique dans I'OPMD

shRNA3x :shl et sh3 contiennent des séquences ciblant PABPN1 humain, murin et bovin et sh2 cible PABPN1
humain et bovin. Chacun d’entre eux est placé sous un promoteur différent de la polymérase 1T (U61, U69 et
HI).

optPABPNI1 : séquence PABPNI1 optimisée grace a la redondance du code génique pour qu’elle échappe a
I’extinction par les shRNA. Elle présente 25% de différence avec la séquence endogéne.

Les résultats sur le modé¢le murin A17 de ’OPMD montrent que cette stratégie
combinée permet de diminuer le pourcentage d’agrégats, d’améliorer la force musculaire, de
diminuer la fibrose, d’augmenter la taille des fibres, et de diminuer I’expression de protéines
de la matrice extracellulaire. De plus 98% des génes dérégulés dans la souris OPMD sont
normalisés apres traitement par thérapie génique (Malerba et al., 2017).

Cette double stratégie d’ « extinction-remplacement » est indispensable au succes de
la thérapie, tout au moins chez la souris OPMD, ou PABPNI mutée est surexprimée. En
effet, la mutation dans PABPN1 aboutit a la formation d’agrégats pouvant a la fois jouer un
role de gain de fonction toxique en séquestrant protéines et ARN et de perte de fonction de
PABPNI (voir partie « agrégats »). Ainsi, 1’apport seul du virus AAV-optPABPNI1 permet
certes d’apporter plus de PABPNI1 sauvage mais ne permet pas de supprimer les effets
toxiques des agrégats (perte ou gain de fonction). De la méme maniere, ’apport du virus
AAV-shRNA3X seul ne permet par d’améliorer la pathologie car méme si il permet de
diminuer le nombre d’agrégats il affecte aussi le niveau de PABPNI normal, ce qui est
délétere pour le muscle (Malerba et al., 2017).

Une nouvelle construction AAV combinant en une seule cassette comprenant la
séquence optPABPNI et 2 shMIR ciblant PABPN1 en 3’ de la séquence codante a depuis été
¢laborée par le laboratoire, 1’équipe de George Dickson et la société Benitec BioPharma. Ces
résultats seront présentés en annexe. L’AAV résultant appelé BB-301 a recu « ’orphan drug
designation » de la FDA et de I’Agence européenne du médicament en 2017 (Suhy et al.,
2017). Depuis la société Axovant a obtenu une licence pour le projet en vue d’un

développement clinique.
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4. Stratégies anti-agrégats :

Plusieurs études ont démontré que diminuer le nombre d’agrégats dans des modéeles
animaux ou cellulaire de I’OPMD permettait d’améliorer les phénotypes musculaires et la
toxicité cellulaire. La majorité¢ de ces études utilisent des molécules pharmacologiques

comme stratégies anti-agrégats et elles seront détaillées comme suit :

- Les protéines chaperonnes HSP70/HSP40: ces protéines ont la propriété de se fixer
aux protéines dénaturées ou mal conformées afin de les aider a se replier correctement ou de
les diriger vers la machinerie de dégradation. Il a ainsi ét¢ montré dans plusicurs modeles
cellulaires et animaux de maladies a agrégats comme 1’ataxie spinocerebelleuse de type 3, la
maladie de Huntington ou la maladie de Parkinson que la surexpression de HSP70 permettait
de diminuer le pourcentage d’agrégats ainsi que la toxicité cellulaire (Carmichael et al., 2000;
Chai et al., 1999b; Klucken et al., 2004). 11 a été montré in vitro que la surexpression des
protéines chaperonnes HSP40, HSP70 et de la co-chaperonne de HSP70 HDJ-1 dans un
modele cellulaire de ’OPMD aboutissait a une diminution du pourcentage d’agrégats
associée a une diminution de la toxicité cellulaire deés 48h apres le traitement (Bao et al.,
2002, 2004). Par la suite, il a été montré dans des cellules HeLa surexprimant PABPNI
mutée que 1’induction de 1’expression de HSP70 par des molécules thérapeutiques comme le
sulfate de =zinc (ZnSO4) (nutriment minéral essentiel), 1’hydroxyquinoline (anti-
microbienne), 1’ibuproféne, I’indométacine (anti-inflammatoires) (Wang et al., 2005) et la
molécule Adapt-232 (composition d’herbes naturelle et médicinale) (Abu-Baker et al., 2016)
permettait de réduire les agrégats et la mort cellulaire.

- La doxycycline est un antibiotique de la famille des tétracyclines approuvé par
la FDA. En raison de son rdle anti-amyloide mis en évidence in vitro sur protéine purifice
(Forloni et al., 2001), la doxycycline a été testée sur un modele cellulaire de I’OPMD et il a
été montré qu’elle était efficace pour diminuer les agrégats et la mort cellulaire a une dose de
100uM (Bao et al., 2004). L‘administration orale de 6 mg/ml de doxycycline a des souris
OPMD A17 a partir de 6 semaines améliore la faiblesse et la force musculaire entre 4 et 10
mois et la locomotion des souris traitées entre 9 et 10 mois. Le traitement permet ¢galement
de diminuer le pourcentage d’agrégats et la mort cellulaire a partir de 6 mois (Davies et al.,

2005).
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- Le tréhalose est un disaccharide naturellement synthétisé dans de nombreuses

especes incluant les bactéries, les levures, les champignons, les plantes, les insectes et les
invertébrés (Chen and Haddad, 2004). Il a été montré que la protéine agissait comme une
chaperonne chimique car elle se fixe sur les protéines mal conformées afin de rétablir leur
conformation native (Welch and Brown, 1996). L’utilisation du tréhalose dans un mod¢le
murin de la maladie de Huntington permet de diminuer 1’agrégation et d’augmenter la survie
des animaux (Tanaka et al., 2004). Ainsi, en raison de ces propriétés anti-agrégation, le
tréhalose a été testé dans un modele cellulaire sur-exprimant PABPN1 muté (COS7) et dans
le modele murin A17 de ’OPMD (Davies, 2005). Traiter les cellules avec 100uM de
tréhalose permet de diminuer de prés de 50% le pourcentage d’agrégats et le nombre de
noyaux apoptotiques. Chez la souris A17, I’ajout de tréhalose dans 1’eau (2%) dés 6 semaines
permet d’améliorer la force et la faiblesse musculaire dés 4 mois et jusqu’a au moins 10 mois.
A 10 mois, les souris A17 trainent moins le bassin lors de la marche que les souris A17 non
traitées. A 6 mois d’age, 1’¢tude histologique des biceps des animaux montre que les souris
A17 ayant bénéfici¢ du traitement présentent moins d’agrégats et moins de noyaux
apoptotiques que les souris non traitées.
Un essai clinique de phase II a été lancé par la compagnie Bioblast BioPharma(Argov et al.,
2016). Dans cet essai, 25 patients OPMD ont été traités pendant 24 semaines par injection
intraveineuse hebdomadaire de tréhalose 9%. La capacité de déglutition, la force musculaire
ainsi que la qualité de vie des patients ont été évaluées avant et apreés le traitement. Les
résultats montrent que la molécule ne présente pas d’effets secondaires et que la déglutition,
la force musculaire et la qualité de vie des patients sont améliorées apres traitement. La phase
IIT de I’essai clinique consistera en une étude placebo.

- La cystamine est un inhibiteur de transglutaminase qui a démontré son efficacité
dans des modeles animaux de la maladie de Huntington en permettant de diminuer la mort
cellulaire (Borrell-Pages et al., 2006). Dans le modele murin OPMD (A17), I’ajout de
900mg/litre de cystamine dans 1’eau deés 6 semaines permet de diminuer le pourcentage
d’agrégats ainsi que la mort cellulaire par apoptose et d’améliorer la faiblesse musculaire
(Davies et al., 2010).

- Les molécules 6-aminophenanthridine (6AP) et guanabenz (GA) sont des
molécules anti-prions identifiées chez la levure. Ces composés ont été identifiés par un
criblage pharmacologique dont 1’objectif était de trouver des molécules efficaces contre les
protéines prions de levure et de mammifere (Bach et al., 2003; Tribouillard-Tanvier et al.,

2008a). Dans le modele drosophile de ’OPMD, il a été montré que I’ajout de 400uM de
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drogue dans la nourriture des mouches permet d’augmenter le pourcentage de survie, de
diminuer le pourcentage et la taille des agrégats, de restaurer les anomalies de positionnement
des ailes et d’améliorer la dégénérescence musculaire (Barbezier et al., 2011). Les
mécanismes d’action ainsi que 1’effet du GA sur des modeles mammiferes seront présentés
dans la partie résultat.

- Un anticorps intracellulaire (intrabody) dirigé contre PABPN1 a été mis au
point pour cibler directement les agrégats (Verheesen et al., 2006). Les intrabody sont des
petits fragments d’anticorps & domaine unique élaborés de manicre a cibler des protéines
intracellulaires. Ces petites molécules sont faciles a délivrer et non immunogenes car elles ne
contiennent pas la région Fc de 1’anticorps responsable de I’inflammation (Carlson, 1988;
Doorbar and Griffin, 2007). Des intrabodies spécifiques de la protéine PABPN1 humaine ont
¢té générés par le criblage d’une librairie d’anticorps a domaine unique. L’intrabody 3F5 a
¢té sélectionné en raison de son affinité de fixation a la protéine PABPNI : il cible
spécifiquement le domaine coiled-coil de la protéine nécessaire a la stimulation de la PAP
(Impagliazzo et al., 2010; Kerwitz et al., 2003). La co-transfection de 1’intrabody et de
PABPNI1-17 alanines dans des cellules HeLa ou COS-1 permet d’empécher totalement la
formation d’agrégats sans que ceci n’ait d’effet sur le niveau d’expression de la protéine. Par
ailleurs, la transfection de 3F5 24h aprés celle de PABPNI-17 alanines montre une
diminution des agrégats de 70% et 89% dans les cellules HeLa et COS-1 respectivement.
Dans le modele drosophile de I’OPMD, il a été montré que 1’utilisation de ’intrabody 3F5
permettait de diminuer de 60% le pourcentage de mouches avec des anomalies des ailes. Par
ailleurs, la co-expression de I’intrabody et de PABPN1-17 alanines permet une diminution de
la taille des agrégats nucléaires mais sans en diminuer le nombre (Chartier et al., 2009).

- L’utilisation de I’anticorps anti-myostatine RK35 : la myostatine est un inhibiteur
naturel de la croissance musculaire. L’utilisation de 1’anticorps RK35 dans le modele murin
A17 de I’OPMD montre une amélioration du poids du corps ainsi qu'une amélioration de la
force et de I’atrophie musculaire mais sans diminuer le pourcentage de noyaux avec agrégats.
Ces résultats proposent que I’utilisation d’adjuvant (comme I’anticorps RK35) combinée a
une stratégie anti-agrégats pourrait améliorer encore d’avantage le phénotype OPMD. Les
résultats de 1’utilisation de 1’anticorps anti-myostatine RK35 dans le modele murin OPMD
sont disponibles en annexe.

L’ensemble de ces résultats permet de mettre en évidence que cibler les agrégats de
PABPNI permet d’améliorer les phénotypes pathologiques observés dans les modeles

animaux de la maladie.
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Résultats
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1. Mise en contexte de I’étude :

Dans cette étude en collaboration avec George Dickson (Royal Holloway University
of London) nous avons évalué le potentiel thérapeutique de la petite molécule Guanabenz in
vitro sur un modele cellulaire OPMD (H2Kb-Alal7) (Klein et al., 2016; Raz et al., 2011b) et
in vivo sur le modele de souris transgénique OPMD A17.1 (Davies et al., 2005; Trollet et al.,
2010). Nous avons démontré que le Guanabenz permet de diminuer le pourcentage et la taille
des agrégats de PABPNI1 in vitro et in vivo et que cette diminution permet d’améliorer le
phénotype musculaire chez la souris. Cette étude nous a également permis de mettre en

¢vidence la présence d’un stress du réticulum endoplasmique dans nos modeles OPMD.

1. Le Guanabenz (GA)

Le Guanabenz (GA ; CgHgCloN4; 2-{[(2,6-dichlorophenyl)methylidene]amino} guanidine;
https://www.drugbank.ca/drugs/DB00629) est une petite molécule décrite initialement

comme un agoniste des récepteurs adrénergiques alpha-2 et prescrite aux patients pour traiter
I’hypertension. La fixation du GA sur les récepteurs a-adrénergiques au niveau post-
synaptique entraine un allégement de la décharge sympathique qui se traduit par une

diminution de la pression artérielle (Holmes et al., 1983).

Cl

S AN

cl NP

Figure 29: Guanabenz (wystensin)

Formule chimique CgHgCl,Ny4

Depuis, il a été montré que le GA avait également d’autres activités :

- L’équipe de Cécile Voisset et Marc Blondel a démontré que le GA avait une action
sur l'activité ribosomale de repliement de protéines (PFAR) (Tribouillard-Tanvier et
al., 2008b)

- L’équipe de Anne Bertolotti a démontré que le GA avait une action sur le stress du
réticulum endoplasmique (Tsaytler et al., 2011)

Nous décrirons dans deux les paragraphes suivants 1’activité ribosomale de repliement de
protéines (PFAR) et le stress du réticulum endoplasmique (ERS) ainsi que le mécanisme

d’action du GA sur ces deux activités.
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2. L’activité ribosomale de repliement de protéines (PFAR)

La synthe¢se des protéines est assurée par le ribosome, un complexe ribonucléoprotéique.
Chez les eucaryotes, le ribosome est formé de deux sous-unités : une grande sous-unité de
60S et une petite sous unité de 40S, chaque sous-unité étant elle méme formée de protéines et
de différents ARN ribosomaux (ARNr). Les ARNr 25/288S, 5.8S et 5S sont retrouvés dans la
grande sous-unité¢ alors que seul I’ARNr 18S est retrouvé dans la petite sous unité. Le
ribosome est un ribozyme (ARN qui posseéde la propriété de catalyser une réaction chimique
spécifique) puisque I’ARNr 28S a une activité peptidyl-transférase permettant la formation de
liaisons peptidiques entre deux acides amings pour la synthése de chaines polypeptidiques qui
constitueront les futures protéines. En plus de son réle dans la traduction des protéines, le
ribosome a une activité¢ de repliement des protéines, appelée PFAR (Protein Folding Activity
of the Ribosome)(Chattopadhyay et al., 1994; Das et al., 2008). Le site majeur de cette
activit¢ PFAR est localisé sur la région PTC (peptidyl-transferase center) du ribosome, une
structure ARN localisée sur le domaine V de I’ARNr 25S/28S (28S chez les eucaryotes, 23S
chez les procaryotes et 25S chez la levure) de la grande sous-unité 60S du ribosome (Voisset
et al., 2017). L’ajout in vitro de ribosomes purifiés (ribosomes entiers ou grande sous-unité
ou ARNr 23S d’E. coli ou domaine V de I’ARNr 23S) augmente le repliement de protéines
dénaturées en leur forme fonctionnellement active (« assisted folding ») (figure 31)(Das and
Gupta, 1992; Das et al., 2008, 2008; Tribouillard-Tanvier et al., 2008b).

Par criblage de molécules pharmacologiques sur des souches prions de levures, I’équipe de
Cécile Voisset et Marc Blondel a démontré que plusieurs molécules dont la 6-
aminophénanthridine (6AP), ’imiquimod (IQ) et le guanabenz (GA) étaient actives in vivo
contre les prions de levure et de mammifere. En particulier, ils ont démontré que la 6AP et le
GA inhibent spécifiquement [’activité chaperonne de protéines du ribosome: en leur
présence les ribosomes ne sont plus capables d’assister le repliement des protéines, sans
affecter la synthese protéique (Banerjee and Sanyal, 2014). Enfin, il a été¢ montré in vitro que
seul le domaine V de la sous-unité 23S de I’ARNTr était protégé d’une digestion a la RNase en
présence de 6AP et GA, démontrant la fixation spécifique de ces deux molécules au domaine
V de I’ARNr (Tribouillard-Tanvier et al., 2008b). Ces composés ont permis de démontrer que
la PFAR est impliquée dans la propagation de la conformation de la protéine prion et la
formation d’agrégats (Voisset et al., 2017). Dans ce contexte, en collaboration avec 1’équipe
de Martine Simonelig (Montpellier) ils ont testé I’activité des molécules anti-PFAR 6AP et
GA sur le modele de drosophile OPMD et les ont trouvé actifs : ’administration de GA et
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6AP dans leur nourriture améliore le phénotype musculaire des drosophiles OPMD
(amélioration du positionnement anormal des ailes) et diminue la taille des agrégats de
PABPNI1 (Barbezier et al., 2011). L’étude mécanistique, essentiellement concentrée sur la
molécule 6AP, a permis de proposer un réle des ARN ribosomaux dans la formation des
agrégats de PABPNI.
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Figure 30: Repliement assisté des protéines par I'activité PFAR de I'ARNr

D’apres (Banerjee and Sanyal, 2014)
3. Le stress du réticulum endoplasmique

Le réticulum endoplasmique (ER) est le lieu principal de synthése et maturation des protéines
de la membrane plasmique, des organites intracellulaires (appareil de golgi, lysosomes) et des
protéines sécrétées par la cellule (Oakes and Papa, 2015). Au cours de leur traduction, ces
protéines pénetrent dans la lumiére du ER ou elles sont repliées puis assemblées en
complexes multiprotéiques. Le repliement de ces protéines requiert la participation de
protéines appelées chaperonnes (BiP/GRP78, calnexine, GRP94...) qui évitent les erreurs de
repliement. Si des molécules mal conformées sont produites, ces dernieéres sont prises en
charge par chaperonnes ou transportées dans le cytoplasme pour étre dégradées par le
protéasome ERAD (ER-associated redragation). Le stress de I’ER est un phénoméne qui
intervient lorsque 1’homéostasie du réticulum est bouleversée. Les causes physiologiques et
pathologiques aboutissant a ce stress sont diverses et peuvent correspondre a une

accumulation de protéines mal repliées, a la dérégulation du niveau calcique, a une privation
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en glucose ou en ¢énergie, a des affections virales, a la présence de certaines molécules
chimiques etc...(Kaufman, 1999; Mori, 2000). Afin de contrebalancer ce stress, I’ER
déclenche une réponse nommée UPR (pour Unfolded Protein Response). La réponse
adaptative UPR au stress vise a réduire la charge de protéines mal repliées. Elle repose sur
I’activité de trois senseurs situés a la membrane de I’ER : la protéine kinase d’initiation de la
traduction eucaryote PERK (pour RNA-dependent protein kinase-like ER eukaryotic
translation initiation factor 2 alpha kinase) ; la protéine dépendante de 1’inositol IREla (pour
inositol-requiring protein 1) et le facteur d’initiation de la transcription ATF6 (pour activating
transcription factor 6).

Dans des conditions physiologiques, PERK, ATF6 et IREla sont maintenues dans des états
inactifs par la fixation de la protéine chaperonne de I’ER GRP78 ou BIP. En cas de stress,
cette dernicre se dissocie des 3 senseurs et va se fixer préférenticllement aux protéines mal
conformées générées par le stress dans la lumiere de I’ER (Gething and Sambrook, 1992).
Ceci permet d’enclencher la réponse UPR (figure 32).

Le GA peut moduler la réponse adaptative UPR de la cellule au stress du réticulum
endoplasmique. Il a été montré que le GA protégeait les cellules HeLa de la mort apres
induction d’un stress de I’ER par la tunacamycine, un agent chimique qui cause
I’accumulation de glycoprotéines mal repliées dans le réticulum (Tsaytler et al., 2011). Le
mécanisme proposé est un mécanisme cytoprotecteur grace a la fixation du GA au niveau de
la phosphatase GADD34 (ou PPPIRI5A) empéchant la dimérisation du complexe
PPPIRI5A/PPPIR15B et prolongeant ainsi la phosphorylation du facteur d’initiation de la
traduction eiF2a. Ceci a pour conséquence d’inhiber la traduction des protéines laissant ainsi
plus de temps aux molécules chaperonnes activées par le stress de rétablir I’homéostasie du
réticulum endoplasmique (Tsaytler et al., 2011). Plusieurs études s’accordent a dire que le
GA joue un role dans I’activation de ’'UPR en confirmant son action via la phosphorylation
de eif2a pour améliorer les phénotypes pathologiques liés a la sclérose latérale
amyotrophique (ALS) dans le modéle murin portant une mutation dans la superoxide
dismutase Cu/Zn (SOD1) (Wang et al., 2014) ou alors protéger les cardiomyocytes de la mort
cellulaire induite par le stress (Neuber et al., 2014). A I’inverse d’autres études mettent en
évidence que ce role du GA a un effet lipotoxique dans des cellules B du pancréas de souris
(Abdulkarim et al., 2017) ou un effet aggravant dans un autre modele murin de I’ALS (Vieira
et al., 2015).

Bien que le role du GA sur le stress de ’ER soit bien accepté, la voie par laquelle il

agit est encore discutée : d’un coté il a été proposé qu’il agissait via la voie PERK en se
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fixant sur GADD34 (Crespillo-Casado et al., 2017, 2018; Das et al., 2015; Takigawa et al.,
2016) et d’un autre coté, il a été suggéré par des expériences réalisées in vitro avec la
molécule Sephin, un analogue du GA, que ’action du GA sur I’ER stress pourrait également

passer par la voie IREla (Crespillo-Casado et al., 2017).
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Figure 31: Activation des 3 voies UPR en réponse a un stress de I'ER

Les voies PERK et IREla sont activées par la dimérisation puis la phosphorylation de leur récepteur
lorsque BIP en est délogée. ATF6 est activé (ATF6(N)) apres son clivage par les enzymes S1P et S2P
dans le golgi. La voie PERK induit d’une part une atténuation de la traduction via la phosphorylation
et ’inactivation du facteur eif2a par la phosphatase GADD34 et d’autres part ’activation de génes de
survie via la traduction spécifique de ATF4. La voie IREla induit I’épissage de ’ARNm de XBP/
dont la translocation dans le noyau active notamment les genes du systeme de dégradation ERAD. La
voie AFT6 permet I’activation des protéines chaperonnes et du géne de XBP1.

PDIA4 est I’'une des enzymes les plus importante dans la lumieére de I’ER. Elle possede une activité
chaperonne permettant la prévention de ’agrégation des protéines mal-repliées (Thomas et al., 2010).
EDEMI est un des composants essentiel de la voie ERAD (Oyadomari and Mori, 2004; Ron et al.,
2011). DNAIJC3 est une chaperonne moléculaire activée spécifiquement par la voie IRE1a (Huber et
al., 2013). Adapté de (Kadowaki and Nishitoh, 2013)
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Abstract

Oculopharyngeal muscular dystrophy (OPMD) is a rare late onset genetic disease leading to ptosis, dysphagia and proximal
limb muscles at later stages. A short abnormal (GCN) triplet expansion in the polyA-binding protein nuclear 1 (PABPN1) gene
leads to PABPN1-containing aggregates in the muscles of OPMD patients. Here we demonstrate that treating mice with
guanabenz acetate (GA), an FDA-approved antihypertensive drug, reduces the size and number of nuclear aggregates,
improves muscle force, protects myofibers from the pathology-derived turnover and decreases fibrosis. GA targets various
cell processes, including the unfolded protein response (UPR), which acts to attenuate endoplasmic reticulum (ER) stress. We
demonstrate that GA increases both the phosphorylation of the eukaryotic translation initiation factor 2a subunit and the
splicing of Xbp1, key components of the UPR. Altogether these data show that modulation of protein folding regulation is
beneficial for OPMD and promote the further development of GA or its derivatives for treatment of OPMD in humans.
Furthermore, they support the recent evidences that treating ER stress could be therapeutically relevant in other more
common proteinopathies.
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Introduction

Oculopharyngeal muscular dystrophy (OPMD) is a late onset rare
autosomal dominant muscular dystrophy. It affects 1:100 000
people in Europe but it is more common in population groups
such as the Bukharan Jews (1/600) and in Quebec (1/1000) likely
due to founder effects (1,2). OPMD is characterized by progressive
eyelid drooping (ptosis), swallowing difficulties (dysphagia) and
proximal limb weakness. It is caused by a mutation in the
poly(A) binding protein nuclear 1 (PABPN1) gene that introduces an
abnormal expansion of alanine-encoding (GCN)n trinucleotide
repeat in the coding region of exon 1 with 11-18 repeats leading
to a mutant protein with an expanded number of alanines
(expPABPN1, with 11-18 alanines instead of the normal 10) in
the N terminal domain (3). PABPN1 is involved in several steps
of messenger RNA (mRNA) and non-coding RNA biogenesis:
PABPN1 controls mRNA poly(A) tail length (4,5) and regulates the
use of alternative polyadenylation sites (6,7) with a direct effect
on mRNA levels and stability. It is involved in splicing regulation
(8,9) and in the long non-coding RNA (10) and small nucleolar
RNA processing (11). It also has an important role in poly(A)-
mediated RNA decay or export from the nucleus (4) as well as
in RNA hyperadenylation (12). Finally, PABPN1 has been shown
to be required for paraspeckle formation as well as for RNA
editing (13).

PABPN1 expression level varies across mouse and human
tissues and is exceptionally low in skeletal muscle (14). Mutated
expPABPN1 is prone to form intranuclear aggregates but only
in skeletal muscle (15,16). To date the exact consequence of
the presence of these aggregates in muscle still remains poorly
understood but recent studies have suggested that expPABPN1
aggregates that also sequester wild-type (WT) PABPN1 in het-
erozygous patients could itself contribute to phenotypes asso-
ciated with OPMD by a loss of function mechanism (13,14,17-19).
This pathological function of PABPN1 aggregates is supported
by the fact that higher frequency of aggregates is observed in
severe homozygous patients (20). In addition, reducing PABPN1
aggregation by supplementing drugs such as trehalose or other
supposed chaperones has consistently demonstrated enhanced
cell survivalin cell models of OPMD (21-23) and improved muscle
weakness in both mouse and Drosophila models (2,24,25). Apop-
tosis and deregulation of the ubiquitin-proteasome system have
also been proposed as potential downstream pathological events
triggered by the aggregates (26,27).

There is currently no cure for OPMD and one of the only
option for patients is the surgical cricopharyngeal myotomy
to improve swallowing and surgical treatment of ptosis. Some
innovative therapies are under development, including a
phase I/Ila cell therapy trial involving autologous myoblast
transplantation that has shown improvement in the swallowing
capacity of OPMD patients with a cell dose effect (28). Several
studies have shown promising results in animal models of the
disease, mainly in Drosophila and in the A17 mouse model,
where expPABPN1 is overexpressed under control of human
skeletal muscle actin promoter (HSA1). A gene therapy approach
tested in A17 mice showed a strong recovery from the disease
(18). As mentioned above, anti-aggregation pharmacological
strategies have shown positive results both in vitro and in
vivo in the same A17 mouse model of OPMD (2,21,25,27) and
intravenous injection of trehalose is currently being used
in a phase II clinical trial (29). Guanabenz acetate (GA), an
FDA-approved antihypertensive drug agonist of a2-adrenergic
receptors (30), was recently identified to display anti-prion
activity through the inhibition of the protein folding activity
mediated by the domain V of the large ribosomal RNA (PFAR),

which is a component of the large subunit of the ribosome
(31,32). GA was shown to be effective in the Drosophila model
of OPMD when provided as oral treatment in the food, where
it decreased muscle degeneration and reduced the size of
aggregates (24). Deletions of the ribosomal DNA locus (encoding
rRNAs mediating PFAR) was also shown to reduce OPMD
phenotypes and act synergistically with sub-effective doses of
6-aminophenanthridine, a PFAR inhibitor-like GA (24), suggest-
ing a mechanism involving the PFAR (33,34). Furthermore, GA has
been shown to play a beneficial role in models of neurological
diseases (e.g. amyotrophic lateral sclerosis) by acting on the
unfolded protein response (UPR). It has been proposed that GA
could decrease protein burden in the endoplasmic reticulum (ER)
and so increase the efficiency of ER chaperones by prolonging
protein translation attenuation during ER stress (35,36). ER stress
condition activates the UPR through different pathways medi-
ated by Grp78 (also called BiP, immunoglobulin-heavy-chain
binding protein): first the dissociation of Grp78 from the protein
kinase RNA (PRK)-like ER kinase (PERK) activates PERK that
phosphorylates the a-subunit of eukaryotic translation initiation
factor 2a (elF2a). The phosphorylation of elF2a attenuates the
cap-dependent protein translation and induces the translation
of protein stress responses such as activating transcription
factor 4 (ATF4) or protein phosphatase 1 regulatory subunit
15A (PPP1R15A). This latter has a crucial role in terminating
the UPR pathway by binding to the catalytic subunit of protein
phosphatase 1 holoenzyme (PP1c) and dephosphorylating elF2a.
The second branch of the UPR is initiated by the dissociation
of Grp78 from inositol requiring protein la (IRE-1a), which
induces a non-canonical splicing of X-box binding protein 1
(XBP1) mRNA producing the active transcription factor XBP1s
that in turn triggers the expression of several genes involved in
protein folding. The third pathway is operated by the activating
transcription factor 6 (ATF6), a receptor that under ER stress and
its dissociation to Grp78 is translocated to the Golgi where it is
cleaved to produce a fragment which then acts as a transcription
factor to promote expression of XBP1 mRNA and other proteins
involved in protein folding. It has been proposed that GA binds
to PPP1R15A, thus preventing its binding to PPlc (37,38) and
prolonging elF2a phosphorylation with the effect of reducing
the accumulation of misfolded proteins in the ER (37,39), but
these data are controversial (40-42).

Here we show that GA supplementation tested in the same
dose range used for the marketed hypertensive GA-based drug
Wytensin, significantly reduces the number of aggregates,
decreases fibrotic collagen deposition and pathological muscle
turnover and improves muscle strength in the A17 mouse model
of OPMD. As expPABPN1 expression in skeletal muscles induces
the expression of ER stress markers, we studied the mechanism
underlying the beneficial effects of GA in muscle cells and found
that both Irela- and PERK-dependent branches of the UPR are
affected by GA administration. Altogether, these results identify
GA as a positive molecule for OPMD in the mouse model; they
also suggest that ER stress plays a role in OPMD and that the
modulation of UPR in response to ER stress has therapeutic
potential to attenuate PABPN1 aggregate toxicity.

Results

Guanabenz effectively reduces PABPN1 aggregates in
OPMD muscle cells

GA has been shown to reduce the size of aggregates in a
Drosophila model of OPMD (24). We first tested GA in the
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Figure 1. GA treatment reduces PABPN1 aggregates in Alal7 differentiated cells. (A and B) Representative immunostaining of PABPN1 aggregates (green) in differentiated
Alal7 cells. In (A) nuclei are counterstained with Hoechst (blue) and myotubes are visualized using phalloidin staining (red). Scale bar, 40 pm in (A). Scale bar, 25 pm in
(B). (C) The amount of PABPN1 aggregates was reduced upon GA treatment. Unpaired t-test, *P < 0.05, n = 3 experiments with at least 100 nuclei counted per experiment.
(D) The size of PABPN1 aggregates is decreased by GA treatment. Cumulative rank plots show the size of nuclear aggregates in A17 GA-treated group compared to A17
untreated group. Kolmogorov-Smirnov test with *P < 0.05. NT = cells treated with DMSO only; GA: cells treated with 10 ptM GA.

OPMD Alal7 muscle cell model. When differentiated, this
myogenic cellular model expresses PABPN1-Alal7, resulting in
the formation of a large number of nuclear aggregates (43,44). GA
was added to the cells at day 2 of differentiation and maintained
in the medium for additional 72 h. In these conditions, treatment
with 10 pM of GA led to a significant reduction in the number and
size of PABPN1-Alal7 aggregates (Fig. 1A-D), without altering cell
differentiation (Fig. 1A and Supplementary Material, Fig. SIA-D).
At lower GA concentrations (ranging from 0.1 to 1 pM), we
observed a dose-dependent reduction in the size of PABPN1-
Alal7 aggregates but no effect on their number (Supplementary
Material, Fig. S2A-C).

GA treatment induces a favorable change in stress
response in Alal7 cells

GA is known to affect the UPR in response to cellular ER stress
(35-37,45) by prolonging the phosphorylation of the o subunit of
elF2u on Ser®! (P-elF2a), a key component of the PERK branch of
UPR, to slow down protein translation, decrease the ER protein
accumulation in the ER and so leaving more time for the ER
chaperones to correctly fold newly synthetized proteins (37).
While no effect was observed in GA-treated versus non-treated
control cells, a strong increase in phosphorylated elF2a (P-elF2a)
was observed in GA-treated Alal7 cells (Fig. 2A-B) compared
with non-treated Alal7 cells. This effect was also observed at
lower doses where phosphorylation was activated for all doses
ranging from 10 to 0.05 pM of GA (Supplementary Material,
Fig. S2D-E). Significant changes in the expression of the same
UPR-related genes were observed in Alal7-treated cells in which
Grp78, Grp94, Ddit3, Atf4 and Dnajc3 RNA levels were upregulated
24 h after treatment compared with non-treated cells, while
these levels were unchanged in control treated cells (Fig. 2C).
At 72 h after treatment, levels of UPR-related genes were back
to normal in Alal7 treated cells (data not shown). As Grp78
also activates the IREla branch of the UPR, we evaluated if Xbp1

splicing was affected by GA supplementation. A strong increase
in the spliced form of Xbpl (Xbpls) was detected in GA-treated
Ala17 cells (Fig. 2D) while no effect was observed on GA-treated
control cells. The fact that control cells are not perturbed by
GA administration indicates that GA itself does not induce UPR
and is consistent with OPMD cells being challenged by ER stress.
Whereas in the animal the expression of the mutated form of
PABPN1 induces the UPR by itself, in Alal7 cells GA is needed to
reveal UPR activation.

Overall these data show that GA treatment in OPMD cells
induces a favorable change in stress response, mediated by
increased phosphorylation of eIF2a and Xbp1 splicing activation,
which induces UPR-related proteins up-regulation. Furthermore,
GA treatment only modulates UPR in cells affected by ER stress.

ER stress is detected in skeletal muscle of A17 mice

No data are available on the ER stress condition and the
relative UPR in muscles of the A1l7 mouse model of OPMD.
Upon ER stress, it has been shown that the lumen of the ER
is enlarged (46,47). Using electron microscopy, we analyzed the
skeletal muscle of A17 mice and observed that the muscle ER
(sarcoplasmic reticulum, SR) was abnormally expanded in a
number of glycolytic fibers compared to WT mice suggesting
that this cellular organelle is indeed under stress (Fig. 3A).
In addition, analysis of gene expression profiles of A17 skeletal
muscles compared with those of WT mice confirmed that
the expression of ER genes (GO term: endoplasmic reticulum
subcompartment) is affected in OPMD mice (Fig. 3B). This was
further confirmed by gqPCR analysis on Al7 muscle cDNAs
for several crucial UPR-related genes: the chaperones glucose-
regulated proteins 78 and 94 (Grp78, Grp94), the DNA damage-
inducible transcript 3 Ddit3 (also named Chop), the activating
transcription factor 4 (Atf4, downstream of PERK branch) and
the DnaJ homolog subfamily C member 3 (Dnajc3, downstream of
ATF6 branch) (Fig. 3C). Xbp1 splicing level remained unchanged
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Figure 2. Both PERK-P-eiF2a and IRE1-Xbp1 pathways are activated in response to GA treatment in OPMD cells. (A) Western blot showing phosphorylated eiF2u (P-eiF2a)
in control and OPMD cells treated with 10 pM GA for 72 h (Ala1l7 GA) compared to DMSO-treated cells (Alal7). No increase in phosphorylation of eiF2u is observed in
control cells treated with GA (Ctrl GA). (B) P-eiF2a normalized to total eiF2a. One-way analysis of variance (ANOVA) test with Bonferroni post-hoc test, ***P < 0.001.
(C) Downstream key UPR markers are overexpressed in Alal7 cells treated with 10 pM GA (dark grey) while unchanged in control cells (light grey). mRNA levels were
normalized to RPLPO mRNA level (P0). n = 3 per group. One-way ANOVA test *P < 0.05, ***P < 0.001, ****P < 0.0001, ns, not significant (n = 3). (D) 10 pM GA treatment
activates Xbp1 alternative splicing in Ala17 cells but not in control cells, visualized using reverse transcription polymerase chain reaction (RT-PCR). The level of total
Xbp1 is comparable in Alal7 cells and in control cells. Xbp1-u: unspliced form; Xbp1-s: spliced form of Xbp1.

in A17 mouse (Fig.3C). These data confirm that expPABPN1
expression in skeletal muscles induces the expression of ER
stress markers, indicating that the A17 mouse is a relevant
OPMD model to evaluate the effect of GA on ER stress and its
therapeutic potential in vivo.

Treatment with GA in the A17 OPMD mouse model
efficiently improves muscle strength, decreases
pathological aggregates accumulation, myofiber
turn-over and fibrosis

To test the effect of GA administration in the OPMD mouse
model, 10-12-week-old A17 mice were injected intraperitoneally
(i.p.) with 4 mg/kg of GA (n = 6) or with saline (n = 6) three
times per week (for a final dose of 12 mg/kg/week of GA) for
13 weeks. We chose this dose because it is in the range of
the dose of drug used for the marketed GA-based Wytensin
to treat hypertension in humans (48). Age-matched WT mice
(FvB) (n = 6) were also injected with saline as controls. At the
end of the experiment, all mice gained a similar bodyweight
irrespective of the treatment (data not shown). As GA has
been shown to induce dizziness, weakness and sedation as

possible side-effects (49), locomotor behavior of mice was
examined by open field behavioral monitoring both after the
first and before the last drug administration in the 13-weeks-
long study (Supplementary Material, Table S2). After the first
injection of GA (or saline in control mice), behavior of mice was
monitored for 60 min and several parameters describing the
animal activity were recorded (Fig. 4A). This analysis showed
that mice treated with GA were less active than mice injected
with saline soon after GA administration (one-way ANOVA
test, Supplementary Material, Fig. S3A). However, the same
analysis performed in mice just before the last injection of the
study (with mice that were not under the effect of the drug
at the time of the analysis) indicated that animals chronically
treated with GA for 13 weeks are as active as mice injected with
saline (one-way ANOVA test, Supplementary Material, Fig. S3B)
suggesting no detrimental effect of a prolonged treatment
with GA in locomotor activity of these mice. Before harvesting
the samples from the treated mice, the forelimb force was
analyzed by grip strength analysis. A17 mice have weaker
forelimbs strength than FvB WT mice (25,50). The treatment
with GA significantly increased the muscle strength of treated
A17 mice compared with saline injected Al7 mice (Fig. 4B).
In a control pilot experiment, we verified that GA had no
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Figure 3. ER stress in the OPMD mouse model. (A) Electron micrograph of abnormally enlarged SR in A17 mouse (bottom) as compared to WT mouse (top panel). Arrows
indicate T-tubules. Scale bar, 2 pm. The boxed area in each left panel is enlarged in the right panel. Scale bar, 500 nm. (B) Scatter plot of cellular component ontology
on 1099 DEGs from quadriceps muscles of 26-weeks-old A17 male mice (n = 6 per group) previously deposited on GEO (GSE26604). The top 30 cellular components are
shown in the bubble chart. Gene ratio is shown on the x-axis, point size shows the gene counts and point color shows the adjusted P-value. (C) Key UPR downstream
genes Grp78, Grp94, Ddit3, Dnajc3 and Atf4 are up-regulated in A17 mice compared to control mice. The 25-weeks-old mice (n = 6 per group) were used for this study.
Only Xbp1 splicing profile did not show any change between WT and A17 mice. Xbp1-u: unspliced form; Xbp1-s: spliced form of Xbp1 (n = 3 mice per group). Unpaired

t-test **P < 0.01, ***P < 0.001, ****P < 0.0001.

effect on FvB WT mice (Supplementary Material, Fig. S4). To
assess more precisely the muscle strength, tibialis anterior (TA)
muscles of saline and GA-treated mice were then analyzed
by in situ electrophysiology force measurement. Muscles were
stimulated with nine consecutive trains of impulses from 10
to 180 Hz and the muscle strength provided after each train of
stimulation was measured. GA treatment significantly increased
the absolute maximal tetanic force generated by the muscles
of A17 mice (Fig.4C). Normalization of the maximal tetanic
force with the cross-sectional area of the muscles provides a
measure called maximal specific force, which is an indication
of the muscle strength per unit of the muscle. Administration of
GA to Al7 mice significantly increased the maximal specific
force and normalized the muscle strength to the WT level
(Fig. 4D-E). No difference in muscle weight was observed for TA,
extensor digitorum longus (EDL), soleus (Sol) or gastrocnemius
(Gast) (Supplementary Material, Fig. S5). As GA is expected to
reduce the amount of aggregates, muscles were analyzed for
the presence of PABPN1 aggregates. The treatment with GA
significantly reduced both the percentage of nuclei containing
aggregates (one-way ANOVA test, from ~31% to ~22% of nuclei)
and the size of aggregates in TA skeletal muscles of A17 mice
(Fig. 5A-C), while the total level of PABPN1 protein was
unchanged (Fig. 5D-E). Interestingly, the proportion of centrally
nucleated (CN) myofibers, which is an index of muscle
degeneration and regeneration, was reduced by almost 50% in
GA-treated TA muscle (from 7.5% to 4%, Fig. 6A) suggesting a
reduction on the pathology-derived myofiber turn-over. As the
OPMD pathology is characterized both in humans and in the
A17 mouse model by increased fibrosis and collagen deposition
in affected muscles, we stained the FvB and A17 muscles for
markers of fibrosis (i.e. Collagen I, III via sirius red staining and
Collagen VI via immunostaining). As expected, saline-treated
A17 muscles were more fibrotic than age-matched saline-
treated FvB muscles. GA treatment significantly decreased
the amount of collagen proteins detected compared with
the WT levels (Fig. 6B-C). Overall, these data show that GA
administration is beneficial in OPMD muscles where it improves
muscle strength and reduces aggregates formation, cell turn-
over and fibrosis with no significant side-effects.

Oral administration of GA increases muscle strength
and reduces the amount of nuclear aggregates of OPMD
mice

Since the GA-based drug Wytensin has been authorized for oral
prescription in tablet form, we tested the effect of GA adminis-
tered orally in OPMD mice. GA was tested in 10-12-weeks-old A17
mice (n = 6) by formulating the drug in food pellets to provide
a final dose of 12 mg/kg of GA per week. Groups of A1l7 and
FvB male mice (n = 7 and 8, respectively) were also fed with
standard chow pellets as control. Food was provided ad libitum,
weighed and changed twice a week. During the experiment, mice
fed with GA-supplemented chow ate 15% less food than mice
provided with standard chow possibly due to the unpleasant
taste of the drug. However, at the end of the experiment all mice
had gained a similar amount of weight (Supplementary Material,
Fig. S6A-B). As performed for the i.p.-delivered drug experi-
ments, we assessed whether GA affects locomotor activity of
the mice and again no difference was observed between control
groups and GA-treated mice for any of the parameters analyzed
at the end of the treatment period (Supplementary Material, Fig.
S7). Analysis of PABPN1—positive aggregates showed a decrease
in both the percentage of nuclei-containing aggregates and the
size of the aggregates in muscles treated with GA compared with
muscles of control mice (Fig. 7A-C). However, we did not observe
a change in the percentage of CN fibers (data not shown). As
for the experiment based on i.p. administration, no change was
observed in the muscle weight of TA, EDL, Sol and Gast at the
end of the study (data not shown). Forelimb strength showed a
strong trend toward an improvement in A17 mice treated with
GA compared with control mice (unpaired t-test: *P = 0.038) and
was essentially normalized to the level of WT FvB mice (Fig. 7D).
Overall, these results indicate that GA provided orally is also
effective in A17 mice by increasing the muscle strength and
significantly reducing the size and number of aggregates.

Discussion

OPMD is a late onset disease associated with the formation of
intracellular aggregates forming nuclear inclusions in affected
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Figure 4. In vivo administration of GA improves the functionality of treated muscles. (A) Scheme with drug administration regimens and behavior test performed. (B)
Grip-strength analysis performed in mice at the end of the 13-weeks-long treatment shows that forelimbs of mice treated with GA are significantly stronger than those
of mice treated with saline. Unpaired t-test, *P < 0.05. (C) In situ muscle physiology in muscles: force-frequency analysis of maximal force generated by TA muscles of
treated mice shows that GA administration significantly increases the maximal force generated by TA muscles. * and # are used to show statistical difference between
A17 mice and FvB or GA treated mice, respectively. One-way ANOVA test with Bonferroni post-hoc test, *P < 0.05, ***P < 0.001, #P < 0.05. (D) Normalization of maximal
force by muscle cross-sectional area provides a measure of the muscle strength per unit of skeletal muscle called specific maximal force. * and # are used to show
statistical difference between A17 mice and FvB or GA treated mice, respectively. One-way ANOVA test with Bonferroni post-hoc test, *P < 0.05, **P < 0.01, ##P < 0.01,
#P < 0.05. (E) Specific maximal force of muscles treated with GA was normalized to the level of control WT muscles (150 hz stimulation is shown). Mean + s.em.,
n = 6; one-way ANOVA test with Bonferroni post-hoc test, *P < 0.05, **P < 0.01, ns. Red and blue stars refer to A17 GA versus A17 saline or FvB saline versus A17 saline

comparisons, respectively.

tissues, similar to what is found in other adult neurological
proteinopathies like Huntington’s, Parkinson’s, Alzheimer’s
disease, frontotemporal dementia, spinocerebellar ataxias,
inclusion body myositis, spinal and bulbar muscular atrophy,
myotonic dystrophy and prion diseases like Creutzfeldt-Jakob
(51-53). At present, the contribution of PABPN1 aggregates to the
OPMD phenotype is still a subject of debate, but it is commonly

accepted that aggregates, the aggregation process and/or the
early oligomeric species of expPABPN1 are toxic and crucially
involved in the OPMD pathology (2). The development of
pharmacological molecules targeting these nuclear aggregates
may therefore provide a valid approach for the treatment of
OPMD. Several drugs have demonstrated positive effects in
preclinical models of OPMD, such as 6-aminophenanthridine
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Figure 5. IP injection of GA reduces the amount and the size of aggregates. After 13 weeks of treatment by i.p injection of GA, TA muscles of treated mice were collected
and PABPN1 expression was analyzed. (A) Detection of PABPN1 intranuclear aggregates (green) and laminin (red) by immunofluorescence in sections of treated muscles.
Sections were pre-treated with 1 M KCl to discard soluble PABPN1 from the tissue. Nuclei are counterstained with DAPI (blue). Scale bar, 200 pm. (B) Quantification of
nuclei containing aggregates in muscle sections indicates that treatment with GA significantly reduces the amount of aggregates to ~20% compared to A17 untreated
mice (~35% nuclei containing aggregates). One-way ANOVA test with Bonferroni post-hoc test ***P < 0.001. (C) GA administration reduces the size of intranuclear
aggregates. Cumulative rank plots show the size of aggregates in A17 GA-treated group compared to A17 untreated group. Kolmogorov-Smirnov test with **P < 0.01.
(D) Western blot for PABPN1 expression shows that GA treatment does not change the level of PABPNL1. (E) Densitometric analysis of western blot for PABPN1 detection
shows no difference in PABPN1 expression in saline and GA-treated A17 mice normalized to the relative tubulin expression. n = 6 in each group. Data are presented as

mean =+ s.e.m. One-way ANOVA test with Bonferroni post-hoc test ***P < 0.001, ns.

(6AP) and GA in Drosophila (24), doxycyclin (25), cystamine (27)
and trehalose in mice, with the latter progressed to clinical trial
stages in OPMD patients (NCT02015481 on clinicaltrial.gov).

In this study, we tested the effect of GA in a cellular model of
OPMD and its therapeutic potential in a relevant mouse model
of the disease. First of all, we showed that GA decreases the
percentage and size of nuclear aggregates both in vitro and in
vivo. GA and 6AP have previously been shown to reduce the size
of aggregates and improve the pathology in a Drosophila model of
OPMD (24). However, while 6AP was shown to use the ribosome-
borne PFAR mechanism to reduce the size of aggregates, the
mechanism of action of GA has not been addressed. Here the
results are consistent with a model where GA promotes UPR
in models of OPMD by acting through the UPR pathway initiated
by PERK. In response to GA supplementation, we observed both
an increase in the phosphorylation of eiF2a and an increase
in Xbpl splicing. It has been described that Xbpl splicing is
regulated by activation of both PERK [through increased expres-
sion of Atf4 that is known to enhance Xbp1 splicing (54)] and
IREla pathways. A cross-talk between PERK and IREla has been
previously demonstrated for miR-30c-2-3p expression that is
activated by PERK/NF-«B and inhibits the IRE1-dependant tran-
scription factor Xbpl (55,56). Here, instead, we show that GA
supplementation in vitro increases expression of Atf4 (medi-
ated by PERK pathway) that is known to enhance Xbp1 splicing
(54).

It has been shown that GA on its own is not able to modulate
UPR-related genes in unstressed cells (37). We found that cells

expressing expPABPN1 did not show a different expression of
the markers we studied to assess UPR activation compared
with control cells. However, Alal7 cells clearly responded to the
treatment with GA by up-regulating such markers, suggesting
that pre-existing ER stress is present in OPMD cells and that this
allows a response to GA treatment. A possible explanation for
the lack of detection of these UPR signatures in untreated Alal7
cells is that the expression of expPABPN1 in OPMD myotubes
is not long enough to allow detection of UPR response. This
is further supported by the observation that in the A17 OPMD
mouse model, where expPABPN1 is expressed for a longer time,
UPR activation is readily detectable.

Although our study strongly suggests a connection, the link
between PABPN1 aggregates and ER stress in OPMD remains
undefined. OPMD is characterized by mitochondrial, ubiquitin
proteasome system (UPS) and apoptosis defects (26,50,57,58),
all of which can potentially generate ER stress. Furthermore,
protein misfolding in the ER, nutrient deprivation, oxidative
stress, calcium disturbance, shortage of chaperone proteins and
aging can also trigger ER stress (integrated stress response)
(59-63) and all these features are likely present in OPMD cells. For
example, it is possible that unresolved ER stress generates more
substrates for the UPS that would consequently lead to the over-
whelming and saturation of the UPS degradation machinery in
a self-reinforcing pathological cycle (64). Alternatively, trapping
protein chaperones like HSP70 in the aggregates (65,66) would
make them less available for normal cellular functions, which
could lead to ER stress.
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Figure 6. GA administration reduces the percentage of CN fibers and the fibrosis in muscle. (A) Representative images of histological stainings for laminin and DAPI
were used to quantify the percentage of myofibers with central nuclei. GA treatment significantly reduces the percentage of CN fibers compared to saline treated A17
mice (right panel). One-way ANOVA test with Bonferroni post-hoc test **P < 0.01, ***P < 0.001. (B) Representative images of the Sirius red staining used to quantify
the area covered by Collagen I and III in TA muscles of treated mice. Muscle of mice treated with GA have significantly less Collagen I and III positive area (sirius red
staining) compared to muscles of mice treated with saline (right panel). One-way ANOVA test with Bonferroni post-hoc test, ***P < 0.001, ns. (C) Representative pictures
of Collagen VI immunostaining used to quantify the collagen VI positive (+ve) area. Collagen VI + ve area is smaller in GA-treated muscles compared to saline-treated
muscles (right panel) One-way ANOVA test with Bonferroni post-hoc test **P < 0.01, ***P < 0.001, ns. Scale bar, 200 pm. n = 6 in each group. Data are presented as

mean =+ s.e.m.

Recently, it has been demonstrated that PABPN1 protein
regulates nuclear structure and homeostasis of Ca?* (67). The
ERis an essential intracellular organelle for many cell functions
including the maintenance of Ca?* homeostasis. Calcium is one
of the key regulators of cell survival and can induce ER stress-
mediated apoptosis (68,69) mainly through mitochondrial cell
death (70). It has been shown that PABPN1 mutation in OPMD
gives rise to multiple Ca?" defects such as alterations of the SR
Ca?* content, inhibition of the voltage-gated SR calcium release
and reduced expression of ryanodine receptor (67). Moreover,
the presence of TNNT3 pre-mRNA in nuclear aggregates (43) is
associated with aberrant calcium sensitivity in muscle fibers.
These studies show that disturbance of Ca?t homeostasis plays
a role in OPMD physiopathology and suggests that this could
be one of the major causes of ER stress in OPMD. Furthermore,
OPMD has been proposed as a premature-aging disease (17)
and ER stress is prone to be activated in aging since age-related
changes such as increased oxidative stress, protein misfolding,
impairment of calcium homeostasis and disturbance of protein
synthesis are observed when the protein quality is altered (71).
Similarly, the enrichment analysis of transcriptomic data from

the OPMD mouse revealed ER as one of the top five deregulated
cellular components.

Following the positive effect of GA described in the Drosophila
model of OPMD, this study is the first demonstration of the
effectiveness of GA in a mammalian model of OPMD. Here we
decided to dose the mice with 12 mg/kg/week as this translates,
after conversion for the body surface area, to ~10 mg/day in a
70 kg human being which is in the mid-range for the adminis-
tration of Wytensin, a recently discontinued anti-hypertensive
drug whose active ingredient is GA (48). GA i.p. treatment effi-
ciently reduced the percentage of nuclei-containing aggregates
while simultaneously decreasing muscle fibrosis and improving
muscle strength. Furthermore, by providing the drug via oral
feeding, we demonstrated that the drug was still active and
able to decrease the percentage of aggregates using the oral
route of delivery, which is compatible with clinical application
in humans.

A direct comparison with trehalose, the only anti-aggregate
therapeutic strategy that has yet progressed to clinical applica-
tion for OPMD, is impossible due to the different doses, route
of delivery and outcome measures used to study these com-
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Figure 7. GA formulated in food has beneficial effects in forelimb strength and reduces the amount and the size of intranuclear aggregates. (A) Detection of PABPN1
nuclear aggregates (green) and laminin (red) by immunofluorescence in sections of treated muscles. Sections were pre-treated with 1 M KCl to discard all soluble
PABPN1 from the tissue. Nuclei are counterstained with DAPI (blue). Scale bar, 200 um. (B) Percentage of nuclei containing aggregates in muscle sections indicates that
the treatment with GA significantly reduces the amount of aggregates to ~20% compared to A17 untreated mice. One-way ANOVA test with Bonferroni post-hoc test
***P < 0.001 (C) GA administration reduces the size of intranuclear aggregates. n = 6 per group. Cumulative rank plots show the size of aggregates in A17 GA-treated
group compared to A17 untreated group. Kolmogorov-Smirnov test with **P < 0.01. (D) Forelimb force of A17 mice treated with GA showed a trend toward an increase
in strength compared to the force of mice treated with saline. Unpaired t-test, *P < 0.05, ns. Data are presented as mean =+ s.e.m. n = 6-8 per group.

pounds. However, the efficacy on reducing the amount of aggre-
gates and the functional muscle improvement seem to be at
least comparable if not substantially better after administration
of GA and with the further advantage that GA is already a
well-characterized drug that entered the market although for a
different pathological condition. This drug (i.e. Wytensin) was
discontinued mainly due to some side-effects (e.g. dizziness
and lethargy) that we also observed in the current study soon
after dosing the mice. However, our study demonstrates that the
chronic administration with GA, at least at the doses used, does
not affect the locomotor activity in the long term. In conclusion,
we suggest that GA ameliorates OPMD acting, at least partially,
by finely modulating the ER stress response and reducing the
aggregate formation. GA and novel GA derivatives thus have sig-

nificant therapeutic potential for translation into clinical trials
for the treatment of OPMD.

Materials and Methods
Drug preparation

For in vitro experiments, GA (G-110, Sigma) was prepared in
dimethylsulfoxide (DMSO) at a stock concentration of 100 mm.
Fresh aliquots were used for each new experiment at concentra-
tion ranging from 0.1 to 20 pM. For the i.p. injection, GA was first
prepared in 5% DMSO and then diluted to the final concentration
at 4 mg/kg of bodyweight with saline (NaCl 0.9% in water). For
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the oral feeding experiments, food supplemented with GA was
prepared using the 2016.12 based diet provided by Envigo.

Cell culture

Primary immortalized mouse myoblasts H2KB IM2 (control
cells) are derived from conditionally immortalized mice using
a temperature-sensitive SV40 large T-antigen (tsA58) transgene
(72). Mutated PABPN1 (Alal7) stable cell line has been established
from IM2 (Ctrl) cells transfected with a plasmid containing
mutated PABPN1 under a desmin promoter driving myotube-
specific expression and a resistant gene to geneticin antibiotic
(44). Transfected cells were then cultivated with geneticin and
grown at clonal density. The constructs are stable for at least
20 cellular divisions. Cells were cultivated on matrigel-coated
surface in DMEM supplemented with 20% of feetal calf serum
(Invitrogen), 0.5% of chick embryo extract (Seralab), 100 U/ml
penicillin-streptomycin antibiotic (Thermofisher) and 10 U/ml
interferon gamma (Millipore) at 33°C in a humidified 5% CO2 air
atmosphere. For Alal7 cell lines containing a resistance gene,
500 pg/ml de geneticin (G418, Life Technologies) was added to
the media. At 90% of confluency, cells were differentiated in
DMEM supplemented with 10% horse serum and 1% penicillin-
streptomycin at 37°C in a 5% CO, humidified atmosphere.

PABPN1 immunostaining in cells

For immunostaining, H2KB cells were cultivated in Ibidi
35 mm Dishes (Biovalley). Immunostaining of PABPN1 was
performed at 5 days of differentiation. Cells were washed once
in phosphate buffered saline (PBS) and fixed for 10 min with
paraformaldehyde-PBS. Cells were then incubated for 15 min
in PBS-glycine 0.1 M and permeabilized in blocking buffer
containing 3% BSA, 5% goat serum in 0.2% PBS-Triton X-100.
Anti-PABPN1 primary antibody (1/200, ab75855 Abcam) was
incubated 1 h at room temperature in blocking buffer. Cells
were washed three times with 0.1% PBS-Triton X-100 prior to
incubation with goat anti rabbit secondary antibody conjugated
to Alexa Fluor 488 (Life Technologies) together with Phalloidin
555 (Interchim).

Western blot

Proteins were extracted by sonicating the cells in RIPA buffer
[0.15 M NaCl, 0.1% SDS, 50 mm Tris-HCI (pH 8), 2 mm EDTA and
10% Triton-X-100 with protease inhibitor cocktail (Complete,
Roche Diagnostics) and phosphatase inhibitor cocktail (Santa
Cruz; sc-45064)]. Protein concentration was determined by
colorimetric detection method (Pierce BCA Protein Assay,
Thermo Fisher). Proteins were separated on 4-12% Bis-Tris gels
(Invitrogen) and transferred onto a Polyvinylidene difluoride
(PVDF) membrane for 1 h at constant 250 mA at 4°C. Membranes
were blocked by incubation in 5% fat free milk or BSA in 1X
TBS, 0.1% Tween-20 (TBST) for 1 h at room temperature under
agitation. Membranes were stained with primary antibodies
(PABPN1 Abcam ab75855, eiF2u-P Cell signaling #9721, eiF2a
total Cell signaling #9722) overnight at 4°C under agitation. The
next day, membranes were washed in TBST and incubated with
appropriate secondary antibodies. The G:Box system (Syngene)
was used to detect the signals from the membranes.

RT-PCR and real-time qRT-PCR

Total RNA was extracted from cell and skeletal muscle samples
using Trizol reagent (Invitrogen) according to the manufacturer’s
instructions. RNA quality and purity was determined using a ND-
1000 NanoDrop spectrophotometer (NanoDrop Technologies).
RNA (100 ng for muscle, 1 pg for cell pellets and mouse
muscle biopsies) was reverse transcribed using M-MLV reverse
transcriptase (Invitrogen) according to the manufacturer’s
instructions. The splicing of Xbpl mRNA was monitored by PCR
with 0.5-1 pl of complementary DNA (cDNA) using Reddy mix
polymerase (Thermo Scientific) according to the manufacturer’s
instructions. Primers sparing the 26 bp intron sequences are
listed in Supplementary Material, Table S1. The reaction mixture
was heated to 94°C for 5 min and followed by 35 PCR cycles: 30 s
at 94°C,30s at 55°C and 30 s at 72°C followed by a last elongation
step at 72°C for 7 min. PCR products from unspliced and
alternatively spliced Xbpl mRNAs, which are 172 and 146 bp,
respectively, were resolved on 5% non-denaturing polyacry-
lamide or 2% agarose ethidium bromide stained gels. cDNA
was used for quantitative PCR reaction using SYBR green mix
buffer (LightCycler 480 Sybr green I Master) in a total reaction
volume of 9 pl. The PCR reaction was carried out as follows.
Eight minutes at 95°C followed by 50 cycles of the following:
15 s at 95°C, 15 s at 60°C and 15 s at 72°C. Specificity of the
PCR products was checked by melting curve analysis using
the following program: 65°C increasing by 0.11°C/s to 97°C. The
expression level of each mRNA was normalized to that of human
B2M mRNA (beta-2 microglobulin) or murine Rpl0 mRNA (large
ribosomal protein, subunit PO) expression. Expression levels
were calculated according to the AACt method. The sequences
of primers used for RT-PCR and for real-time quantitative reverse
transcription polymerase chain reaction (QRT-PCR) are listed in
Supplementary Material, Table S1.

Mice

A17 transgenic mice have been previously described (25,50).
Male A17 and WT FvB controls were generated by crossing the
heterozygous carrier strain A17 with FvB mice. The mice were
genotyped by PCR about 4 weeks after birth. Animals were
housed with food and water ad libitum in minimal disease
facilities (Royal Holloway, University of London).

Drug administration

For the systemic treatment of OPMD, a total of 12 mg/kg/week of
GA were administered using either food chow or i.p. injections.
The total amount of GA administered per week is in the range
of the dose of the GA-based Wytensin used in human [tested
in clinical trial from ~0.23 to 3.7 mg/kg/week, (73)] for the dose
conversion human/mouse, see FDA guidance for industry, 2005,
Center for Drug Evaluation and Research (CDER), July 2005. For
the oral feeding experiment, a 2-week-long pilot experiment
in FvB healthy mice was conducted to measure the amount
of food needed for 13 weeks. The calculation resulted on mice
eating an average of two pellets (2.8 g each) per day. For the
experiment in OPMD mice, 10-12-week-old-mice per group (mice
fed with GA or bare food) were caged individually and bare or
the GA-supplemented pellets (GA was 10 mg/kg correspondent
to 0.028 mg GA/pellet) changed twice a week for 13 weeks until
the end of the experiment. During the experiment, food was
weighted each time in order to assess the amount of food eaten
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by the mice. For the i.p. injection, GA was bought from Sigma and
diluted in 5% DMSO in saline. Groups of 10-12-week-old A17 or
FvB mice were injected with either GA 4 mg/kg/injection or with
5% DMSO in saline three times per week for 13 weeks.

Assessment of functional readouts in living mice

Mouse open-field behavioral activity. Soon after the first i.p.
injection of GA or saline, activity of mice was evaluated for
60 min (12 bins of 5 min each) using open-field behavioral
monitoring (Supplementary Material, Table S2) and data
obtained per each mouse were averaged. Activity cages from
Linton Instruments were used and data were collected using
Amonlite software (vs 1.4). During the last 2 weeks of treatment
with either oral feeding or IP injections, the same cages were
used to monitor the activity of treated mice according to a
protocol designed following the TREAT-NMD guidelines (TREAT-
NMD SOP: DMD_M.2.1.002). Briefly, mice were acclimatized to
the test chamber for 60 min every day for four consecutive days.
On the days of data collection, mice were acclimatized for 30 min
before data acquisition and data were then acquired every 5 min
for 1 h. This protocol was repeated for 4 days and data obtained
per each mouse were averaged. As described in Results, only
the first 30 min of analyses were considered indicative of the
locomotor behavior.

Grip strength test

The forelimb strength of mice treated with either oral feed-
ing or i.p. injections was assessed using a commercial grip
strength monitor (Linton Instrumentation, Norfolk, UK). The
protocol described in the TREAT-NMD guidelines was used for
the oral feeding experiment (five tests per mouse over a 3-day
period, TREAT-NMD SOP: DMD_M.2.2.001). Mice, held from the
tail, were allowed to grab a metal mesh attached to a force trans-
ducer and the force produced after a gentle pull, was recorded.
30 s were left between each of five sequential tests per mouse
per day. Data were expressed as gram force per gram of the
initial body weight. While behavior of the mice orally fed with
drugs was normal and similar along the 3-day-long procedure,
we observed that all mice treated with chronici.p.injections (and
then manipulated thrice/week by the operator) voluntarily did
not grab the mesh and preferred to be dragged during both the
second and the third days of analyses, so only the measurements
obtained from the first day of analysis were used for the study.

In situ muscle physiology

TA muscle strength was measured by in situ muscle physiology
performed under terminal anesthesia using a protocol already
reported in (74). Briefly 24 h after the last injection of saline
or GA, muscle function was assessed using TA muscles of each
mouse. Mice were deeply anesthetized and were carefully mon-
itored throughout the experiment. The distal tendon of the TA
muscle was dissected and tied with 4.0 braided surgical silk
(Interfocus, Cambridge, UK). The sciatic nerve was exposed and
superfluous branches axotomized. The TA tendon was fixed
to the lever arm of a 305B dual-mode servomotor transducer
(Aurora Scientific, Aurora, Ontario, Canada) via a custom made
steel s-hook. Bipolar platinum electrodes located in the distal
part of common peroneal nerve, were used to stimulate using
supramaximal square-wave pulses of 0.02 ms (701A stimula-
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tor, Aurora Scientific) TA muscles. Data acquisition and control
of the servomotors were conducted using a Lab-View-based
DMC program (dynamic muscle control and data acquisition,
Aurora Scientific). Maximum isometric tetanic force (Po) was
determined from the plateau of the force—-frequency relationship
following a series of stimulations at 10, 30, 40, 50, 80, 100, 120, 150
and 180 Hz. Muscle length was measured using digital calipers
based on well-defined anatomical landmarks near the knee and
the ankle. The specific force (N/cm2) was calculated by dividing
Po by TA muscle cross-sectional area. Overall, cross-sectional
area was estimated using the following formula: muscle weight
(g)/[TA fiber length (Lf; cm) x 0.6 x 1.06 (g/cm?)].

Samples harvesting, processing and storing

Animals were all culled at the end of the study and after the
functional analyses. TA, EDL, Sol and Gast muscles were har-
vested from mice treated with i.p injections and TA, EDL and
Sol muscles were collected from mice treated with oral feeding.
Muscles from a leg were snap-frozen in liquid nitrogen for
Western Blot (WB) and RNA studies and the muscles of the
contralateral leg were mounted in corks using optimal cutting
temperature (OCT) and frozen in pre-chilled isopentane in liquid
nitrogen for histological analyses. All samples were stored at
—80°C before analysis.

Immunostaining and histological analyses

A Bright OTF 5000 cryostat (Bright Instruments, Huntingdon, UK)
was used to section muscles at 10 pm thickness. Muscle sections,
placed on coated glass slides (VWR, Lutterworth, UK) were
stored at —80°C prior to use. Inmunohistochemical staining was
performed using the following antibodies: anti-PABPN1 (rabbit
monoclonal, diluted 1:100, Abcam ab75855, ON, 4°C), anti-
laminin (rat monoclonal, diluted 1:800, Sigma-Aldrich, 1 h
room temperature (RT)), anti-Collagen VI (rabbit monoclonal,
diluted 1:400, Abcam ab182744). Alexa fluor (Molecular Probes)
antibodies conjugated to 488 or 594 fluorochromes were
used to detect the primary antibodies. A published protocol
(18,25,50) was used to counterstain the sarcolemma with laminin
for PABPN1 immunostaining. Briefly, after fixing sections in
paraformaldehyde 4% the slides were incubated with KCI buffer
(1 M KCl, 30 mM HEPES, 65 mM PIPES, 10 mMm EDTA, 2 mMm MgCl,,
pH 6.9) for 1 h at room temperature. Muscle sections were then
blocked with 1% normal goat serum in 0.1 M PBS, 0.1% Triton
X100 for 1 h and then incubated overnight at 4°C with both
PABPN1 and laminin primary antibodies diluted in the same
buffer. Slides were then washed with 0.1% tween 20 in PBS and
incubated with fluorophore-conjugated secondary antibodies.
Slides were mounted with mounting medium Vector containing
4’,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI, 3 pg/ml, Sigma-Aldrich
Ltd.) to detect nuclei. For Collagen VI staining 5% milk in PBST
was used to block for 1 h at RT the unspecific binding and both
the primary and secondary antibodies were incubated for 1 h
at RT in 2.5% fat free milk in PBST. Five, 20x magnification
images were randomly taken from a blinded observer and used
to calculate the percentage of aggregates, the percentage of CN
fibers and the area covered by collagen VI. A standard protocol
for sirius red was used to detect the collagen I and III in TA
muscles. Two to three 10x magnification images were randomly
taken from a blinded observer and used to calculate the area
stained by sirius red and expressed as % on the total area. NIH
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Image] analysis software was used to analyze the largest section
of each muscle.

Image acquisition and analysis

Images were visualized using an Olympus BX60 microscope
(Olympus Optical, Hamburg, Germany), digitalized using a CCD
camera (Photometrics CoolSNAP fx, Roper Scientific) and ana-
lyzed using MetaView image analysis system (Universal Imaging,
Downington, PA), MetaMorph imaging system (Roper Scientific,
Tucson, AZ, USA) software and Image] 1.440 (http://imagej.nih.
gov/ij) for quantification analysis.

Electron microscopy

TA muscles were dissected, cut into small pieces and imme-
diately fixed in 2% glutaraldehyde, 2% paraformaldehyde and
0.1 M phosphate buffer. After abundant washes and 2% 0sO,
post-fixation samples were dehydrated at 4°C in graded acetone
including a 1% uranyl acetate in 70°C acetone step and were
finally embedded in Epon resin. Thin (70 nm) sections were
stained with uranyl acetate and lead citrate, observed using a
Philips CM120 electron microscope (Philips Electronics NV) and
photographed with a digital SIS Morada camera.

Gene profile analysis

Enrichment analysis have been performed on the 1099 differ-
entially expressed genes (DEGs) from quadriceps muscles of
26-week-old A17 male mice (n = 6 per group) previously
deposited on GEO (GSE26604) (see full description of the
gene expression analysis in (50). Briefly, total RNA extracted
from muscles was hybridized to Illumina Mouse v1.1 Bead
arrays). This has been done using overexpressed test (75) of
clusterProfiler package (76) and genome wide annotation for
Mouse (77) in R. The Benjamini & Hochberg correction method
has been applied and results with a false discovery rate <5% and
an absolute logFC >0.6 have been kept.

Statistical analysis

All data are mean values + standard error of the mean. Statistical
analyses were performed using the Student t-test and the one-
way ANOVA with the Bonferroni post-hoc analysis as indicated.
GraphPad Prism (version 4.0b, GraphPad Software, San Diego
California, USA) was used for the analyses. A difference was
considered to be significant at *P < 0.05, **P < 0.01 or ***P < 0.001.
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Supplementary Information
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Supplementary figure 1: Muscle differentiation is not altered in Alal7 murine cell model of
OPMD after GA treatment. Alal7 cells were treated with 10 uM GA at day 2 of differentiation
for 3 additional days. (A) Muscle differentiation is similar in non-treated and treated Alal7 cells.
Phalloidin staining (red) is used to visualize myotubes. Nuclei are stained with Hoechst (blue).
(B) Fusion index was similar in non-treated (NT) and treated (+GA) Alal7 cells. Fusion index is
calculated as the percentage of nuclei included in myotubes on the total percentage of nuclei.
Unpaired t-test, ns: not significant; 1000 nuclei counted per condition. (C-D) The splicing
inclusion of Binl exon 10 (physiologically enhanced during myoblast differentiation) is

comparable in Alal7 non-treated and GA-treated cells. Unpaired t-test, ns, not significant.
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Supplementary figure 2: PABPNI nuclear aggregates are sensitive to GA treatment in a dose-

dependent manner. (A) Representative image of the size of nuclear aggregates in Alal7 cells
treated with 10 uM of GA compared with non-treated OPMD cells (NT). Nuclear aggregates are
stained with PABPN1 antibody (green) and nuclei are counterstained with Hoechst (blue). Scale
bar = 5 um. (B) Percentage of nuclei with aggregates decreased with 10 uM GA treatment.
Percentage of nuclear aggregates is calculated as the number of nuclei with aggregates on the
number of nuclei in myotubes. NT=non treated (DMSO). (C) The size of nuclear aggregates is
gradually impacted with increasing doses of GA (uM). Size of nuclear aggregates was
determined using image J in an automatic manner. The sizes are arbitrary classified in 3
categories: small: 0-2 um?; medium: 2-10 um? and large: >10 pum’. (D-E) Western blot and
quantification showing an increase in phosphorylated elF2a (P-elF2a) in Alal7 cells treated with

a range of concentration of GA (0.05 to 10 uM) compared to DMSO-treated cells (NT).
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Supplementary figure 3: GA administration affects locomotor behavior of A17 mice soon after
a single injection but effects are transient. After either the first or the last injections of the study
mice were housed for 60 minutes in activity cages to monitor their locomotor behavior and 21
parameters were analyzed. (A) Data on total activity, active time, distance travelled, number of
rearing and rearing time show that during the first 30 minutes of monitoring, mice treated with
GA are less active than control mice treated with saline. One-way ANOVA test with Bonferroni
post-hoc test, *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001. Red stars refer to A17 GA vs Al7 saline
comparison. (B) The same parameters analyzed in mice at the end of the treatment (more than
24h after the last GA administration) show that mouse behavior is not significantly affected by
the drug administration. One-way ANOVA test with Bonferroni post-hoc test. ns: not significant.

Data are presented as mean =+ s.e.m. n=6 per group.
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Supplementary figure 4: GA administration has no effect on FvB mice. (A) Grip-strength
analysis performed in mice at the end of a 13-week long treatment shows that forelimbs of FvB
mice treated with GA were indistinguishable from FvB mice treated with saline. Unpaired t-test,
ns non significant. (B) in situ muscle physiology in muscles: force-frequency analysis of maximal
force generated by TA muscles of treated mice shows that GA administration has no effect on the

maximal force generated by TA muscles of FvB mice.
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Supplementary figure 5: Muscle weight is not affected by i.p. administration of GA. Muscles
from mice treated by i.p. injection of GA or saline were harvested and weighted: weight of
Tibialis anterior, Extensor digitorum longus, Soleus and Gastrocnemius were normalized by the
initial bodyweight of each treated mice. No statistical difference was present among groups for

any muscle. One-way ANOVA test with Bonferroni post-hoc test. ns: not significant.
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Supplementary figure 6: Mice orally fed with chow supplemented with GA ate and grew
similarly to mice fed with bare food. n=6-8, 10-12 week old mice per group were fed with GA
supplemented chow or bare food. Mice were caged individually and the pellets changed twice a
week for 13 weeks until the end of the experiment. (A) During the experiment, food was
weighted each time in order to assess the amount of food eaten by the mice. Mice treated with
GA ate about 10% less food than mice supplemented with bare food. (B) Mice were weighted

weekly. All mice grew similarly and consistently along the 13-week long experiment.
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Supplementary figure 7: GA administration does not affect locomotor behavior of A17 mice
orally fed with GA supplemented food. At the end of the study mice were housed for 60 minutes
in activity cages to monitor their locomotor behavior and several parameters were analyzed. Data
on total activity, active time, distance travelled, number of rearing and rearing time show that
locomotor behavior of mice treated with GA is similar to the one of mice eating bare food. Data
are presented as mean + s.e.m. One-way ANOVA test with Bonferroni post-hoc test. ns: not

significant.

Table S1: primers used for the study

Name Séquence 5'->3'

mXbpl-F  AGTTAAGAACACGCTTGGGAAT
mXbpl-R  AAGATGTTCTGGGGAGGTGAC
mAtf4-F GACCGAGATGAGCTTCCTGA
mAtf4-R~ GCCAAGCCATCATCCATAGC
mGrp78-F CTTTGATCAGCGGGTCATGG
mGrp78-R  AGCTCTTCAAATTTGGCCCG
mDdit3-F  TCACTACTCTTGACCCTGCG
mDdit3-R  ACTGACCACTCTGTTTCCGT
mDnajc3-F TAAGGATGAGAAGCCCGTGG
mDnajc3-R TCCCGAATCTGCTGGTCATT
mGrp94-F  AGTCGGGAAGCAACAGAGAA
mGrp94-R  TCTCCATGTTGCCAGACCAT



Table S2: Physical activity and behavior of mice were analyzed using open-field behavioral

cages where two levels of lasers were used to monitor the activity of mice. 6 parameters were

evaluated.

Parameters measured by
activity cages
Total Activity Total beam breaks

This count is incremented
every time an animal is
Active Time |active (breaking the same
or different beams) in any
given second

Distance Calculation of meters
travelled in | travelled by the mice into
meters the cage

This count is incremented
every time an animal is
Mobile Time mobile (breaks different
beams) in any given
second

Total Rearing | Count of second (higher)
Counts level beam breaks

This count is incremented
every time an animal is
rearing in any given
second

Rearing Time




I1. Discussion et résultats complémentaires

Dans notre étude, nous avons démontré le role bénéfique du GA a la fois in vitro dans un
modele cellulaire OPMD et in vivo dans le modele murin A17.1 de I’OPMD. Le traitement
diminue le nombre et la taille des agrégats de PABPNI1 et permet d’améliorer la force
musculaire et de réduire la fibrose chez la souris. Nous avons pu démontrer in vitro que le
GA agissait (1) via la voie PERK en activant la phosphorylation de eiF2a et (2) via la voie
IREI en activant I’épissage de XBPI. Cette étude nous a également permis de mettre en
¢vidence pour la premicre fois la présence de stress du réticulum endoplasmique dans

I’OPMD.

Activation de stress de I’ER dans les dystrophies musculaires

Une augmentation des marqueurs UPR a été observée dans quelques maladies musculaires :
on obverse une augmentation de ATF4, DDIT3, ATF6 et XBPI dans les muscles des patients
atteints de myosites a inclusion sporadiques (Vattemi et al., 2004) et une augmentation de
I’expression de GRP78 et GRP94 dans les muscles des patients atteints de myasténie grave
(Iwasa et al., 2014; Suzuki et al., 2011) ou encore de dystrophie myotonique de type 1
(Ikezoe et al., 2007). Bien que ces observations permettent aux auteurs de conclure a un
stress de I’ER dans les muscles de ces pathologies, les raisons pour lesquelles ce stress est

activé ne sont pas connues.

Origine du stress de ’ER dans POPMD

PABPNI est une protéine nucléaire et n’est donc ni sécrétée ni transmembranaire. Ainsi, par
définition, PABPNI n’a aucune raison de transiter par I’ER. Cette hypothése pourrait étre
vérifiée en utilisant la méthode de profilage ribosomale spécifique du ER qui consiste a
déterminer toutes les protéines associées a des ribosomes spécifiques du ER (Jan et al., 2014).
Si PABPNI est effectivement absente du ER, on peut exclure I’hypothése que le stress de
I’ER observé dans I’OPMD soit dii au mauvais repliement de la protéine PABPN1 mutée au
sein du réticulum.

L’ER stress pourrait étre i€ a la séquestration dans les agrégats de GRP78 aboutissant a une
perte de fonction de cette derniere dans I’ER.

Le stress de I’ER pourrait également étre secondaire aux agrégats et étre déclenché en

réaction a un autre défaut observé I’OPMD. Par exemple, il a été récemment démontré que la
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mutation dans PABPNI1 aboutissait a des défauts de ’homéostasie calcique en altérant le
contenu en calcium de I’ER, en inhibant la relargage du calcium de I’ER et en réduisant
I’expression du récepteur calcium ryanodine (Garcia-Castafieda et al., 2017). De plus, il a été
proposé que le piégeage du pré-ARNm de TNNT3 dans les agrégats de PABPN1 entrainait
une diminution de la sensibilité des fibres au calcium (Klein et al., 2016). Ces études
suggerent que des dérégulations de I’homéostasie du calcium jouent un role dans I’OPMD et
nous proposons que ces dérégulations pourraient étre une des causes majeures du stress de

I’ER dans ’OPMD.

Le lien entre le stress de I’ER et les autres défauts moléculaires

Nos résultats in vitro permettent de montrer que la GA active la voie UPR cependant, in vivo,
le niveau d’expression des génes UPR reste inchangé. Nous proposons 1’hypothése selon
laquelle le stress de I’ER est une cause d’un ou de plusieurs défauts cellulaires comme des
altérations du systéme ubiquitine/protéasome (UPS), des défauts mitochondriaux ou de
I’apoptose déja décrits dans ’OPMD. En effet, il a été montré qu’une activation excessive du
stress de I’ER pouvait aboutir a de I’apoptose notamment médiée par la voie mitochondriale
(Malhotra and Kaufman, 2011) mais été également associée a des dérégulations du systeme
UPS (Menéndez-Benito et al., 2005). On peut ainsi proposer que le traitement au GA induit
une réponse UPR qui permet de diminuer le nombre d’agrégats et ainsi de libérer les facteurs
piégés dans les agrégats. Ceci aurait pour conséquence d’alléger le stress de I’ER et donc
pourrait améliorer un ou plusieurs des défauts observés dans I’OPMD. Nous proposons que
I’action du GA sur le stress de I’ER se fasse de maniére tres transitoire ce qui explique que
chez la souris, nous n’ayons pas été en mesure de détecter son action moléculaire ni sur le
stress de I’ER ni sur les autres défauts associés a ’OPMD. Cependant, I’action cumulée du
GA sur 'UPR pendant les 13 semaines de traitement aboutit a une amélioration des
phénotypes musculaires.

Cependant, nous ne pouvons pas exclure que chez la souris, les génes UPR soient fortement
surexprimés en raison de la surexpression de la protéine PABPNI1 mutée tout au long de la
vie de I’animal. Ainsi il est possible que du fait de cette surexpression, il ne soit pas possible
d’agir d’avantage sur la réponse UPR ou alors que des changements modestes ne puissent pas

étre détectés.

L’activité PFAR joue-t-elle un role dans la formation des agrégats?
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Nos résultats in vitro et in vivo montrent une diminution de 30% des noyaux contenant des
agrégats apres traitement au GA. Ceci pourrait provenir du fait que le stress de I’ER n’est pas
la seule voie impliquée dans la formation des agrégats et que l’activit¢ PFAR pourrait
¢galement jouer un role. Bien que cette activité de ’ARNr ne soit que trés peu décrite chez
les mammiferes, nous allons utiliser plusieurs stratégies pour évaluer si elle entre en jeu dans
la formation des agrégats: 1/ transfecter nos cellules H2k-Alal7 avec un ARN 28S transcrit
in vitro ; 2/ éteindre le géne Ltvl qui code la petite sous-unité 18s du ribosome par ARN
interférant. Ceci devrait pouvoir permettre d’augmenter 1’activité du 28s portant ’activité
PFAR; 3/ utiliser d’autres drogues connues pour leur activité anti-PFAR comme par exemple
le 6AP (Banerjee and Sanyal, 2014). Si PFAR est impliqué dans la formation des agrégats,
les résultats des expériences 1/ et 2/ devraient nous montrer des agrégats plus gros ou plus
nombreux par rapport a la condition H2K-Alal7 contrdle. Les résultats de I’expérience 3/
devraient eux nous montrer une diminution de la taille ou du nombre des noyaux avec

agrégats.

Comment améliorer ’efficacité du traitement chez la souris ?

Pour améliorer I’efficacité du traitement chez la souris, augmenter la dose administrée ne
serait pas envisageable car la concentration de GA injectée chez la souris a été calculée pour
coller a ce qui serait administré chez I’homme. En revanche, il serait envisageable
d’augmenter le temps de traitement pour voir si I’efficacité du traitement est croissante avec
le temps. Par ailleurs, sur cellules comme chez la souris, il serait intéressant d’administré le
GA tardivement, lorsque les agrégats sont déja formés afin de voir si le traitement empéche la

formation des agrégats ou agit sur les agrégats déja formés.

Peut-on envisager un traitement chez I’homme ?

Notre traitement au GA ne permet de diminuer « que » de 30% le pourcentage de noyaux
avec agrégats. Il est important de garder a 1’esprit que dans ce modele murin, la surexpression
de PABPNI1 aboutit a un pourcentage d’agrégat avoisinant les 30% de noyaux avec agrégats,
ce qui est en moyenne au moins trois fois plus que chez ’homme. On peut ainsi imaginer
qu’une diminution de 30% des noyaux avec agrégats chez I’homme aurait un impact plus
significatif en diminuant le pourcentage d’agrégats de 7% a moins de 5% en moyenne.

En raison de sa forte action hypotensive, cette molécule ne peut cependant pas étre envisagée
comme traitement thérapeutique chez ’homme (Das et al., 2015). Les perspectives de cette

étude sont donc de 1/ étudier plus précisément le stress de I’ER chez les patients OPMD en
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¢valuant par western blot et par immunomarquage lesquelles des voies PERK, IRE1 ou ATF6
sont activées chez I’homme; 2/ tester d’autres molécules dérivés du guanabenz qui modulent

d’une part le stress de I’ER et d’autre part I’activité PFAR.
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Discussion générale

Les résultats de ces travaux nous permettent de mieux comprendre le role des agrégats de
PABPNI1 dans I’OPMD mais aussi de confirmer qu’une approche pharmacologique ciblant
les agrégats est une stratégie thérapeutique pertinente. Cependant, de nombreuses questions
restent en suspens et les différentes hypothéses présentées ci-dessous peuvent apporter des

¢léments de réponse.

1. Pourquoi le niveau de PABPNI1 est-il plus faible dans le muscle ?

PABPNI est plus faiblement exprimé dans le muscle que dans les autres tissus
(Apponi et al., 2013b) et nous confirmons que son niveau est exceptionnellement bas dans le
muscle cricopharyngien (CPM), qui est cliniquement atteint dans I’OPMD. Ceci met en
¢vidence I’importance cruciale d’étudier sa régulation dans un contexte musculaire. Quelques
¢léments de la régulation des transcrits de PABPNI ont été proposés : 1/ la fixation de la
protéine de liaison a I’ARN HUR dans la région 3’'UTR de PABPNI1 régule négativement
I’expression de la protéine (Phillips et al., 2018); 2/ I’expression de I’ARN circulaire
circPABPNI1 aboutit & une diminution de la traduction de PABPN1 (Abdelmohsen et al.,
2017) et 3/ PABPNI autorégule son expression protéique en influengant le ratio pré-ARNm
non épiss¢/ARNm épissé, le pré-ARNm étant dégradé (Bergeron et al., 2015).

Nous avons au laboratoire tout le matériel nécessaire pour regarder si ces régulations sont
conservées dans le muscle humain, si elles sont dérégulées dans I’OPMD et si elles sont
différentes entre le CPM et les autres muscles (par exemple le sternocléidomastoidien, SCM).
Nous pourrons ainsi regarder a partir de biopsies musculaires de peau, de muscle SCM et de
muscle CPM de patients contrdles et OPMD 1/ I’expression de circPABPN1 par qRT-per ou
RT-per, 2/ I’expression de HUR par western blot et 3/ le ratio transcrit non épissé/épissé par
Nothern blot. Identifier les mécanismes qui régulent I’expression de PABPN1 dans le muscle
contrdle et OPMD nous permettra éventuellement d’envisager des stratégies thérapeutiques

visant a augmenter I’expression protéique de PABPN1 dans le CPM.

2. Pourquoi n’y a-t-il des agrégats que dans le muscle ?

Les agrégats de PABPN1 sont spécifiquement retrouvés dans le muscle. Il a été

montré que ces agrégats retenaient a la fois la forme sauvage et la forme mutée de PABPN1
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(Klein et al., 2008) mais aussi d’autres protéines et ARN (Corbeil-Girard et al., 2005; Fan et
al., 2003; Klein et al., 2016; Tavanez et al., 2009).

On peut ainsi supposer que leur formation dépend d’une protéine ou d’un ARN

spécifique du muscle. Par conséquent, il est indispensable de pouvoir isoler ces agrégats
pour en ¢étudier la composition. Nous envisageons pour cela plusieurs
stratégies complémentaires les unes des autres: 1/ une extraction des agrégats a partir de
biopsies OPMD humaine en utilisant un tampon détergent pour ne récupérer que la forme
agrégée résistante a la dégradation (Ayyadevara et al., 2016). 2/ de la microdissection laser
sur coupes OPMD pour étudier I’enrichissement en ARN ou en protéines des noyaux avec
agrégats comparés aux noyaux sans agrégats. 3/ un gradient de sédimentation sur biopsies de
patient contrdle et OPMD pour voir si PABPNI1 se trouve dans des complexes protéiques
différents entre les deux conditions. Un protocole pour observer les différents complexes de
PABPNI sauvage est déja au point sur cellules murines (Banerjee et al., 2017) 4/ une double
immunoprécipitation (IP) pour isoler spécifiquement les agrégats. Cette double IP sera
effectuée en deux étapes : tout d’abord une IP dirigée contre PABPN1 qui nous permettra de
purifier PABPNI1 sous sa forme sauvage et mutée, soluble et agrégée. Puis, pour ne récupérer
que les agrégats, une seconde IP sera dirigée contre des protéines contenues dans les agrégats
comme HSP70 ou PRMT1 ou sur d’autres protéines comme CUG-BP1, FKBP1A, SRSF3,
HNRPA1 ou PRMT3 dont la présence dans les agrégats a été confirmée par
immunofluorescence sur biopsies de patients (Bao et al., 2002; Corbeil-Girard et al., 2005;
Fan et al., 2003; Tavanez et al., 2009).
Chacune de ces expériences sera complétée par de la spectroscopie de masse et du RNA seq
et les résultats des 4 stratégies seront croisés afin d’identifier la composition exacte en ARN
et en protéines des agrégats. L objectif est de comprendre quelles molécules spécifiques du
muscle sont contenues dans ces agrégats afin d’identifier des protéines/ARN cibles pour
d’éventuelles stratégies anti-agrégats.

A TDinverse, nous pouvons aussi émettre [’hypothése que contrairement aux autres
tissus, le muscle n’est pas capable d’éliminer les agrégats de PABPN1. Le muscle adulte
est un tissu post-mitotique ou le renouvellement protéique est relativement lent par rapport a
d’autres tissus prolifératifs (Wagenmakers, 1998). On peut imaginer que dans le muscle,
I’élimination plus lente de PABPN1 muté aboutisse a la formation d’agrégats. Il a proposé
que le cerveau, qui est 1’autre tissu post-mitotique du corps, pouvait également &tre atteint
dans I’OPMD (Dubbioso et al., 2012) cependant, il faudrait pouvoir valider cette hypothése

sur un plus grand nombre de patients. Des d’agrégats de PABPNI ont été observés une fois
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dans le cerveau d’un patient OPMD (Dion et al., 2005) ce qui pourrait signifier soit que ce
tissu est effectivement atteint soit que dans le cerveau, ces agrégats sont asymptomatiques
peut-étre en raison d’un niveau élevé de PABPN1 (Apponi et al., 2013b). Un nouveau
modele murin de ’OPMD a été mis au point par recombinaison homologue permettant
d’exprimer PABPN1 muté a un niveau endogéne (Vest et al., 2017). Nous allons regarder si
nous confirmons la présence d’agrégats de PABPNI1 dans le cerveau de ces souris ce qui
¢tayerait [’hypothese selon laquelle les agrégats s’accumulent dans des tissus post-mitotiques
probablement du a un défaut de dégradation. Nous pourrions alors faire 1’hypothése que
stimuler les machineries de dégradation telles que le systéme ubiquitine-protéasome ou

I’autophagie est une bonne stratégie anti-agrégats dans le muscle.

2. Quels éléments permettent de stimuler la formation des agrégats?

Les agrégats de PABPNI sont observés dans le muscle des patients OPMD et on les

retrouve ¢galement dés un mois apres régénération dans notre modeéle de xénogreffe.
Cependant, 1’étude in vitro de myoblastes OPMD isolés a partir de muscles de patients ne
nous permet pas d’observer d’agrégats nucléaires de PABPNI1. La seule étude montrant des
agrégats en culture a été réalisée en 1989, grace a une co-culture de myotubes de patients
OPMD avec des motoneurones de rats pendant deux mois (Tomé et al., 1989).
Au vu de ces observations, nous pensons que plusieurs facteurs entrent en jeu dans la
formation des agrégats. Nous pouvons proposer que ces agrégats apparaissent lorsque les
cellules sont dans une structure musculaire mature. Cependant, nous ne pouvons pas exclure
que, dans le cas de la xénogreffe par exemple, ces agrégats soient produits en raison du stress
infligé au muscle lors de la greffe. Enfin en condition de co-culture les agrégats mettent deux
mois a apparaitre ce qui suggere que le temps joue également un role dans leur formation.

Afin de pouvoir observer des agrégats en culture, nous avons donc mis en place
plusieurs stratégies pour rendre d’avantage matures nos myotubes: 1/ ajouter du
matrigel, qui est riche en éléments de la matrice extracellulaire, sur nos myotubes afin de les
maintenir le plus longtemps possible en culture. Grace a cette technique, nous sommes
parvenus a maintenir 10-12 jours nos cellules en culture, contre 5-6 jours sans matrigel, mais
nous n’avons pas observé d’agrégats. 2/ Nous avons essay¢ de reproduire les expériences de
co-culture avec des motoneurones de souris afin de mimer d’avantage la structure
musculaire in vivo. Nous avons observé des connexions nerveuses des 3 jours de co-culture

mais nous ne sommes parvenus a maintenir les cellules en culture que 17 jours et nous
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n’avons pas non plus observé d’agrégats. Nous prévoyons d’optimiser cette expérience en
rajoutant par exemple des facteurs de croissance neuronaux ou en empéchant la contraction
des myotubes avec de la tétrodotoxine ce qui pourra aider a maintenir les cellules en culture
(Vilmont et al., 2016). 3/ La derni¢re stratégie que nous allons mettre en place consiste a
¢établir des muscles artificiels en 3D a partir de nos cellules OPMD afin d’étre le plus proche
possible du tissu musculaire humain qui est vascularisé, innervé et soumis a des forces de
contraction (Maffioletti et al., 2018)

Afin d’identifier les stimuli qui permettent P’apparition des agrégats dans le
muscle, nous avons envisagé plusieurs stratégies : 1/ stimuli cataboliques : il a été¢ montré
dans des mod¢les cellulaires sur-exprimant PABPN1 muté que bloquer I’action du
protéasome en utilisant des inhibiteurs spécifiques permettait d’augmenter le pourcentage de
noyaux avec agrégats (Abu-Baker et al., 2003; Raz et al., 2011b). Pour voir si I’inhibition du
protéasome permet la formation d’agrégats dans nos cellules OPMD humaines, nous les
avons traitées avec du MGI132, un inhibiteur spécifique du protéasome, a différentes
concentrations et a différents temps mais ceci ne nous a pas permis d’observer d’agrégats.
Ces résultats suggerent soit que la formation des agrégats ne provient pas d’un défaut de
dégradation soit qu’un autre systéme de dégradation est en jeu. Pour tester cette deuxiéme
hypothése, nous pourrions par exemple inhiber I’autophagie dans nos cellules en utilisant des
inhibiteurs de Beclinl, une des protéines impliquées dans les premicres étapes de cette voie
catabolique (Li et al., 2013) 2/ Stimuli mécaniques : Pour voir si c’est la contraction
musculaire qui permet 1’apparition des agrégats, nous prévoyons de réaliser in vitro des
contractions mécaniques de nos myotubes. Ceci consiste a différencier nos cellules sur des
plaques de culture spécifiques auxquelles des stimulations mécaniques de force et de durée
différentes pourront étre appliquées (Riehl et al., 2012). 3/ Stimuli liés au vieillissement: si
on suppose que le vieillissement musculaire joue un role dans 1’apparition des agrégats, on
peut imaginer que les changements moléculaires liés a 1’age puissent avoir un role dans leur
formation. Nous pouvons ainsi prévoir de transfecter nos cellules avec des ARN codant des
protéines associées au vieillissement comme la progérine. En effet, il a ét¢ montré que
transfecter des fibroblastes provenant de cellules pluripotentes induites (iPSC) avec de la
progérine, permettait d’obtenir un profil d’expression ressemblant a celui de fibroblastes de
patients agés (Miller et al., 2013). 4/ Stimuli spécifiques du muscle. Si I’isolation des
agrégats par les 4 techniques proposées plus haut nous permet d’identifier des ARN ou des
protéines spécifiques du muscle, nous pourrons transfecter nos cellules avec ces molécules

pour voir si elles permettent la formation des agrégats.
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L’objectif ici est de comprendre quels sont les stimuli permettant 1’apparition des
agrégats de PABPNI spécifiquement dans le muscle afin de pouvoir éventuellement mieux
les cibler dans la recherche de nouvelles thérapies. De plus, ceci nous permettrait d’avoir un
modele in vitro de cellules humaines OPMD contenant des agrégats afin de pouvoir tester

I’efficacité de molécules anti-agrégats.

3. Pourquoi une restriction d’atteinte dans ’OPMD?

Dans I’OPMD, les muscles du pharynx et en particulier le muscle cricopharyngien
(CPM) ainsi que les muscles releveurs de la paupiere (RPM) sont les premiers touchés. Ces
muscles partagent des caractéristiques particuliéres a savoir une hypotrophie musculaire ainsi
qu’une accumulation de tissu conjonctif. D’un point de vue embryonnaire, ces derniers se
distinguent des autres muscles squelettiques ce qui pourrait en partie expliquer leurs
différences morphologiques. En effet, le CPM et le RPM partagent la méme origine
embryonnaire que les muscles de la téte qui proviennent d’un mésoderme différent de celui
des muscles du tronc. Cependant, d’autres muscles de la téte comme les muscles du cou ou
les muscles de la mastication proviennent eux aussi du mésoderme de la téte mais ne sont pas
atteints dans ’OPMD ce qui suggere que ’atteinte spécifique du CPM et du RPM dans
I’OPMD ne peut pas étre expliquée uniquement par cette hypothése embryologique
(Michailovici et al., 2015). Une explication complémentaire pourrait venir du fait que
contrairement aux autres muscles de la téte, ces deux muscles sont constamment sollicités. En
effet le CPM est fréquemment contracté pour permettre la déglutition et le RPM pour
permettre de garder les paupieres ouvertes. Ainsi, 1’utilisation constante et automatique de
ces deux muscles pourrait les « user » plus rapidement que les autres muscles, les rendant
plus susceptibles a la maladie.

Une des caractéristiques propre du CPM et du RPM est que malgré leur aspect
histologique, ils possédent un pourcentage élevé de cellules satellites en I’absence de
régénération évidente. Avec I’OPMD, ces caractéristiques sont exacerbées (Gidaro et al.,
2013). Nous faisons 1’hypothése que 1’absence de régénération musculaire soit due a une
dérégulation des cellules satellites qui regoivent des signaux empéchant leur activation. Ces
signaux peuvent étre de nature intrinséque ou extrinseque:

1/ Les signaux de nature intrinséque : Ils peuvent correspondre a des modifications
génétiques ou épigénétiques de la cellule satellite elle-méme. Par exemple, il a été montré
qu’avec I’age la méthylation du geéne Sprouty impliqué dans 1’auto-renouvellement des

cellules souches est augmentée. Ceci engendre une diminution de 1’expression de la protéine
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Sprouty et donc a une diminution du stock de cellules satellites quiescentes PAX7" (Bigot et
al., 2015). On peut proposer que ce genre de méthylation ait lieu avec 1’dge dans le CPM ce
qui expliquerait un pourcentage élevé de cellules PAX7 ne participant pas a la régénération
musculaire. Afin de confirmer cette hypothése, on pourrait comparer le méthylome de
cellules issues de CPM comparées a des cellules issues de SCM afin d’identifier si des geénes
impliqués dans la quiescence ou I’activation des cellules satellites sont spécifiquement
méthylés.

2/ des signaux de nature extrinséques : En raison du pourcentage ¢levé de matrice
extracellulaire dans le CPM, nous pouvons faire I’hypothése que des signaux provenant de
cet environnement fibrotique génent I’activation des cellules satellites. Nous cherchons alors
a identifier des voies impliquées dans la quiescence/activation des cellules souches qui
pourraient étre dérégulées dans le CPM. Par exemple ’activation de la voie Notch est connue
pour maintenir les cellules souches en quiescence (Bjornson et al., 2012). Une étude récente
chez la souris montre que 1’activation de cette voie permet la sécrétion de collagéne V dans la
niche des cellules satellites (Baghdadi et al., 2018). Ce collagéne se fixe au récepteur a la
calcitonine (calcR) qui est spécifiquement exprimé a la surface des cellules satellites
quiescentes permettant justement de les maintenir en quiescence (Yamaguchi et al., 2015).
Dans le cas du CPM, nous pourrions faire I’hypothése que la fibrose environnante sécrete du
collagene V qui irait se fixer au CalcR présent a la surface des cellules satellites. Ceci
maintiendrait leur quiescence expliquant donc le pourcentage élevé de cellules PAX7 et
I’absence de régénération dans le CPM. Pour confirmer cette hypothése, nous pourrions dans
un premier temps regarder sur biopsie CPM si du collagéne V est secrété dans la niche des

cellules satellites et si ces dernieres expriment le récepteur a la calcitonine.

4. Les thérapies envisageables chez I’homme ?

A T’heure d’aujourd’hui, aucun traitement curatif n’existe pour ’OPMD et seule une
chirurgie des muscles CPM et RPM permet d’alléger les symptdmes. Alors que la chirurgie
du RPM permet de corriger le ptosis, la myotomie préconisée pour la dysphagie n’est pas
efficace sur le long terme. Plusieurs stratégies thérapeutiques sont en cours d’essai clinique
pour soigner ’OPMD : 1/ une thérapie cellulaire par greffe autologue de cellules musculaires
de quadriceps dans le CPM de patients OPMD (Péri¢€ et al., 2014), 2/ une thérapie génique
par extinction et remplacement de PABPN1 (Malerba et al., 2017) et 3/ une thérapie

pharmacologique anti-agrégats utilisant le tréhalose (Argov et al., 2016).
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Les résultats de notre étude montre que le stress de I’ER est activé dans ’OPMD.
Chez I’homme, il a récemment été¢ montré que la pratique d’une activité physique régulicre
permettait d’alléger le stress de I’ER (Passos et al., 2015). De plus, il a ét¢ montré dans un
modele murin de la dystrophie myotonique de type 1 (DM1) que faire courir les souris
permet de diminuer le pourcentage d’agrégats nucléaires et ainsi de libérer la protéine
MBNLI1 piégée dans ces derniers (Manta et al., 2019). Dans notre modele murin de ’OPMD,
on pourrait effectuer les mémes expériences et voir si I’exercice physique permet de diminuer
le pourcentage d’agrégat et si ceci se traduit par une modification de la réponse UPR. Si tel
est le cas, préconiser 1’exercice physique chez les patients OPMD permettrait peut &tre
d’améliorer les symptomes ou de retarder 1’aggravation progressive de la maladie.

Nos résultats supportent I’hypothese selon laquelle le niveau de PABPNI est critique
dans le muscle, rendant le CPM plus susceptible a ’OPMD. 11 a d’ailleurs ét¢ montré que
diminuer I’expression de la protéine dans des mod¢les cellulaires ou animaux impactait la
myogenese (Apponi et al., 2010; Malerba et al., 2017; Riaz et al., 2016). De plus, il a été
montré que sur-exprimer PABPNI1 sauvage au méme niveau que PABPN1 muté dans le
modele murin A17 permettait d’améliorer les phénotypes musculaires (Davies et al., 2008).
Contrairement aux mod¢les, le niveau de PABPN1 muté n’est pas surexprimé chez les
patients OPMD. On peut alors faire I’hypothése qu’augmenter simplement I’expression de
PABPNI1 dans le CPM de patients OPMD permettrait de combler la perte de fonction de la
protéine et d’alléger les symptomes de la dysphagie. Le probléme de cette stratégie est que la
ré-expression de PABPNI sauvage ne permet pas d’éliminer les agrégats nucléaires. Le
risque est alors que 1’accumulation des agrégats avec 1’age piege de plus en plus PABPNI1 ce
qui conduira de nouveau a la perte de la fonction de la protéine. On pourrait alors proposer
une stratégie thérapeutique double ou la ré-expression de PABPN1 pourrait étre combinée
a une stratégie anti-agrégat ce qui pourrait améliorer les symptomes propres a I’OPMD sur le

long terme.
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Contribution :

J’ai participé a la réalisation de chacun de ces articles a des niveaux différents :

La revue nommée « Dystrophie musculaire oculopharyngée » EMC 2016 fait I’état de 1’art de
I’OPMD en présentant la génétique de la maladie, le diagnostic clinique et moléculaire, la
physiopathologie ainsi que les modeles d’études et les thérapies. Dans cette revue, j’ai réalisé
intégralement les parties « génétique » et « pathogenese moléculaire » et j’ai participé pour le

reste a la relecture et I’uniformisation de I’ensemble du manuscrit.

L’article « Nuclear poly(A)-binding protein aggregates misplace a pre-mRNA outside of
SC35 speckle causing its abnormal splicing » NAR 2016 présente un défaut d’épissage du
pré-ARNm 7TNNT3 dans I’OPMD en raison de sa capture dans les agrégats de PABPNI.
Dans cet article, j’ai réalisé les marquages immunofluorescents, pour détecter les agrégats de
PABPNI, notamment dans la souris A10 (figure supp 7). J’ai également relu et corrigé

Particle.

L’article « Inhibition of myostatin improves muscle atrophy in oculopharyngeal muscular
dystrophy (OPMD) » JCSM 2019 présente ’utilisation d’un anticorps anti-myostatine RK35
comme stratégie thérapeutique dans la souris OPMD. Pour cet article, j’ai récupéré les
muscles des souris apres traitement et j’ai extrait toutes les protéines (n=18) afin de réaliser
des western blot pour 1’étude de la voie impliquée dans I’inhibition de la myostatine
(protéines étudiées (forme normale et phosphorylée) : AKT, mTOR, GSK3, Smad3). Nous
n’avons pas réussi a conclure sur ces résultats et avons finalement décidé de ne pas les
inclure dans le manuscrit, ils n’apparaissent donc pas dans I’article sous forme de figure. J’ai

¢galement relu et corrigé ’article.
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Dystrophie musculaire oculopharyngée

P. Richard, F. Roth, T. Stojkovic, C. Trollet

La dystrophie musculaire oculopharyngée est une myopathie progressive de transmission autosomique
dominante caractérisée par ‘apparition tardive des signes cliniques, le plus souvent aprés 50 ans. Il
s’agit d’une affection rare, dont la prévalence est inférieure a 1/100000 en France. Les symptémes
précoces sont constitués par un ptosis progressif symétrique provoquant une contraction compensatoire
du muscle du front et une dysphagie. L'évolution se fait vers I'‘apparition d’une faiblesse des muscles
proximaux, en particulier au niveau de la ceinture pelvienne. Le gene responsable a été localisé sur le
chromosome 14 (PABPN1). I code une protéine nucléaire (polyadenylate-binding protein nuclear 1)
jouant un réle dans la maturation et stabilité des acides ribonucléiques messagers (ARNm). La maladie
est la conséquence d’une expansion anormale d’une répétition de triplets (GCN) dans I'exon 1 du gene
PABPN1. Cette expansion dont la taille normale est de dix répétitions se trouve anormalement augmentée
entre 11 et 18 répétitions. La protéine anormale résultante est responsable de la présence d'inclusions
tubulofilamentaires observées dans les noyaux des fibres musculaires des patients et pathognomoniques
de la maladie. Bien qu'il n’existe pas de traitement spécifique de cette affection, la chirurgie du ptosis et

la myotomie cricopharyngienne améliorent de facon significative la qualité de vie de ces patients.
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H Introduction

La dystrophie musculaire oculopharyngée (DMOP) (Online
Mendelian Inheritance in Man [OMIM] #164300) est une mala-
die neuromusculaire de début tardif, les premiers symptomes
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n’apparaissant qu’apreés la cinquiéme ou sixiéme décade [!l. Cette
affection se caractérise par un ptosis bilatéral puis une atteinte des
muscles oropharyngés entrainant une dysphagie . L’évolution
est lente, et dans les formes avancées, les muscles faciaux et
les muscles des ceintures pelviennes et scapulaires peuvent étre
affectés. Récemment, des troubles cognitifs et des désordres psy-
chologiques ont été décrits chez des patients >4,

La premiere description clinique de la DMOP a été rapportée
dans une famille d’origine franco-canadienne!® avant que Vic-
tor et al. la reconnaissent comme affection musculaire a part
entiére ?1.

La biopsie musculaire révele un aspect dystrophique associé¢ a
des vacuoles bordées et en microscopie électronique des inclu-
sions tubulofilamentaires de 8,5 nm de diametre et d'une longueur
inférieure a 0,25 pm sont observées dans les noyaux des fibres
musculaires °!.

La DMOP présente une distribution géographique trés étendue
a travers le monde, puisqu’elle est identifiée dans plus de 30 pays.
Le plus important cluster se trouve dans la population franco-
canadienne dans laquelle la prévalence est estimée a 1:1000 .
En Europe, la prévalence est estimée a 1: 100000 alors que la pré-
valence la plus élevée de 1: 600 se trouve dans la population juive
de Bukhara en Israél 1®/.

Dans la grande majorité des cas, la transmission de cette affec-
tion se fait selon un mode autosomique dominant avec une
pénétrance complete (tous les sujets portant la mutation vont
exprimer la maladie) bien que de rares formes autosomiques réces-
sives aient été rapportées 11,

Le locus responsable de la maladie a été localisé en 1995
sur le chromosome 14q11.2-q13. Il contient le géne PABPNI

1
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(NG-008239) codant la polyadenylate-binding protein nuclear 1, pro-
téine interagissant avec les queues polyA des acides ribonucléiques
messagers (ARNm). Le défaut moléculaire de ce géne responsable
de laDMOP a été identifié en 1998 ! Brais et al. ont montré que le
geéne PABPNI normal contenait a son extrémité 5’, dans le premier
exon, une répétition de six trinucléotides (GCG) codant un groupe
(stretch) de six résidus alanines. Chez les patients, une expansion
anormale de ce triplet a été montrée, pouvant aller de sept (GCG)7
a 14 répétitions (GCG)14. Toutefois, de par la présence de quatre
triplets (GCA)3 (GCG) adjacents a la répétition (GCG)6 et codant
également des résidus alanines, la nomenclature actuelle 'l des
alleles est la suivante: (GCN)10 correspondant a 1’allele normal
et (GCN)11-18 correspondants aux alléles mutants”! codant un
stretch de 11 a 18alanines dans le domaine N-terminal de la
protéine. L'allele (GCN)11 avec une seule expansion du triplet cor-
respondrait a des formes récessives de la maladie ou a des formes
dominantes d’expression retardée 3],

B Historique

Pendant de nombreuses années, la DMOP a été confondue
avec les myopathies oculaires. Dans les deux conditions, il y a
une atteinte progressive des muscles élévateurs des paupicres et
des muscles oculaires externes. Bien qu’aujourd’hui, la DMOP
soit bien différenciée des autres maladies oculaires, il est difficile
d’identifier le type exact de maladie décrite lors des premiers rap-
ports cliniques”!. Le premier cas rapporté de faiblesse musculaire
extraoculaire progressive et de ptosis a été établi en 1868 par von
Grife . En 1890, I’Allemand Fuchs décrit cinq patients 4gés de
30 a 61ans atteints de ptosis et démontre chez l'un d’entre eux
une atrophie des fibres musculaires du muscle élévateur supérieur
des paupiéres ['°l, 11 émet alors ’hypothése, des 1917, d’une atro-
phie myogénique et nomme la maladie «ptosis myopathique ».
En France, d’autre cas de ptosis non congénitaux et héréditaires
sont notés par Dutil en 1892 et Delord en 1903 %171, En 1892,
Mobius suppose plutot une atteinte des noyaux oculomoteurs
dans cette maladie et introduit le terme «ophtalmoplégie chro-
nique nucléaire progressive» '8l Alors que d’autres études vont
dans le sens d'une origine neurologique, Kiloh et Nevin émettent
une hypotheése différente en 1951 191, En effet, a partir des études
histologiques, ils concluent que l'implication du muscle oculaire
n’est pas secondaire a la dégénérescence des noyaux mais que la
myopathie oculaire correspond bien a une dystrophie progressive
des muscles extraoculaires. En 1966, Zintz remarque des anoma-
lies mitochondriales par microscopie électronique dans le muscle
oculaire de cinq patients atteints de myopathie oculaire *’!. Ces
anomalies sont détectées a 1'aide de la coloration trichrome de
Gomori qui révele au microscope des taches rouges anormales
dans les fibres musculaires. Les myopathies oculaires sont alors
reconnues comme d’origine musculaire et caractérisées par ces
anomalies mitochondriales. C’est pour la premicre fois en 1915
que le neurologue E.W. Taylor décrit cinq membres d'une famille
franco-canadienne qui présentent un ptosis a apparition tardive
apres 50ans associé a une dysphagie progressive menant a une
sévere dénutrition®!. Tout comme Mébius, il suggere alors une
implication non pas musculaire, mais plutot neurologique de ces
deux signes cliniques avec une atteinte probable des nerfs vagues,
glossopharyngés et des noyaux oculomoteurs. Le rapport clinique
établi par Taylor décrit de nouveaux cas mais ses conclusions
passent inapercues pendant prés d’'un demi-siecle. Il faut attendre
1962 pour que les travaux de Victor et al. ?! permettent de publier
un tableau clinique qui individualise la DMOP et qui la classe
définitivement dans la catégorie des maladies musculaires. Ces
auteurs rapportent dix observations: un cas sporadique et neuf
patients issus de trois générations d’une famille juive nord améri-
caine originaire de I’'Europe de 1’Est. L'analyse de la ségrégation de
la maladie au sein de la famille leur permet tout d’abord de démon-
trer que la maladie est héréditaire et que le mode de transmission
est probablement dominant. IIs mettent l’accent sur 'apparition
tardive du déficit mais également sur 1’éventuelle association avec
une atteinte des muscles proximaux des membres. Suite a la carac-
térisation clinique de la maladie, de nombreuses études ont été

2

conduites dans différentes communautés comme le Canada, le
Nouveau Mexique ou encore I’Ecosse. Contrairement aux myo-
pathies oculaires, aucune anomalie mitochondriale n’est décrite
dans les fibres musculaires des biopsies de patients atteints de
DMOP. Grace a ces études, la DMOP est définitivement distin-
guée des myopathies oculaires. A partir de 1965, le neurologue
québécois André Barbeau commence a s'intéresser a la maladie de
maniere fortuite. En rassemblant toutes les familles décrites dans
la littérature comme étant atteintes de ptosis et de dysphagie,
il remarque que, malgré leur non-apparenté, toutes ces familles
sont d’origine franco-canadienne. A partir de cette observation, il
mene des études généalogiques lui permettant de relier toutes ces
familles & un couple ancestral originaire de Niort en France, ayant
émigré au Canada au cours de I'année 1634. Durant les sept années
qui ont suivi, Andrée Barbeau a travaillé a I’élaboration d'un arbre
généalogique fondé sur 249 individus atteints, originaires de plus
de dix grandes familles différentes. C'est a partir de cet arbre éta-
bli en 1967 qu’est née l'idée «d’effet fondateur» pour la DMOP
expliquant la fréquence de cette maladie particulierement élevée
dans certaines provinces du Québec.

14 .
Point fort

Role de I'effet fondateur dans la fréquence de la
DMoOP

Historiguement, les 10000 a 12000 immigrants francais
s’étant installés en Nouvelle France au xvii® et xvii© siecles
sont a I'origine des Québécois actuels. En effet, les régions
du Québec ont été colonisées par des petits groupes émi-
grés de France ou par leur descendant. La population
nouvellement fondée a partir de ce petit groupe posséde
un bagage génétique qui ne subit quasiment aucun bras-
sage. Elle a donc plus de chance, sous I'effet aléatoire de |a
dérive génétique, de fixer apres quelques générations un
allele muté responsable d’une maladie: cela correspond
a ce que I'on appelle un effet fondateur. C’est ainsi que
I'allele muté du géne responsable de la DMOP a été intro-
duit au Canada francais par trois sceurs ayant immigré dans
la colonie en 1648. Leur descendance nombreuse, por-
teuse de la maladie, explique la fréquence élevée de la
DMOP au Québec.

En plus de ses travaux généalogiques, André Barbeau insiste
sur le fait que nombre de ces patients présentent au cours de
I’évolution de la maladie une faiblesse d’autres groupes muscu-
laires que ceux du muscle ¢lévateur de la paupicre et des muscles
pharyngés. En 1980, Tomé et Fardeau ont été les premiers a décrire
un marqueur histopathologique de la maladie dans les muscles
deltoides de trois patients DMOP non apparentés: en obser-
vant au microscope électronique des biopsies de muscles striés
de patients DMOP, qu’ils ont décrits dans les noyaux des fibres
musculaires des inclusions filamenteuses (INIs, intranuclear inclu-
sions) °l. Ces inclusions correspondent a des filaments tubulaires
souvent arrangés en palissade ou enchevétrés avec une longueur
d’environ 0,25 pm. L'observation de noyaux provenant d’autres
cellules de ces biopsies (cellules musculaires satellites, cellules
endothéliales, fibroblastes, cellules de Schwann des nerfs intra-
musculaires) n’a pas révélé ce type d’inclusion. Ces inclusions
n’avaient jamais été rapportées auparavant, que ce soit dans des
conditions normales ou pathologiques, faisant d’elles une carac-
téristique morphologique de la maladie. Suite a cette découverte,
plusieurs équipes ont suggéré une corrélation entre le pourcen-
tage de noyaux avec des inclusions et I’expression du géne muté
dans le tissu. Coquet et al. ont par exemple montré que 8 % des
noyaux provenant des muscles pharyngés les plus atteints conte-
naient des inclusions filamenteuses contre 4% des noyaux du
deltoide du méme patient ?!l. D’autres ont ensuite montré que,
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chez des patients homozygotes atteints de DMOP, on observait
deux fois plus d’inclusions dans les noyaux musculaires que chez
des patients hétérozygotes!??!. Aujourd’hui, il est reconnu que
ces inclusions correspondent a des agrégats protéiques, contenant
notamment la protéine PABPN1 mutée. IIs représentent toujours
un marqueur pathologique déterminant de la maladie, méme si
leur role physiopathologique est encore discuté.

B Epidémiologie

En 1966, André Barbeau a décrit un important cluster de cas de
patients atteints de DMOP dans la province canadienne de Québec
(cf. «Historique») et a montré que les nombreux cas rapportés
dans cette population pouvaient étre issus d'un ancétre unique
ayant émigré de France au XviI© siecle 2324,

Dans les années qui suivirent, de nombreux autres cas ont été
décrits et la DMOP est maintenant décrite dans au moins 33 pays
a travers le monde 2>, Actuellement, le plus grand cluster de
patients se trouve dans la population franco-canadienne avec une
prévalence estimée a 1: 1000 7:%:3¢, La plus forte prévalence de la
maladie, de 'ordre de 1/600, se trouve dans la population juive
de Bukhara en Israél®'. En Europe, la prévalence estimée est de
1/100 000 371,

B Clinique

Les manifestations cliniques de la DMOP débutent générale-
ment de facon insidieuse, et ne deviennent manifestes que vers la
cinquieme ou la sixieme décade de par une évolution lentement
progressive, jusqu’a devenir complétes vers 1'age de 70 ans %39,
Les symptomes principaux sont le ptosis palpébral et la dyspha-
gie P, T1s sont dus a la faiblesse des muscles élévateurs palpébraux
et des muscles pharyngés. L'age moyen de début du ptosis est de
48 ans (extrémes: 26-65 ans) et celui de la dysphagie de 51 ans
(extrémes : 40-63 ans) .

Le ptosis est la plupart du temps d’emblée bilatéral mais peut
étre unilatéral dans certains cas. Il entraine une hyperactivité du
muscle frontal compensant la chute des paupieres et la limitation
du champ visuel.

Bien que d’autres muscles extraoculaires puissent étre affectés,
il est rare d’observer une ophtalmoplégie externe compléte (diag-
nostic différentiel avec une maladie mitochondriale). Néanmoins,
une ophtalmoparésie caractérisée par une limitation du regard
vers le haut ou le bas, peut étre notée. Les muscles intrinséques de
I'ceil (ciliaire, sphincter) ne sont pas affectés.

La dysphagie observée dans la DMOP est caractérisée en premier
par un trouble d’absorption de la nourriture solide puis plus tardi-
vement des liquides. Chez certains patients, une faiblesse et une
atrophie de la langue peuvent étre observées [l Cette dysphagie
peut entrainer des complications, telles que des fausses routes, des
régurgitations, des pneumonies d’inhalation [“°!. Chez les patients
ne s’alimentant plus correctement, un état de malnutrition, voire
de dénutrition, s’installe, représentant fréquemment la cause du
déces chez les patients agés.

L'évolution se fait vers une atteinte progressive de ’ensemble
de la musculature striée en épargnant les muscles lisses et le
coeur. Apres les muscles palpébraux, la langue, les muscles pha-
ryngés et extraoculaires, 'amyotrophie et le déficit s’étendent de
facon spécifique et symétrique aux muscles faciaux et aux muscles
cervicaux, puis aux muscles de la ceinture pelvienne (iliopsoas,
fessiers), muscles adducteurs et muscles de la loge postérieure de
la cuisse. Un déficit des muscles de la ceinture scapulaire peut
étre associé. A un age avancé (4 70ans), certains patients sont
en fauteuil roulant alors que d’autres ne présentent aucune fai-
blesse des muscles des membres inférieurs a 80ans !, Jusqu’a
récemment, la DMOP était considérée comme une myopathie
isolée et il n'y avait pas d’arguments en faveur d’une atteinte neu-
rologique. Une implication du systeme nerveux périphérique a
toutefois été suggérée chez des patients montrant une forte dimi-
nution de fibres myélinisées au niveau des nerfs extraoculaires,
pharyngés et lingual =431, Par la suite, des neuropathies axonales
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sensitivomotrices ont été rapportées chez des patients atteints de
DMOP 441 posant la question d'une composante neurologique
dans la DMOP . Des arguments plus fondamentaux viennent
renforcer cette hypothése. En effet, 1a présence d’inclusions intra-
nucléaires contenant la protéine PABPN1 ubiquitinylée dans les
cellules neuronales d’animaux transgéniques atteints de DMOP a
été démontrée 471, De facon semblable, des inclusions similaires
ont été retrouvées dans des coupes de cerveau d'un patient éga-
lement atteint de DMOP. Ces études semblent indiquer que la
protéine PABPN1 mutante, contenant une expansion anormale
de polyalanines, peut entrainer la formation d’inclusions intra-
nucléaires dans les cellules nerveuses pouvant jouer un role dans
I’atteinte neurologique. Sur le plan clinique, une diminution des
fonctions cognitives a été décrite chez des patients homozygotes
qui évoluent vers le développement d'une démence avec des
symptomes sur les plans psychologique et psychiatrique /. Une
étude récente montre également des scores neuropsychologiques
et neuropsychiatriques inférieurs chez des patients hétérozygotes
comparés a des sujets controles. Il semble également que les scores
neuropsychologiques soient corrélés au nombre d’expansions du
triplet GCN, ¢étant moins favorables chez les patients avec des
expansions les plus grandes *. Il est toutefois nécessaire de bien
faire la part des choses, a savoir si la neuropathie est une consé-
quence de la maladie, se développant avec 1'évolution de la
pathologie, ou s’il s’agit d'une association avec une autre affection
hérédodégénérative du systeme nerveux périphérique.

L'évolution de la maladie est lentement progressive. Actuelle-
ment, la prise en charge de la dysphagie et l'entretien régulier
des muscles squelettiques (kinésithérapie, balnéothérapie) per-
mettent une espérance de vie normale.

B Génétique

La DMOP est transmise selon un mode monofactoriel autoso-
mique dominant avec une pénétrance complete, mais variable
selon ’age et sans préférence de sexe.

Avant la révolution technologique du séquencage haut débit,
les techniques d’identification de géne candidat dans le cadre de
maladies monogéniques se révélaient plus longues et plus labo-
rieuses. Cependant, 1’émergence des premicres cartographies du
génome humain, notamment la premiére carte physique établie
par le Généthon en 1992, a permis une analyse génétique plus
aisée. En 19935, Brais et al. ont entrepris une croisade génétique
afin d’identifier le géne responsable de la DMOP. IIs ont recensé
469 individus d’origine québécoise dont 73 sont diagnostiqués
pour la DMOP 24, Ces individus appartiennent a 21 familles dont
trois ont été sélectionnées, de par leur taille et leur structure,
comme potentiellement informatives dans une étude de liai-
son génétique. Ce crible permet d’identifier une séquence ayant
une forte homologie avec le géne bovin de la protéine de fixa-
tion a la poly (A) (PABP2). Ce gene, jusque-la non connu chez
I’homme, constitue alors un excellent candidat pour la mala-
die: il est fortement exprimé dans les muscles et sa protéine
se localise exclusivement dans le noyau (ou sont également
retrouvées les inclusions décrites par Tomé et Fardeau !®). C’est
I'amplification par polymerase chain reaction (PCR) de ce gene chez
les patients DMOP qui a confirmé son implication dans la mala-
die. La séquence codante du géne PABPN1 normal comporte sept
exons. Elle contient au niveau de son premier exon, six répé-
titions consécutives de trois nucléotides GCG (|[GCG]6) codant
une répétition de six résidus alanine (stretch polyA) a I’extrémité
N-terminale de la protéine (Fig. 1). Le séquencage a mis en évi-
dence l'identification d’une petite expansion d'un triplet (GCG)
dans I'exon 1 du géne PABPN1 chez tous les patients présentant
la maladie®. Un alléle (GCG)6 est observé chez 98 % des indi-
vidus québécois controles alors que 2% d’entre eux portent un
allele polymorphe (GCG)7. En revanche, chez les patients, une
expansion de deux a sept triplets (GCG) est systématiquement
trouvée. Cette mutation entraine une expansion de la répétition
d’alanine au niveau N-terminal de la protéine. En raison de sa
localisation, cette protéine est par la suite nommeée «protéine
nucléaire de fixation a la poly (A) », soit PABPN1. Depuis 20 ans,
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Géne PABPN1

c.352 c.467 ¢.535 c.642

c.1
Svere 1 117 5156 156% 179%214 214%24%

Figure 1. Représentation schématique du gene
PABPN1 et d’une partie de I'exon 1 contenant la
c.882 répétition du triplet (GCN)10 et le stretch polyA

r correspondant sur la séquence protéique.
294

Répétition triplet (GCN) 10
A
r N\

Exon 1

AGCGGCGATGGCGGCGGCGGCGGCGGCGGCAGCAGCAGCGGGGGCTGCGGGCGGT ‘

Met| Ala| Ala| Ala] Ala| Ala| Ala| Ala| Ala] Ala| Ala| Gly | Ala | Ala | Gly |Gly
1 \ 5 10 Y, 15

Bl N
Poly Alanines tract: Ala10

les études se multiplient pour comprendre le role de cette protéine
et les mécanismes moléculaires qui aboutissent a la maladie. Les
analyses de liaison ont ensuite montré que la forme dominante
de la DMOP était homogene, c¢’est-a-dire sans autre locus poten-
tiellement impliqué 1283348491 Ta DMOP est donc une maladie a
répétition de triplets.

Brais et al. ont démontré que l'allele (GCG)9 était tres large-
ment majoritaire dans la population franco-canadienne et avait
été importé en 1648. Une étude portant sur 81 familles présentant
les alleles de toutes tailles d’expansions, montrait que le pourcen-
tage de fréquence des alleles était de 5% (GCG)8, 40% (GCG)9,
26% (GCG)10, 21% (GCG)11, 7% (GCG)12, et 1% (GCG)13.
Toutefois, ce pourcentage est dépendant de la population étu-
diée et varie d'une population a une autre. Certaines populations
comme les franco-canadiens ou les juifs de Bukhara présentent
des effets fondateurs et la plupart des familles partagent la méme
mutation ancestrale %I, Une étude portant sur le séquencage de
la mutation chez 86 patients °!) a montré que le mécanisme res-
ponsable de la mutation (de I'expansion du tract polyA au niveau
de la protéine) était complexe, impliquant des recombinaisons
génétiques inégales et conduisait a des génotypes variés.

Depuis quelques années, la numérotation des alléles a changé
pour refléter 1'effet de I’expansion au niveau de la protéine plutot
que celle au niveau du gene. En effet, de par la présence d'une
séquence codante (GCA)3 (GCG) adjacente a la répétition du
triplet (GCG)6, qui code également pour des résidus alanine, la
protéine PABPN1 normale posseéde un stretch de dix résidus ala-
nine, et non pas six, comme décrit initialement. La conséquence
est que la protéine mutée doit maintenant étre référée (CGN)11-
18. L'allele (GCG)11 est décrit trés fréquemment comme étant
responsable de la forme récessive de la DMOP (c’est-a-dire présent
a l'état homozygote chez les patients, alors que leurs parents por-
teurs hétérozygotes ne présentent pas les signes de la maladie au
moment de 'examen) mais peut également se trouver présent a
I’état hétérozygote (donc autosomique dominant) mais avec une
pénétrance faible, chez des patients, présentant une forme typique
mais tardive de la maladie 1%l

A la différence de beaucoup des maladies liées & une expansion
de répétitions de triplets, la DMOP est la seule dont I’expansion
est tres courte et méiotiquement stable. Cela signifie que lors
des méioses, la taille de I’expansion n’augmente pas et il n’est
pas observé de phénomene d’anticipation au fur et a mesure des
générations dans les familles concernées.

A ce jour, aucune corrélation évidente entre la taille de
I’expansion et la sévérité de la maladie n’a pu étre établie. Toute-
fois, les patients hétérozygotes composites pour les alléles (GCG)9
et (GCG)7 présentent un phénotype plus sévere que les patients
hétérozygotes (GCG)9 et (GCG)6, ce qui peut suggérer que 'allele
(GCG)7 pourrait agir comme alléle modificateur d’'un phénotype
dominant. Il semble de méme que les patients les plus sévérement
atteints soient ceux porteurs de mutations homozygotes pour des
mutations dominantes du géne PABPN1 %2/, La dose de géne muté
adonc clairement une influence sur I’age de début et la sévérité des
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symptomes observés dans la DMOP I, Les patients les plus séve-
rement atteints sont ceux qui sont homozygotes pour un allele
dominant, en particulier I'allele (GCN)13 (ex-[GCG]9) comme le
montrent les études dans les familles juives de Bukhara [?2% 52,
Chez ces patients, I’age de début est de 18 ans inférieur a celui des
patients hétérozygotes (en moyenne vers 40 ans) et la sévérité tres
marquée puisque des 1’dge de 60 ans, ces patients présentent tous
les signes de I’évolution de la maladie (ptosis, dysphagie, faiblesse
musculaire distale et proximale).

B Diagnostic

Jusqu’a I'identification de la cause génétique de la DMOP et de
la mise en place des tests moléculaires, le diagnostic reposait essen-
tiellement sur I'examen clinique des patients avec, en paralléle, un
examen de la biopsie musculaire en microscopie électronique qui
montrait la présence d’inclusions intranucléaires dans les noyaux
des fibres musculaires”!. La biopsie musculaire systématique est
désormais remplacée par ’analyse moléculaire .

Clinique

Le diagnostic de cette affection est souvent assez aisé des le stade
de ’examen clinique. L'association de la triade suivante:

e histoire familiale avec une transmission verticale dominante
de la maladie sur plusieurs générations, affectant aussi bien des
femmes que des hommes;

e présence d'un ptosis bilatéral défini par une fissure palpébrale
mesurant moins de 8 mm de hauteur au repos ou des antécé-
dents de chirurgie corrective des paupieres pour ptosis;

e etunedysphagie définie par un temps de déglutition supérieur a
sept secondes lors de I'ingestion de 80 ml d’eau froide 1 permet
la quasi-certitude du diagnostic.

Une étude de la déglutition par vidéo-endoscopie (VESS)
et vidéo-fluoroscopie (VESS) est essentielle pour apprécier
I'importance de la dysfonction des muscles pharyngés et du
sphincter cesophagien (UES)**71. Cette analyse montre une
réduction des contractions des muscles pharyngés. Une excep-
tion a la triade diagnostique est la forme autosomique récessive
dans laquelle les symptomes, bien que plus tardifs (>60ans),
sont identiques et 1’absence d’antécédents familiaux de DMOP.
L'électromyographie met en évidence des tracés myogenes sur les
muscles faciaux ainsi que sur ceux de la ceinture pelvienne et sca-
pulaire. Les conductions nerveuses sont normales. L'étude de la
transmission neuromusculaire est normale. Le taux de créatine
kinase (CK) est variable (normal ou a deux a cinq fois les valeurs
usuelles). L'imagerie musculaire révéle une dégénérescence grais-
seuse des muscles soléaires, des muscles adducteurs de cuisse et
du semi-membraneux, du biceps fémoral ainsi que des muscles
fessiers.

A un stade plus évolué, on note également a la cuisse une atro-
phie graisseuse des muscles semi-tendineux et des muscles vastes
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Dystrophie musculaire oculopharyngée
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Tableau 1.
Diagnostics différentiels de la dystrophie musculaire oculopharyngée.
OMIM Age de début Atteinte Atteinte Atteinte musculaire EMG Autres signes
oculaire pharyngée
Myopathies OMIM_157640 30-60 ans Ptosis Dysphagie =~ Amyotrophie faciale ~Myogene Fibres rouges
mitochondriales Ophtalmoplégie Atteinte ceinture déchiquetées
scapulaire puis
pelvienne
Myasthénie OMIM_254200 20-40 ans Ptosis uni- ou Dysphagie  Diplégie faciale Neurogene Ac Anti Rach
bilatéral Dysphonie Atteinte muscles Décrément
Diplopie membres, trong,
respiratoires
Symptomes
fluctuants
Dystrophie OMIM_160900 20-25ans Ptosis bilatéral Dysphagie  Atrophie faciale Salves myotoniques  Troubles de
myotonique de Cataracte Atteinte muscles conduction
Steinert distaux cardiaque
Myotonie
Myopathie oculo- OMIM_164310 20-40 ans Ptosis Dysphagie ~Amyotrophie distale ~Myogéne Absence INIs
pharyngo-distale (avant-bras, mains,
jambes, pieds)
Amyotrophie OMIM_158580 20-30ans Non Dysphagie  Atrophie musculaire ~ Neurogéne
spinale distale Dysphonie spinale
Myosite a inclusions OMIM_147421 50ans Non Dysphagie Faiblesse muscles Myogéne et Vacuoles bordées,

proximaux

neurogene

inflammation,

corps a inclusions

OMIM : Online Mendelian Inheritance in Man ; EMG : électromyogramme ; Ac: anticorps; INIs: filaments intranucléaires spécifiques.

intermédiaires et du vaste médial et a la jambe des muscles gas-
trocnémiens latéraux et des muscles péronéaux.

Les muscles tibiaux antérieurs, gracilis et sartorius sont épar-
gnés 5859 Ces derniers auteurs ont également observés une
corrélation entre les scores fonctionnels de faiblesse musculaire
et la dégénérescence graisseuse des muscles mise en évidence en
imagerie par résonance magnétique nucléaire (IRM).

Les examens cardiaques sont normaux sans cardiopathie ni
troubles du rythme cardiaque. Les explorations fonctionnelles res-
piratoires peuvent montrer une réduction modérée de la capacité
vitale. Dans une étude récente portant sur 13 patients, une réduc-
tion de la capacité vitale a été identifiée chez six patients agés de
plus de 60 ans, allant de 23 a 59 %. Aucun de ces patients ne requé-
rait une ventilation au masque®. En revanche, il est possible
que les apnées nocturnes soient sous-estimées dans cette patho-
logie: on recommande une évaluation polysomnographique ou
une polygraphie chez ces patients.

Diagnostics différentiels

Le diagnostic différentiel peut parfois se poser avec diffé-
rentes autres atteintes neuromusculaires, surtout en l’absence de
tous antécédents familiaux (Tableau 1). Il doit inclure toutes les
atteintes neuromusculaires de début tardif et présentant un ptosis
et/ou une dysphagie.

Myopathies d'origine mitochondriale "

Avec ou sans ophtalmoplégie externe, notamment la maladie de
Kearns-Sayre, elles restent un diagnostic différentiel majeur. Il y
est observé un ptosis et une amyotrophie faciale et des muscles
oropharyngés. Néanmoins, le début est souvent plus précoce
(avant 40ans) et I'ophtalmoplégie est plus marquée. La biopsie
musculaire est tres utile car elle montre 1’absence des fibres mus-
culaires dépourvues d’activité cytochrome C oxydase, des fibres
rouges déchiquetées, des accumulations mitochondriales et une
délétion unique de grande taille de I'acide désoxyribonucléique
(ADN) mitochondrial.

Myasthénie

C’est une atteinte de la jonction neuromusculaire caractérisée
par une absence d’antécédents familiaux, et des fluctuations dans
la symptomatologie. Le diagnostic est clinique (fluctuations et
aggravation des symptomes lors des efforts), électromyographique
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(présence d'un décrément d’au moins 10 % a la stimulation répé-
titive a 3Hz) et/ou la présence d’anticorps anti-récepteur de
I'acétylcholine (RAch) ou Musk.

Dystrophie myotonique de Steinert *?

C’est une maladie de transmission autosomique dominante, a
pénétrance incomplete et marquée par 'anticipation. Les signes
cliniques se caractérisent par une myotonie, un ptosis, une atro-
phie faciale, une dysphagie et une faiblesse distale et axiale. Elle
affecte plusieurs organes (le squelette, les muscles lisses, 1'ceil, le
ceeur, le systeme endocrinien et le systeme nerveux).

Myopathie oculopharyngodistale (OMIM_164310)

Elle est de transmission autosomique dominante, dans laquelle
les similitudes cliniques avec la DMOP sont évidentes. Bien
qu’ayant un age de début plus précoce que la DMOP (environ
40ans), elle se caractérise par un ptosis comme signe initial, une
atteinte faciale associée a une atteinte des muscles oropharyngés
(dysphagie), mais elle se distingue de la DMOP par I’existence d'un
déficit moteur et d'une amyotrophie distale des quatre membres
(mains et membres inférieurs) entrainant la perte de la marche
aprés 20ans d’évolution [©-9°], Latteinte extraoculaire et de la
musculaire distale la distingue des DMOP. L'absence des muta-
tions génétiques caractéristiques [°°! permet d’exclure le diagnostic
de DMOP.

Amyotrophie spinale distale autosomique
dominante

11 s’agit de la maladie de Harper-Young dans laquelle l'atrophie
musculaire spinale est associée a une faiblesse des cordes vocales
et des muscles pharyngés mais le ptosis fait défaut*” %%, VEMG
permet de poser le diagnostic.

Myosites a inclusions

Au sein desquelles on peut observer, outre le déficit proximal
des membres inférieurs, une atteinte faciale et pharyngolaryngée,
en revanche, le ptosis fait défaut.

Fibrose congénitale des muscles extraoculaires

C’est également un des diagnostics a éliminer. Dans cette mala-
die, le ptosis/ophtalmoplégie est congénital et il n’est pas observé
de dysphagie.
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A. Coloration a hématéine-éosine (x 20).

Figure 2. Histopathologie du muscle deltoide chez un patient présentant une dystrophie musculaire oculopharyngée.

B. Coloration au trichrome de Gomori (x 20). Ces coupes transversales montrent une inégalité de taille de fibres, des centralisations nucléaires et la présence

de vacuoles bordées (fleches).

C. Immunodétection d’agrégats de PABPN1 (x 60) sur une coupe musculaire (PABPN1 en vert, dystrophine en rouge, noyaux en bleu) aprés un lavage au
chlorure de potassium 1M pour retirer les protéines solubles et ainsi révéler les agrégats insolubles (fleche).

Morphologique

L'examen par microscopie optique des biopsies musculaires
de patients avec DMOP révele, dans les fibres musculaires, la
présence de vacuoles bordées, de fibres «ragged red » (fibres mus-
culaires ayant un aspect rouge déchiqueté a la biopsie), de fibres
atrophiées et irréguliéres non spécifiques” ! et des inclusions
intranucléaires (agrégats) spécifiques de la maladie (Fig. 2).

Les vacuoles bordées bien qu’éventuellement utiles pour aider
au diagnostic, ne sont pas toujours présentes sur la biopsie et ne
sont pas spécifiques de la DMOP puisqu’elles sont trouvées de
facon consistante et plus importante dans d’autres dystrophies
musculaires telles que les myosites a inclusion (IBM) 7% 711,

En 1980, Tomé et Fardeau, en étudiant en microscopie optique
et en microscopie électronique des muscles deltoides, ont identifié
pour la premiére fois une accumulation de filaments intranu-
cléaires dans les fibres musculaires des patients avec une DMOP ©1,
De nombreuses publications ont par la suite confirmé cette décou-
verte.

Sous un microscope électronique, les inclusions intranucléaires
de la DMOP (INIs) peuvent étre visualisées comme des filaments
qui ont une apparence tubulaire avec un diametre extérieur de
8,5nm, un diametre intérieur de 3 nm et une longueur inférieure a
0,25 pm. La proportion de noyaux contenant ces inclusions peut
varier de 2 a 15% par coupe étudiée. Il a été démontré qu’elles
contenaient notamment la protéine PAPBN1 72/ et elles ne doivent
pas étre confondues avec tous les autres types d'inclusions décrites
dans les noyaux des fibres musculaires. La présence de ces inclu-
sions intranucléaires est un critere pathognomonique qui permet
de poser le diagnostic de certitude de la DMOP. Il est également
possible de détecter les agrégats sur une coupe musculaire par
simple immunomarquage dirigé contre la protéine PABPN1 apres
avoir lavé les sections pendant une heure dans une solution de
chlorure de potassium 1M qui retire les protéines solubles !¢
(Fig. 2C).

Moléculaire

L'analyse moléculaire dans la DMOP est tres facile a réaliser
et constitue le diagnostic de certitude de la maladie. A partir
d’'une simple prise de sang, une extraction de I’ADN des cel-
lules sanguines du patient (globules blancs) puis une réaction
d’amplification en chaine (PCR) d'une région de 'exon 1 du gene
PABPN1 sont effectuées. La réaction de PCR révele un fragment
dont la taille est directement proportionnelle au nombre de répé-
titions du triplet. Ainsi, une simple détermination de cette taille
moléculaire, soit aprés migration sur gel résolutif, soit désormais
par détection laser aprés marquage fluorescent des produits lors
de leur amplification permet de déterminer la taille de ’expansion
du triplet (GCN) P1.

Ce test rapide est trés sensible et spécifique permettant donc
le diagnostic de certitude des patients symptomatiques et ainsi
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la confirmation du diagnostic clinique évocateur. Dans les cas
ou le diagnostic clinique est moins évident, il permet de faire le
diagnostic différentiel avec les autres atteintes neuromusculaires
(notamment une maladie mitochondriale de début tardif et la
myopathie oculopharyngodistale). La détermination de la taille
de I’expansion permet également d’évaluer la sévérité de 'atteinte
ou la présence de deux alléles mutés (hétérozygotes composites),
voire de patients homozygotes.

Conseil génétique

Le conseil génétique consiste a informer le patient et sa famille
de la nature de la maladie, de sa transmission, de son évolution,
et a les accompagner dans leur prise en charge aussi bien médicale
que psychologique.

Le role majeur du conseil génétique s’exerce en particulier chez
les apparentés d’un patient symptomatique, en fonction de leur
risque d’hériter de la mutation pathogene et de la transmettre.

Ftant donné l'existence de formes dominantes, dans la trés
grande majorité des cas, mais également de formes récessives, le
conseil génétique doit étre adapté a chaque situation.

Dans le cadre d’'un mode de transmission
dominant

Chaque patient atteint doit avoir un parent atteint. Cette infor-
mation peut manquer si le patient présente un age avancé et
que ses parents sont décédés avant l'apparition ou la détection
des symptomes (il est parfois demandé au patient de venir a
la consultation avec des photos de famille). Il est noté que,
dans certaines familles consanguines, un patient génétiquement
homozygote pour deux alleles mutés a ses deux parents atteints de
la maladie. Hors du contexte de consanguinité, une autre situa-
tion peut étre rencontrée lorsque les deux parents d'un patient
sont atteints: chacun des parents porte un allele muté diffé-
rent et le transmet a leur enfant qui porte donc deux alleles
mutés avec un nombre différent d’expansions. Ce patient est
alors dit « hétérozygote composite » pour la maladie. Si les parents
du patient sont disponibles pour l’analyse génétique, celle-ci
doit étre proposée afin de vérifier la coségrégation familiale de
I’anomalie.

En ce qui concerne les enfants du patient, si celui-ci est hété-
rozygote pour la mutation (muté sur un allele), le risque pour un
enfant d’hériter de la mutation est de 50 %. Si le parent est muté
sur ses deux alleles (homozygote ou hétérozygote composite), le
risque pour les enfants de recevoir une mutation est de 100 %.
Toute la descendance d’un patient homozygote est affectée par la
maladie.

En ce qui concerne les fréres et sceurs du patient hétérozygote
muté, chacun a 50 % de risque d’hériter de la mutation. Statis-
tiquement, la moitié des enfants est a risque de développer la
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maladie et ’autre moitié est indemne. Si le patient est homozygote
ou hétérozygote composite, tous ses fréres et soeurs sont atteints
puisque recevant chacun un alléle muté.

Dans le cadre d’un mode de transmission récessif

Il n'y a pas d’antécédents familiaux et le patient semble
étre le seul de la famille a étre malade. Ses parents, bien
qu’asymptomatiques, sont tous deux porteurs obligatoires d'un
allele muté al’état hétérozygote. Le risque de transmission chez les
freres et sceurs du patient est de 50 % d’hétérozygotes asymptoma-
tiques (un seul allele muté), de 25 % de transmission homozygote
(deux alleles mutés) et de 25 % de non-transmission (aucun allele
muté). Les enfants du patient atteint de la forme récessive de
la DMOP ont 100% de risque de recevoir un allele muté. Ils
sont alors porteurs hétérozygotes mais asymptomatiques puisque
I’alléle récessif ne s’exprime pas a I’état hétérozygote. En revanche,
ils ont 50 % de risque de transmettre a leur tour leur allele muté.
Dans ce cas, un test moléculaire chez un conjoint, encadré par le
conseil génétique, peut alors permettre d’éviter que ce conjoint
n’apporte un autre alléle muté a la descendance et ainsi d’avoir
des enfants atteints de la maladie.

Assez fréquemment, cette demande de diagnostic moléculaire
est demandée dans le cadre d'un diagnostic présymptomatique
dans les familles a risque. Un individu jeune, le plus souvent, et
indemne de tout signe de la maladie, demande a connaitre son
statut génétique afin de savoir s'il va développer la maladie dans
son futur. Il faut étre treés prudent devant de telles demandes,
mesurer 'impact psychologique et les conséquences sur la qua-
lité de vie de la personne. Dans tous les cas, cette détermination
ne peut &tre réalisée que dans le cadre d"une consultation spécia-
lisée de conseil génétique afin que la personne puisse bénéficier
d’'une prise en charge adaptée, en particulier sur le plan psycholo-
gique, puisqu’aucun traitement, ni préventif, ni curatif, n’existe
a ce jour.

B Pathogenése moléculaire
Multiples fonctions de PABPN1

Ce geéne, nommé PABPNI pour la protéine qu'il code (pro-
téine nucléairel de fixation a la poly [A]), a été sujet a de
nombreuses études visant a définir de maniere la plus précise
possible ses différentes fonctions (pour une revue détaillée sur
PABPNI1 et ses fonctions!”®!). Brievement, PABPN1 est divisée en
trois domaines majeurs: un domaine N-terminal, affecté dans la
DMOP et contenant une région nécessaire a la fixation de PAP
(région «coil-coiled »), un domaine central permettant une haute
affinité de fixation avec les ARN poly (A) (domaine RNA recogni-
tion motif [RRM]) et un domaine C-terminal contenant un signal
de localisation nucléaire (NLS). En 1991, Wahle décrit PABPN1
comme ¢étant une protéine ubiquitaire nucléaire modulant la
polyadénylation des ARNm en stimulant la polymérase poly (A)
(PAP) 741, La polyadénylation des ARNm, c’est-a-dire l'ajout suc-
cessif de ribonucléotide adénosine a leur extrémité 3’, est un
des processus physiologique indispensable a la bonne matura-
tion des ARNm. La protéine PABPN1 va se fixer a la queue poly
(A) naissante des ARNm permettant de déclencher une addition
rapide de poly (A) par PAP. Les ARNm maturés peuvent ensuite
étre exportés vers le cytoplasme ou ils sont traduits en protéine.
La DMOP est causée par une expansion du triplet (GCN) dans
I’exon 1 de PABPN1 résultant en une addition excessive d’alanine
sur la partie N-terminale de la protéine. Lorsque s’est posée la
question de I'impact de la mutation de PABPN1 sur la stimulation
de PAP, des études biochimiques ont révélé que cette expansion
d’alanine permettait la stimulation de PAP de la méme maniére
que la protéine sauvage . Ce résultat montre que, dans un
contexte biochimique, la mutation de PABPN1 en position N-
terminale de la protéine n’impacte pas sur cette fonction de la
protéine. Cette observation suggeére que la mutation observée chez
les patients DMOP touche une autre fonction de PABPN1, rendant
la maladie muscle spécifique. Depuis, de nombreuses fonctions de
PABPN1 ont été mises en évidence. Globalement, cette protéine
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joue un role essentiel dans les processus de maturation post-

transcriptionnelle des ARNm. Les fonctions de PABPN1 décrites

a ce jour sont:

¢ la fixation directe de PABPN1 avec la protéine poly (A) polymé-
rase (PAP) et la stimulation de 'interaction entre cette derniére
et le facteur de clivage et de polyadénylation (CPSF) permet-
tant ainsi la régulation de la taille des queues poly (A) des
ARNmM [74,76] ;

e la participation a 'export des ARNm du noyau vers le cyto-
plasme "71;

e la participation aux premieres étapes de traduction des
ARNm 74, En 2012, de nouvelles fonctions de PABPN1 ont été
mises en évidences;

e son role dans la détermination du choix du site de polyadény-
lation dans le 3‘untranslated region (3'UTR) des ARNm "8 791

e et la régulation de la stabilisation des longs ARN non codants
(IncARN) 1891,

Les longs ARN non codants correspondent a des séquences
d’ADN qui sont transcrites en ARNm mais non traduites. Pen-
dant longtemps, leur role a été grandement sous-évalué mais,
aujourd’hui, ils sont de plus en plus étudiés et plusieurs travaux
démontrent qu’ils ont un rdle clé dans différents processus bio-
logiques et qu’ils sont impliqués dans de nombreuses maladies
humaines, notamment des cancers 1882 [’ensemble de ces études
propose différentes fonctions pour PABPN1. L'altération d'une ou
plusieurs de ces fonctions dans la DMOP reste a démontrer.

Role des agrégats dans la dystrophie
musculaire oculopharyngée

Depuis les travaux de Tomé et Fardeau en 1980, la présence
d’inclusions ou d’agrégats dans les noyaux des fibres musculaires
des patients DMOP est une caractéristique morphologique avérée
de la maladie. De nombreuses maladies neurodégénératives, telles
Alzheimer, Parkinson, ou Huntington, sont caractérisées par des
agrégats intracellulaires et le dépot de protéines pathogenes #%.
Un des mécanismes proposés pour la toxicité de ces agrégats
est la séquestration de facteurs critiques essentiels pour la cel-
lule B4, tels que des facteurs d’épissage, ou de transcription 9. 11
a été montré que les inclusions contiennent, entre autres des pro-
téines telles que PABPN1, des protéines chaperonnes, appartenant
aux protéines de choc thermique, HSP70 et HSP40, I'ubiquitine,
les sous-unités du protéasome et des ARNm %, La formation
d’agrégats constitue l'une des caractéristiques majeures de la
DMOP, bien que leur rdle ne soit pas connu. Est-ce un gain
de fonction toxique ou une conséquence d'un mécanisme de
défense cellulaire ? La fréquence des agrégats est plus ¢levée chez
les patients homozygotes que chez les patients hétérozygotes 12! et
la réduction de ces agrégats dans un modele de souris transgénique
DMOP entraine une atténuation de la faiblesse musculaire 1.
Cependant, il a aussi été montré que le domaine polyalanine de
PABPNT1 n’est pas essentiel a la formation des agrégats ! et que
la forme soluble de la protéine mutée serait elle-méme pathogé-
nique, les agrégats étant alors une forme de protection %I, Enfin
ces agrégats sont observés autant dans les muscles atteints que
non atteints chez les patients DMOP ], ce qui alimente encore
le débat sur le role exact de ces inclusions.

H Modeles cellulaires et animaux

Bien que la mutation dans le géne PABPN1 ait été découverte
en 1998, les mécanismes moléculaires et physiopathologiques
conduisant de cette expansion de triplet aux conséquences mus-
culaires restent encore mal expliqués et peu précis. De nombreux
modeles cellulaires et animaux ont donc été développés par des
chercheurs afin d’étudier cette maladie et de tester de nouvelles
pistes thérapeutiques.

La plupart des modeles cellulaires (Tableau 2)[#7:798589,91-106]
reposent sur la surexpression de PABPN1 muté par transfection
transitoire. Dans la grande majorité des cas, il s’agit de modeles
non musculaires (cellules COS-7, Hela, HEK293, U20S) assez loin
du contexte DMOP. Cette surexpression de PABPN1 muté entraine
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Tableau 2.
Modeles cellulaires de la dystrophie musculaire oculopharyngée.
2002 Bao 17 COS-7 Singe Transfection
2003 Abu-Baker [+7] Hela, COS-7 Humain, singe Transfection
2004 Bao 18 COS-7 Singe Transfection
2005 Corbeil-Girard 13 A549-tTA Humain Transduction
2005 Abu-Baker ] Hela Humain Transfection
2005 Wang 11091 Hela Humain Transfection
2005 Tavanez 101 Hela, C2C12°2 Humain, souris Transfection
2006 Verheesen 4 Hela, COS-1 Humain, souris Transfection
2006 Sasseville 102! A549-tTA Humain Transduction
2006 Davies [l COS-7 Singe Transfection
2008 Catoire [%] COS-7 Singe Transfection
2010 Apponi 101 Culture primaire de myoblastes? Souris Transfection
2010 Davies [96] C2C12%, HEK293?, COS-7?, myoblastes? Souris, humain, singe Transfection
2011 Raz 104 U208 Humain Transfection
2011 Raz 11l Myoblastes immortalisés * Souris Transduction
2011 Anvar %3] C2C122 Souris Transfection
2012 Bengoecha 105 Culture primaire de myoblastes? Humain Transfection
2012 Bhattacharjee (19 Hela, HEK293 Humain Transfection
2012 Jenal 79! U20S Humain Transfection
2011 Mamchaoui [/ Myoblastes immortalisés Humain Transduction
GFP: green fluorescent protein ; KD : knock-down (extinction par acide ribonucléique [ARN] interférence).
2 Lignées cellulaires musculaires.
Tableau 3.
Modeles animaux de la dystrophie musculaire oculopharyngée.
Souris Drosophile Nématode
Références Hino 1981, 2004 Davies 871, 2005  Dion 1%, 2005 Mankodi "%, 2012 Chartier 1971, 2006 Catoire 891, 2008
Promoteur CAG - ubiquitaire HS - muscle PABPNTI - Inductible MFP - (Mhc)-Gal4/UAS - Myo3 - muscle
spécifique ubiquitaire ubiquitaire muscle spécifique spécifique
Transgéne (GCN)13/Ala13 (GCN)17/Alal7  (GCN)17/Alal7 (GCN)16/Alal6 (GCN)17/Ala17 (GCN)13/Ala13
coexprimé avec GFP
nucléaire
Agrégats Oui Oui Oui - neurones Oui - réversible Oui Non
Phénotype musculaire  Faiblesse Faiblesse Faiblesse mais Perte de muscle Défauts de position ~ Défauts de motilité
progressive progressive pathologie des ailes et et dégénération
neuronale dégénération cellulaire
prédominante
Phénotype additionnel Survie diminuée, = Aucun Défauts locomoteurs Survie diminuée, Aucun
perte de poids Phénotype neuronal cardiomyopathie
Fond génétique C57Bl6 FvB C57Bl6 FVB/C57Bl6

cependant la formation d’agrégats intranucléaires, permettant
néanmoins d’étudier le role de ces structures et les mécanismes
physiopathologiques en jeu. Quelques modeles cellulaires mus-
culaires ont cependant été développés, il convient de citer en
particulier un modele de myoblastes murins immortalisés expri-
mant de facon stable PABPN1 muté en différenciation ! et une
lignée de myoblastes humains immortalisés d'un patient avec

DMOP 21,

Plusieurs modeles animaux (Tableau 3) 8789 107-1101 ot été déve-
loppés 'Y, les plus utilisés étant :

e un modele de nématode qui exprime une forme mutée
de PABPN1 sous controle d'un promoteur muscle spécifique
(myo3). Ce modele présente des défauts de motilité et une dégé-
nérescence cellulaire 159 ;

e un modele drosophile "’ qui exprime une forme mutée de
PABPNT1 sous contrdle d’'un promoteur muscle spécifique éga-
lement (Mhc-Gal4/UAS). Ce modele présente des agrégats
intranucléaires, des défauts de position des ailes et une dégé-
nérescence musculaire;

e un modele de souris A17.1 surexprimant une forme mutée de
PABPN1 sous contrdle d’'un promoteur muscle spécifique (HSA).
Ce modele présente des agrégats intranucléaires et une faiblesse
musculaire progressive 7 112],

Les modeles drosophile et souris ont des caractéristiques
proches de celles observées dans la maladie chez ’'homme. Deux
études ont d’ailleurs montré que des défauts moléculaires mis
en évidence dans ces modeles se confirmaient chez 'homme
(défauts mitochondriaux '3, dérégulation du systéme ubiqui-
tine/protéasome ).

Bien str les biopsies musculaires de patients constituent
un matériel idéal pour l'étude des mécanismes physiopa-
thologiques *! —puisque reflétant directement les phénotypes
cellulaires et moléculaires de la protéine dans un contexte endo-
geéne - mais ces biopsies sont rares. C’est donc la combinaison de
I'ensemble de ces matériels d’étude > '*¥l qui va permettre d’avoir
un champ d’investigation le plus large possible pour la compré-
hension des mécanismes en cause dans la DMOP.

B Approches thérapeutiques

A ce jour, il n’existe pas de traitement médicamenteux de
la DMOP. Cependant, plusieurs recommandations peuvent étre
faites permettant grandement d’améliorer la qualité de vie des
patients. La chirurgie du ptosis est indiquée des lors que celui-
ci devient invalidant. Elle consiste souvent en une résection du
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muscle releveur de la paupiere ou en la suspension de la paupiere

supérieure au muscle frontal ['**. De méme, lorsque la dysphagie

devient invalidante, il convient d’adapter I’alimentation (épaissir
les aliments, passer aux aliments mixés, associer des complé-
ments nutritifs) et de prévoir une consultation de diététique.

Les examens biologiques tels que le dosage de préalbumine, la

numération formule sanguine (NFS), le ionogramme sanguin, la

fonction rénale, le dosage de vitamines, du fer, du cholestérol et
des triglycérides permettent de s’assurer de 1’absence de carences
importantes qui, le cas échéant, sont corrigées. Une intervention
chirurgicale telle que la myotomie cricopharyngienne extramu-
queuse permet d’améliorer pendant au moins trois a quatre ans
la dysphagie '], 11 faut cependant noter qu'un tiers des patients
présentent apres trois ans une récidive de la dysphagie, acces-
sible néanmoins a une myotomie transmuqueuse réalisée par
voie endoscopique. Un essai clinique de phase I/Ila (Clinical-

Trials.gov Identifier: NCT00773227) de thérapie cellulaire a été

men¢é en France associant myotomie cricopharyngienne et greffe

de myoblastes autologues dans les muscles pharyngés. Lors d'une
premiere étape, 12 patients ont été traités avec ce protocole par
le groupe des professeurs J. Lacau Saint Guily et S. Perié (service
d’oto-rhino-laryngologie [ORL], hopital Tenon, Paris) avec une
bonne tolérance, une amélioration de la déglutition et de la qua-
lité de vie. Un effet dose-dépendant de la quantité de cellules
injectées a été noté dans cette étude [''°l, Cet essai est maintenant
prolongé avec 16 nouveaux patients.

D’autres pistes thérapeutiques sont a l'essai dans des modeles
cellulaires et animaux:

o desanticorps spécifiques de la protéine PABPN1 («intrabodies »)
empéchent la formation des agrégats dans des modeles cellu-
laires et dans le modéle drosophile 4 1171 ;

o le tréhalose et la doxycycline réduisent I'importance des agré-
gats et en limiteraient la toxicité dans les modeles cellulaires
et souris de DMOP 87951 A 1a suite de ce résultat, un essai cli-
nique fondé sur des injections intraveineuses de tréhalose a
été lancé par la société Bioblast (ClinicalTrials.gov Identifier:
NCT02015481);

e le sirtinol protege contre la toxicité induite par la protéine
PABPN1 anormale chez le nématode 1821181191 -

e deux molécules anti-prion (le 6-aminophénanthridine et
l'acétate de guanabenz) réduisent la toxicité des protéines
PABNP1 anormales et la dégénérescence musculaire chez la dro-
sophile 2%

e lacystamine réduit la formation et la toxicité des agrégats, dimi-
nue l'apoptose et améliore la faiblesse musculaire dans la souris
modeéle de DMOP ¢l ;

e la réduction de I'apoptose par le croisement de souris modeles
de la DMOP avec des souris qui surexpriment une protéine anti-
apoptotique, B-cell lymphoma 2 (BCL2), améliore le phénotype
pathologique des souris DMOP ['2!];

e la réduction de l'apoptose avec le chlorure de lithium dans
un modele de myoblastes de souris surexprimant PABPN1
muté 1221,

B Conclusion

La dystrophie musculaire oculopharyngée est une entité cli-
nique bien établie, caractérisée par un début le plus souvent tardif
apres 50 ans, de transmission autosomique dominante dans la plu-
part des cas. L'atteinte musculaire affecte de facon prédominante
les muscles oculaires et pharyngés, mais évolue vers une faiblesse
musculaire lentement progressive prédominant au niveau des
muscles du tronc et des membres. L'élément le plus caractéris-
tique est la présence d’inclusions filamenteuses intranucléaires de
8,5nm de diametre, observées dans les noyaux des fibres muscu-
laires.

Une avancée majeure dans la compréhension de cette patho-
logie a été réalisée en 1998 avec l'identification du géne PABPN1
puis de la mutation génétique responsable de la DMOP !, Cette
mutation consiste en une expansion d'une répétition de triplets
(GCN) dans l'exon 1 du géne PABPNI, ce qui fait de la DMOP
une maladie a répétition de triplets. Les mécanismes moléculaires
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en jeu dans cette maladie sont encore mal connus et de nom-
breuses questions restent encore sans réponses. Dans la DMOP
comme dans la plupart des myopathies et dystrophies muscu-
laires, bien que les génes en cause soient exprimés de facon
ubiquitaire dans tous les tissus, l'implication sélective de cer-
tains muscles est une observation non encore élucidée. Malgré
des connaissances accrues concernant la structure et la fonction
de la protéine PABPN1, le mécanisme, selon lequel des expansions
de ce petit domaine polyA entrainent l’atteinte musculaire, n’est
pas encore completement déterminé.

66 3 .
Points essentiels

e La DMOP se caractérise cliniquement par une triade
diagnostique: histoire familiale de DMOP, ptosis, le plus
souvent bilatéral, et dysphagie.

e La DMOP est une maladie autosomique dominante sans
hétérogénéité génétique.

e La mutation a l'origine de la DMOP est une expansion
stable d’un triplet (GCN) dans I’exon 1 du gene PABPNI.
Il n’y a pas de phénomene d’anticipation.

e Le diagnostic peut étre évoqué en microscopie électro-
nique sur la biopsie musculaire par la présence de filaments
intranucléaires spécifiques (INIs) de 8,5 nm de diameétre et
dont la longueur est inférieure a 0,25 pm.

e La pathophysiologie est encore non complétement
élucidée; l'effet toxique pourrait étre di a un défaut
d’élimination de la protéine mutée et une accumulation
dans les noyaux des cellules musculaires.

e || n’existe pas de traitement médicamenteux de la
DMOP. Toutefois, la chirurgie du ptosis et la myotomie cri-
copharyngienne permettent d’améliorer les symptomes.
Une adaptation de l‘alimentation permet d’éviter les
carences, les fausses routes et les risques de pneumopa-
thies d’inhalation et ainsi d’améliorer la qualité de vie du
patient.

Déclaration d’intéréts : les auteurs déclarent ne pas avoir de liens d’intéréts en
relation avec cet article.
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ABSTRACT

A short abnormal polyalanine expansion in the
polyadenylate-binding protein nuclear-1 (PABPN1)
protein causes oculopharyngeal muscular dystro-
phy (OPMD). Mutated PABPN1 proteins accumulate
as insoluble intranuclear aggregates in muscles of
OPMD patients. While the roles of PABPN1 in nu-
clear polyadenylation and regulation of alternative
poly(A) site choice have been established, the molec-
ular mechanisms which trigger pathological defects
in OPMD and the role of aggregates remain to be
determined. Using exon array, for the first time we
have identified several splicing defects in OPMD.
In particular, we have demonstrated a defect in the
splicing regulation of the muscle-specific Troponin
T3 (TNNT3) mutually exclusive exons 16 and 17 in
OPMD samples compared to controls. This splicing
defect is directly linked to the SC35 (SRSF2) splicing
factor and to the presence of nuclear aggregates. As
reported here, PABPN1 aggregates are able to trap
TNNT3 pre-mRNA, driving it outside nuclear speck-
les, leading to an altered SC35-mediated splicing.
This results in a decreased calcium sensitivity of
muscle fibers, which could in turn plays a role in mus-
cle pathology. We thus report a novel mechanism of

alternative splicing deregulation that may play a role
in various other diseases with nuclear inclusions or
foci containing an RNA binding protein.

INTRODUCTION

The poly(A) RNA binding protein, polyadenylate-binding
protein nuclear 1 (PABPNI1), is a ubiquitous protein, that
binds virtually all mRNAs and plays key roles in post-
transcriptional processing of RNA (1). PABPNI activates
poly(A) polymerase (PAP) and controls poly(A) tail length
on RNA transcripts (2-4). In addition, PABPNI regulates
the use of alternative polyadenylation (APA) sites (5,6),
which in turn controls mRNA levels and stability. PABPN1
is also involved in the regulation of the processing of long
non-coding RNAs (IncRNAs) (7) and nuclear surveillance,
leading to hyperadenylation and decay of RNA (8). It has
recently been shown that PABPN1 regulates human telom-
erase 3’ end RNA maturation (9). A short (1-8) and mei-
otically stable GCN trinucleotide repeat expansion in the
coding region of the PABPNI gene causes oculopharyn-
geal muscular dystrophy (OPMD) (10-12), a late and pro-
gressive autosomal dominant inherited neuromuscular dis-
order. OPMD is characterised by progressive eyelid droop-
ing, swallowing difficulties (as pharyngeal and cricopharyn-
geal muscles are most affected) and proximal limb weakness

(13).
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OPMD belongs to the group of triplet expansion dis-
cases (14,15); the translation of the PABPNI allele contain-
ing expanded repeats (expPABPNI1) leads to a pathogenic
polyalanine tract at the N-terminal of the protein and the
formation of PABPNI intranuclear aggregates in muscle
fibers (16). These aggregates in addition to PABPNI1 con-
tain several proteins such as ubiquitin, proteasome sub-
units, heat-shock proteins, splicing factors, poly(A) poly-
merase (PAP) as well as poly(A) RNA (17-19). How-
ever these insoluble aggregates also exclude cleavage and
polyadenylation specific factor subunits (CPSF), splicing
factors such as SC35 and the cytoplasmic poly(A) binding
protein (PABPC) (19). The expanded polyalanine tract in
PABPNI1 is thought to induce protein misfolding and con-
sequently the formation of aggregates, which are targeted
to the ubiquitin-proteasome degradation pathway (20,21).
Although the presence of aggregates in skeletal muscles is a
pathological hallmark of OPMD, their exact role in the dis-
ease remains controversial. Several studies have suggested a
pathological function for nuclear aggregates e.g. sequestrat-
ing essential cellular components including PABPNI1 itself
(17-18,22). This is supported by the fact that a higher fre-
quency of nuclear aggregates is observed in severe homozy-
gous patients (23) and muscle function is improved when the
number of aggregates is reduced (24-26). In contrast, other
studies have suggested that the aggregates may just be the re-
sult of a cellular defence mechanism (27) and not the direct
cause of the disease with the soluble form of the mutated
PABPNI being itself pathogenic (28,29). Apoptosis and
deregulation of the ubiquitin-proteasome system have also
been proposed as downstream events triggered by the aggre-
gates (20,30). Recently we demonstrated a global deregula-
tion of nuclear-encoded mitochondrial RNA in OPMD pa-
tients and animal models, implicating mRNA poly(A) tail
regulation via the recruitment of Smaug RNA binding pro-
tein as an upstream event (31).

Over the last years, the following observations have sug-
gested that splicing defects may occur in OPMD: (i) the
identification of splicing factors in aggregates (17-18,22);
(i1) the fact that, using literature-aided analyses, the terms
‘RNA splicing’ and ‘alternative splicing’ were biomedical
concepts highly associated with human OPMD-deregulated
genes (20); (ii1) two recent studies have suggested a role
for PABPNI in splicing regulation (32,33). However, no
such mechanism has yet been described. Alternative splic-
ing (AS) produces a highly dynamic proteome, whose di-
versity is regulated in a developmental and tissue-specific
manner (34). More than 90% of human protein-encoding
genes create multiple mRNA isoforms by AS. This post-
transcriptional mechanism generates diversity and is tightly
regulated, with both cis- and trans-acting elements. Defects
in RNA splicing processes, such as mutations in cis-acting
splicing elements or in trans-acting splicing factors, have
emerged as a common disease-causing mechanism (35,36).
Skeletal muscle is a highly plastic tissue, adapting its struc-
ture and metabolism in response to diverse conditions such
as contractile activity, mechanical overload and nutrients.
Skeletal muscle is one of the tissues with the highest number
of alternative splicing events, highlighting a high degree of
complexity (37-39). In particular, alterations of alternative

splicing events have been largely described in several mus-
cular dystrophies (40,41).

In this work, we provide the first proof that splicing de-
fects occur in OPMD and describe a novel mechanism in-
volved in at least one of these defects and how this defect
is related to muscle function. Interestingly, we demonstrate
that in OPMD the mutually exclusive exons of TNNT3
mRNA are misspliced with an imbalanced ratio of the two
resulting isoforms. Using a minigene construct, we show
that SC35 regulates the splicing of these mutually exclusive
exons. We further demonstrated that PABPN1 aggregates
are able to sequester a pre-mRNA. Taking these results to-
gether, we propose that this splicing defect results from the
delocalization of the mRNA, trapped in pathological ag-
gregates, and subsequently misplaced outside SC35-nuclear
speckles.

MATERIALS AND METHODS
Patients

For the whole-genome microarray study, we selected skele-
tal muscle (sternocleidomastoid) biopsies from OPMD pa-
tients (n = 4) and control (n = 4) individuals (Table 1).
All patients were aged between 54 and 91 years of age at
the time of muscle biopsy. For downstream analysis, we
used additional muscle biopsies (sternocleidomastoid and
quadriceps) from control (aged 44-91) and OPMD (aged
52-82) patients. All samples generated from these biopsies
were compared individually and not pooled before the anal-
ysis. OPMD patients showed typical clinical phenotype and
the nature of the PABPN1 mutation was confirmed by ge-
netic studies. All muscle biopsies were obtained during sur-
gical procedure after informed consent in accordance with
the French legislation on ethical rules.

RNA isolation and Affymetrix exon array data processing

Total RNA was extracted from snap frozen skeletal mus-
cle biopsies using Trizol (Invitrogen) according to the man-
ufacturer’s instructions. RNA samples were quantified us-
ing a ND-1000 NanoDrop spectrophotometer (NanoDrop
Technologies) and purity/integrity were assessed using dis-
posable RNA chips (Agilent RNA 6000 Nano LabChip
kit) and an Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent Technolo-
gies, Waldbrunn, Germany). The average RIN value of total
RNAs was 7.16 (6.1-7.8). Each RNA (n = §; four controls
and four OPMD) was analyzed individually. Affymetrix
Human Exon 1.0 ST arrays were hybridized by GenoSplice
technology (www.genosplice.com) according the Ambion
WT protocol (Life technologies, France) and Affymetrix
(Santa Clara, CA, USA) labelling and hybridization rec-
ommendations. Raw data were controlled with the Expres-
sion console (Affymetrix). Affymetrix Human Exon 1.0 ST
Array dataset analysis and visualization were made using
EASANA® (GenoSplice technology), which is based on
the GenoSplice’s FAST DB® annotations (42). Exon Array
data were normalized using quantile normalization. Back-
ground corrections were made with antigenomic probes and
probes were selected as described previously (43,44). Only
probes targeting exons annotated from FAST DB® tran-
scripts were selected to focus on well-annotated genes whose
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Table 1. Skeletal muscle biopsies from control (CTRL) and aged-matched OPMD patients (n = 4 per group) were used for the study. M: male; F: female

Patient Age Gender Genotype

OPMD 54 M (GCN)13/Alal3
OPMD 61 F (GCN)14/Alal4
OPMD 81 M (GCN)12/Alal2
OPMD 83 M (GCN)13/Alal3
CTRL 44 F (GCN)10/Alal0
CTRL 61 M (GCN)10/Alal0
CTRL 88 M (GCN)10/Alal0
CTRL 91 M (GCN)10/Alal0

mRNA sequences are in public databases (42,45). Bad-
quality selected probes (e.g. probes labelled by Affymetrix
as ‘cross-hybridizing’) and probes whose intensity signal
was too low compared to antigenomic background probes
with the same GC content were removed from the analy-
sis. Only probes where the detection above background was
with a P value <0.05 in at least half of the arrays were con-
sidered for statistical analysis (43,44). Only genes expressed
in at least one compared condition were analyzed. To be
considered expressed, the DABG P-value had to be <0.05
for at least half of the gene probes. We performed an un-
paired Student’s t-test to compare gene intensities in the dif-
ferent biological replicates. Genes were considered to be sig-
nificantly regulated when the fold-change was >1.5 and un-
corrected P-value <0.05. Statistical analyses were also per-
formed using the Student’s unpaired z-test on the splicing
index to analyze the Exon Array data as described previ-
ously (43,44). The splicing index corresponds to a compar-
ison of gene-normalized exon intensity values between the
two analyzed experimental conditions. Results were consid-
ered statistically significant for uncorrected P-values <0.05
and fold-changes >2.0.

To filter and classify exons predicted to be differentially
included, manual inspection was performed after upload-
ing the Exon Array data into the EASANA® visualiza-
tion module, which is based on the FAST DB® Client Edi-
tion annotations. By computational comparison of publicly
available mRNA sequences with genomic sequences, alter-
native exons were annotated in FAST DB® as alternative
first exons, alternative terminal exons, cassette exons, mu-
tually exclusive exons, alternative 5 donor sites, alternative
3" acceptor sites, intron retention and exonic internal dele-
tion (Supplementary Figure S1 and Table S1).

RT-PCR and Real-time qRT-PCR

RNA (50-250 ng for muscle biopsies, 1-3 pg for cell pellets)
was reverse transcribed using M-MLYV reverse transcriptase
(Invitrogen) according to the manufacturer’s instructions.
The splicing of TNNT3 mRNA was observed with 1 w1 of
c¢DNA for PCR using Reddy mix polymerase (Thermo Sci-
entific) according to the manufacturer’s instructions, and
primers located within TNNT3 exon 15, TNNT3 exon 16
and TNNT3 exon 17 (sequences information listed in Sup-
plementary Table S2). The reaction mixture was heated to
94°C for 5 min and followed by 35 PCR cycles: 15 s at 94°C,
15 s at 55°C and 15 s at 72°C followed by a last elongation
step at 72°C for 7 min. PCR products from alternatively
spliced TNNT3 mRNAs, which are 108 and 131 bp, respec-

tively, were resolved on 5% non-denaturing polyacrylamide
ethydium bromide stained gels.

cDNA was used for quantitative PCR reaction using
SYBR green mix buffer (LightCycler® 480 Sybr green I
Master) in a total reaction volume of 9 ul. The PCR re-
action was carried out as follows: 8 min at 95°C followed
by 50 cycles of the following: 15 s at 95°C, 15 s at 60°C and
15 s at 72°C. Specificity of the PCR products was checked
by melting curve analysis using the following program: 65°C
increasing by 0.11°C/s to 97°C. The expression level of each
mRNA was normalized to that of human B2 M mRNA (B-2
microglobulin) or murine RPLPO mRNA (large ribosomal
protein, subunit P0O) expression. Expression levels were cal-
culated according to the AACt method.

The sequences of primers used for RT-PCR and for real-
time qRT-PCR are listed in Supplementary Table S2.

Plasmid construction

The human 7NNT3 minigene (3881 bp) was prepared
by amplifying the human TNNT3 genomic region be-
tween exon 15 and exon 18 with the Platinium® Taq
DNA Polymerase High Fidelity (Invitrogen) following the
manufacturer’s instruction and using the primers FWD:
5-AAAACTTAAGGGACAAGGCCAAGGAGCTCT-3
containing the Af/II restriction site (in bold) and REV:
5-ACCGGAATTCTGAAGGGGGTTCTGCAGCTTT-3¥
containing the EcoRI site (in bold). The PCR product
was digested by Af/Il and EcoRI and inserted into the
pCDNA3.1+ (Invitrogen) at the corresponding restriction
sites.

The murine 7nnt3 minigene (3476 bp) was prepared us-
ing the same protocol by amplifying the murine 7nnt3 ge-
nomic region between exon 15 and 18 using the following
primers fwd: 5-AAAACTTAAGGGACAAGGCCAAGG
AACTCTG-3' and rev: 5 ACCGGAATTCGGGAGTCT
GATAACTTTATTCCT?'.

Cell culture and transfection

Human embryonic kidney HEK293T cells were grown
in Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) supple-
mented with 10% foetal calf serum (Life Technologies) and
50 pg/ml gentamicin (Life Technologies) in a 5% CO, incu-
bator at 37°C. Cells were grown in six-well plates and were
transfected at 80% confluence with 5.2 wg of DNA con-
structs using PEI in 150 mM NacCl. Forty eight hours after
transfection, total RNA was immediately extracted using
Trizol (Invitrogen).
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Human myoblasts LHCNM2 (46) were grown in KMEM
199 Medium (Life Technologies) and DMEM (Life Tech-
nologies) in a 1:4 ratio supplemented with 20% foetal
calf serum (Life Technologies), 5 ng/ml human epithelial
growth factor (Life Technologies), 0.5 ng/ml bFGF, 0.2
wM dexamethasone (Sigma-Aldrich), 50 pg/ml fetuin (Life
Technologies) and 5 pg/ml insulin (Life Technologies) in a
5% CO, incubator at 37°C. Differentiation was induced at
confluence by replacing the growth medium with DMEM
supplemented with 50 pg/ml of gentamicin. Transfection
of human myoblasts were performed with Fugene HD
(Promega) following the manufacturer’s instructions and 48
h after transfection total RNA was immediately extracted
using Trizol (Invitrogen).

Primary H2KB IM2 mouse myoblasts (named ‘con-
trol” hereafter) were conditionally immortalized with a
temperature-sensitive SV40 large T-antigen (tsAS8) trans-
gene and derived from the ImmortoMouse. Mutated-
PABPNI (H2KB-D7¢ named ‘Alal7’ hereafter) and wild-
type-PABPN1 (H2KB-WTa named ‘Alal0’) stable cells
lines were derived from IM2 cells line by transfection
with a plasmid expressing expanded-PABPN1 or wild-
type-PABPNI1 respectively under the control of the hu-
man desmin locus control region and promoter to ensure
myotube-specific expression of the human PABPNI1 trans-
gene (47). Cells were cultivated on matrigel coated support
(Corning) in DMEM, supplemented with 20% foetal bovine
serum (Invitrogen), 0.5% chicken embryo extract (Seralab),
100 U/ml penicillin-streptomycin (Thermo Scientific), and
20 U/ml interferon-y (Millipore) at 33°C in a humidified
5% CO, air atmosphere. For Alal7 and Alal0 cell lines, 500
pg/ml of G418 (Life Technologies) was added to the media.
Differentiation was induced when cells were fully conflu-
ent (90-100%) by changing medium to DMEM, 10% horse
serum and 100 U/ml penicillin-streptomycin at 37°C in a
humidified 5% CO, air atmosphere.

siRNA transfection was performed in HEK293T cells us-
ing PEI in 150 mM NaCl with 100 pmol of siRNA with
2 pg of plasmid in a six-well plate. All siRNAs were syn-
thetized by Eurogentec. The control siRNA was against Re-
nilla luciferase (PGL3) from Eurogentec. RNA and pro-
teins were collected 48 h after transfection. For H2KB
cells, siRNA transfection was performed using oligofec-
tamine (Life Technologies) according to the manufacturer’s
instructions in a 12-well plate with a final concentration of
60 pmol of siRNA. siRNA treatment in H2KB cells was
performed twice at 48 h interval before switching to differ-
entiation medium. RNA and protein extractions were per-
formed 5 days later.

Mice

A17.1 and A10.1 transgenic mice have been previously de-
scribed (25,48). Male A17.1, A10.1 mice and wild-type FvB
(WT) controls were generated by crossing the heterozygous
carrier strain A17.1 and A10.1 obtained from Rubinsztein’s
group (25) with FvB mice. The mice were genotyped by
PCR three to four weeks after birth. Wild-type FvB, A10.1
and A17.1 mice were housed in minimal disease facilities
(Royal Holloway, University of London) with food and wa-
ter ad libitum.

Isometric tension determination

T/pCa relation-ships were established as previously de-
scribed (49).

Skinning protocol. Muscles were chemically skinned by
overnight exposure at 4°C to a skinning solution contain-
ing 10 mM MOPS, 170 mM potassium propionate, 2.5
mM magnesium acetate, 5 mM K, EGTA, 2.5 mM ATP
(49). This procedure permeabilizes the sarcolemmal and the
transverse tubular membranes and allows the application
of activating solutions of various calcium and strontium
concentrations (pCa and pSr, with pCa = —log[Ca>*] and
pSr = —log[Sr?*]) directly to the contractile proteins. The
skinned biopsies were stored at —20°C in a storage solution
(glycerol/skinning solution, 50/50, v/v) until analysis.

Solutions. The composition of all solutions was calculated
with the Fabiato computer program (50). Different solu-
tions were used in the experiments: a washing solution (10
mM MOPS, 185 mM potassium propionate, 2.5 mM mag-
nesium acetate); a relaxing solution identical to the skinning
solution; pCa and pSr activating solutions corresponding
to washing solution but with varying concentrations of free
Ca®" or Sr?* from CaCOs or SrCl,, respectively, buffered
with EGTA and added in proportions to obtain the differ-
ent pCa values (7.0-4.2) or pSr values (5.0 and 3.4). ATP
was added to each solution to a final concentration of 2.5
mM. At the beginning of the experiment, each fiber was
bathed for 20 min in 2% Brij58 in relaxing solution, in or-
der to irreversibly eliminate the ability of the sarcoplasmic
reticulum of skinned muscles to sequester and release Ca’*.

Force measurements and effect of O-GlcNAcase inhibitors on
calcium properties. A 5 mm fiber segment isolated from
skinned biopsies was mounted in an experimental chamber.
On one end, the fiber was connected to a strain-gauge (force
transducer Fort 10, World Precision Instruments). The out-
put of the force transducer was amplified and recorded on
a graph recorder (Gould. model 6120) and simultaneously
analysed by computer software.

At the beginning of each experiment, the fibre was acti-
vated with the pSr 5.0 solution, followed by the pSr 3.4 so-
lution, to verify that the tested fibre was slow and not fast.
After bathing in the washing solution, the fiber was acti-
vated at a level P with various pCa solutions (from 7.0 to
4.8, with a step equal to 0.2 pCa units). Each steady state
submaximal P tension was followed immediately by a max-
imum contraction Po ensured by pCa 4.2 solution, a cal-
cium concentration that will saturate all troponin C sites.
The P tensions were expressed as a percentage of the max-
imal Po tension and reported as Tension/pCa (T /pCa) re-
lationships. Finally, the fibre was relaxed in the relaxing so-
lution. If force declined during a sustained contraction, or
decreased by more than 20% during the whole experiment,
or if T/pCa was not completely achieved, the fibres were
rejected from the analysis. Just after force measurements,
each fibre was resuspended in 10 .l of Laemmli buffer, and
stored at -20°C until further analysis.

The following parameters were determined from T/pCa
curves: the pCasg value, corresponding to 50% of maximal
Ca’* tension responses, which characterize the affinity of
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the contractile apparatus for Ca®*; the threshold for acti-
vation by Ca?*(pCa threshold) as an indicator of the cal-
cium sensitivity of the contractile system; and the steepness
of the T/pCa reflecting the cooperativity between the differ-
ent regulatory proteins within the thin filament. The steep-
ness of the T/pCa was determined by the Hill coefficients
ny, calculated according to the following equation: P/Po =
([Ca>]/K)"/[1 + ([Ca?*]/K)™M]), where P/Po is the nor-
malized tension and K is the apparent dissociation constant
(pK = —log K = pCasp). All parameters were established in-
dependently for each fibre. Data are presented as means +
SEM. Differences between means are considered significant
when P < 0.05, according to Student’s 7-test.

Immunodetection of PABPN1 inclusions on muscle sections

Immunostaining of PABPN1 nuclear aggregates was per-
formed as previously described (51). Briefly, muscle sections
(5 or 10 pm) were fixed in 100% cold acetone and pre-
incubated in 1 M Potassium Chloride (KCl) solution for 1 h
to remove any soluble proteins, before incubation with rab-
bit polyclonal anti-PABPN1 (1/100, Epitomics) and anti-
dystrophin antibody (1/10, NCL-Dys1, Novocastra). Sec-
tions were further incubated with respective fluorescent sec-
ondary antibodies (Life Technologies) and stained with
Hoechst (Sigma-Aldrich) to visualize nuclei. The percent-
age of muscle fibre nuclei containing PABPNI1 aggregates
was determined by counting the number of nuclei contain-
ing any PABPNI1 staining compared to the total number of
myonuclei on the section.

PABPN1/SC35 immunostaining

H2KB cells were cultivated on Ibidi 35 mm Dishes (Bioval-
ley). Immunofluorescence was performed at 5 days of dif-
ferentiation. Cells were washed once with PBS and fixed for
10 min with 4% paraformaldehyde—PBS. Cells were washed
with PBS—glycine 0.1 M for 15 min and incubated in 0.2%
Triton X-100 PBS, 3% BSA and 5% goat serum for 30
min. Detection of immunocomplexes was performed using
anti-PABPNT1 (1/100, Epitomics) and anti-SC35 (1/1000,
Sigma) for 1 h. Cells were washed 3 times in 0.1% Triton—
PBS and incubated with goat anti-mouse and goat anti-
rabbit secondary antibodies conjugated to Alexa Fluor 488
and Alexa Fluor 555 respectively (Life Technologies).

Fluorescence in situ hybridization

RNA fluorescence in situ hybridization (FISH) was per-
formed using probes synthesized by PCR with specific
primers (one probe for exon 18 and three probes for in-
tron 15, see details in Supplementary Table S2) using the
Platinium Taq DNA Polymerase High Fidelity (Invitro-
gen) with a ratio of 1/6 of DIG-dUTP/dTTP (Roche) and
murine 7nnt3 expressing vector as template. PCR products
were loaded on agarose gels and purified using the Nucle-
ospin and PCR clean-up kit (Macherey-Nagel).

HEK?293T cells were transfected with the murine Tnnt3
minigene expressing vector or with pCDNA3.1 using
PEI (2.5 pg of DNA constructs using PEI in 150 mM
NaCl). Forty eight hours after transfection, cells were fixed
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for 10 min in 4% PFA and rinsed with PBS. Cells were then
incubated with PBS 1% triton X-100 PBS for 30 min and
rinsed three times with PBS. The probe was denatured at
95°C for 10 min and put directly on ice. Cells were then incu-
bated with hybridization buffer (SSC 2x, 40% formamide,
0.2% BSA, 60 ng of yeast RNA) together with 60 ng of
Tnnt3 probe at 60°C for 2 h. Then cells were washed with
0.1% Tween 20/PBS buffer for 30 min at 65°C and three
times with PBS. This was followed by an incubation in 2%
SVF PBS for 30 min and with anti-digoxigenin-Rhodamine
Fab Fragments (Roche diagnostics) for 1 h in the dark. Cells
were washed three times in PBS and stained with Hoescht,
(Sigma Aldrich) to visualize nuclei. All experiments were
performed in RNAse free conditions.

H2KB cells (Alal7 and control) were differentiated dur-
ing 5 days on Ibidi 35mm Dish (Biovalley) and fixed for
10 min in 4% PFA rinsed with PBS. Cells were incubated
with PBS 1% triton X-100 for 30 min and rinsed three
times with PBS. Cells were incubated with pre-hybridization
buffer (SSC 2x, 40% formamide, 0.2% BSA) for 30 min.
The probe was denatured at 95°C for 10 min and put imme-
diately on ice. Cells were then incubated with hybridization
buffer (SSC 2x, 40% formamide, 0.2% BSA, 60 ng of yeast
RNA) together with 60 ng of TNNT3 probe at 60°C for 2
h. The cells were then washed with prehybridization buffer
for 30 min at 65°C and three times with PBS 0.1% Tween 20
and three times with PBS.

This was followed by immunofluorescence staining for
PABPNI. Briefly, cells were incubated in PBS 2% SVF dur-
ing 30 min and with PABPNI1 primary antibody (Epito-
mics) and SC35 antibody (Sigma) in the same buffer for 2
h at room temperature. Cell were washed three times with
PBS and incubated with the secondary antibodies Alexa
Fluor 488 and Alexa fluor 647 goat anti-mouse (Life Tech-
nology) and anti-digoxigenin-Rhodamine Fab Fragments
(Roche diagnostics) for 1 h in the dark. Cells were stained
with Hoescht, (Sigma-Aldrich) to visualize nuclei. All ex-
periments were performed in RNAse free conditions.

Western blotting

Proteins were extracted by sonicating cells in RIPA buffer
0.15 M NaCl, 0.1% SDS, 50 mM Tris (pH 8), 2 mM
EDTA and 10% Triton-X-100 with protease inhibitor cock-
tail (Complete, Roche Diagnostics). Similar quantities of
proteins were separated on 4-12% Bis—Tris gels (Invitrogen)
and transferred onto a nitrocellulose membrane for 1 h at
constant 30 V at 4°C. Membranes were blocked by incuba-
tion in 5% milk or BSA in 0.1 M TBS, 0.1% Tween-20 for
1 h at room temperature under agitation. Membranes were
stained with primary antibodies directed against PABPN1
(171000, Epitomics), SC35 (1/1000, Millipore), SRP30a
(171000, Santa-Cruz), MBNL1 (1/1000, MBla antibody,
gift from Glenn Morris), Flag-HRP (1/1000, Sigma) and
GAPDH-HRP (1/1000, Abcam). Membranes were then
incubated with appropriate secondary antibodies conju-
gated to HRP (except for Flag-HRP and GAPDH-HRP)
and the G:Box system (Syngene) was used to detect the sig-
nals from the membranes.
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Image acquisition and analysis

Images were visualized using an Olympus BX60 microscope
(Olympus Optical, Hamburg, Germany), digitalised using
a CCD camera (Photometrics CoolSNAP fx; Roper Scien-
tific) and analyzed using MetaView image analysis system
(Universal Imaging, Downington, PA, USA), MetaMorph
imaging system (Roper Scientific, Tucson, AZ, USA) soft-
ware, and ImageJ 1.440 (http://imagej.nih.gov/ij) for quan-
tification analysis.

Statistical analysis

All data are presented as mean values + standard error of
the mean (SEM) (cohort size stated per experiment). All sta-
tistical analyses were performed using either the Student’s ¢-
test, or the ANOVA one-way analysis of variance followed
by the Bonferroni post-test, using GraphPad Prism (version
4.0b; GraphPad Software, San Diego California, USA). A
difference was considered to be significant at P < 0.05 (*),
P < 0.01 (**) or P < 0.001 (¥**).

RESULTS
TNNT3 exon 16 is downregulated in OPMD

To identify potential splicing defects in OPMD, we per-
formed a genome-wide transcriptomic analysis at the exon
level on RNA extracted from skeletal muscle biopsies of
OPMD patients (Table 1). For this study, we used stern-
ocleidomastoid muscles as a pre-symptomatic muscle, that
show both a typical clinical phenotype and a significant
amount of nuclear aggregates compared to age-matched
control subjects (Figure 1A). Forty six missplicing events
were found in 39 distinct genes, including 12 cassette exon
defects (Supplementary Table S1 and Figure S1A). Among
them the most significantly deregulated mRINA (highest
splicing fold change index) encodes a muscle-specific pro-
tein, the human Troponin T type 3 (TNNT3) (Table 2).
The TNNT3 transcript contains 18 exons; its pre-mRNA
is extensively spliced with two mutually exclusive exons, 16
() and 17 (B), included at the 3’ end (52-54) (Figure 1B).
Exon 16 was found to be downregulated in OPMD samples
(Supplementary Figure S1A), leading to an imbalanced ra-
tio of these mutually exclusive exons. This was confirmed
by RT-PCR on sternocleidomastoid and quadriceps mus-
cle biopsies from OPMD patients, with a strong decrease in
the level of the exon 16 isoform expression (Figure 1C and
D). Splicing defects of RECK exon 8 (Reversion-Inducing-
Cysteine-Rich Protein With Kazal Motifs) and ZCCHCI11
exon 8 (Zinc Finger CCHC Domain-Containing Protein 11
or TUT4)—which were respectively hits numbers 2 and 3 on
the exon array analysis (Table 2 and Supplementary Figure
S1A)-were also confirmed by qRT-PCR on sternocleido-
mastoid muscle biopsies (Supplementary Figure S1B). This
is the first time that misregulated alternative splicing events
have been described in OPMD.

TNNTS3 splicing defect is linked to the presence of aggregates

We checked the splicing pattern of 7Tnnt3 in a murine cell
model of OPMD, namely the H2KB-D7¢ cells (47). Primary

H2KB-IM2 cells are conditionally immortalized mouse my-
oblasts derived from the ImmortoMouse (55) and H2KB-
D7e are cells stably derived from the H2KB-IM2 cell line by
transduction with an expanded Flag-tagged PABPNI1 con-
struct under the control of the human desmin locus con-
trol region and promoter. This ensures that the human exp-
PABPNI transgene will only be expressed in differentia-
tion conditions (Supplementary Figure S2A). For clarity,
the H2KB-IM2 and -D7e will be called hereafter ‘control’
and ‘Alal7” muscle cells respectively. In differentiation con-
ditions, these Alal7 cells contain a large number of nuclear
aggregates present in more than 50% of the nuclei ((47) and
Figure 2E). In control cells, the Tnnt3 exon 16 isoform is
absent at day 1, but progressively increases during differ-
entiation. Interestingly, in Alal7 cells at both 3 and 5 days
of differentiation, we observed the same splicing defect as in
human OPMD samples with a strong decrease in the level of
the Tnnt3 exon 16 isoform compared to control cells (Fig-
ure 2A and B). Since the expression of the Tnnt3 exon 16
isoform increases during differentiation we verified that the
splicing defect in Alal7 cells was not due to a delay in dif-
ferentiation. Light microscopy visualization showed com-
parable fused myoblasts in control and OPMD cell lines
at 5 days of differentiation (Supplementary Figure S2B).
In addition, myogenin and myosin expression levels were
equivalent in both Alal7 and control cells during the time
course of differentiation (days 1, 3 and 5). We also checked
the alternative splicing of Binl exon 10, which is known
to be regulated during muscle differentiation (56) and the
splicing pattern was similar in both conditions, further con-
firming that the differentiation kinetics were similar in con-
trol and Alal7 cells (Supplementary Figure S2C). To un-
derstand the link between PABPN1 nuclear aggregates and
the splicing defect, we reduced PABPN1 expression in dif-
ferentiated Alal7 cells using RNA interference. The reduc-
tion of PABPN1 expression by 50% at mRNA and protein
level (Figure 2C-D) drastically reduced the percentage of
nuclei containing nuclear aggregates from 60% to 10% (Fig-
ure 2E). This led to the rescue of the splicing defect in differ-
entiated siRNA-treated Alal7 cells (Figure 2F). Several hy-
potheses have been made regarding the role of PABPNI1 ag-
gregates in the pathogenesis of the disease, one of them be-
ing the sequestration of PABPNI itself, leading to a loss of
function. Transfection of siRNA against PABPNI1 in con-
trol cells—to mimic a loss of function—did not modify the
level of exon 16 isoform (Figure 2F). Neither did the addi-
tion of a wild-type functional PABPNI1 expressing vector in
Alal7 cells (data not shown), suggesting that TNNT3 splic-
ing defect is not linked to the level of available PABPN1
itself. To further reinforce the crucial role of the aggregate
we checked the splicing defect in H2KB-WTa (Alal0 cells),
overexpressing wild-type Flag-tagged PABPN1 at the same
level as in Alal7 cells and containing aggregates in differen-
tiation ((47) and Supplementary Figure S3A-B): the splicing
defect was confirmed in this differentiated cell line as well
(Supplementary Figure S3C and D). Together these results
strongly suggest a direct link between the presence of nu-
clear aggregates and the splicing misregulation of TNNT3.
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Figure 1. Splicing of TNNT3 mutually exclusive exons 16 and 17 is deregulated in oculopharyngeal muscular dystrophy. (A) Left: PABPNI staining
following KCl treatment revealed intranuclear aggregates in OPMD muscle biopsies (red: dystrophin, green: PABPN1, blue: dapi). Aggregates are indicated
with an arrow. On the bottom right panel, is presented a control biopsy - no aggregates are present. Scale bar = 50 wm. Right: Quantification of nuclear
aggregates showed 6.7-16.7% PABPN1 aggregates (mean 12%) in myonuclei from OPMD patients. ** indicates P < 0.01. (B) Schematic representation of
the exon structure of TNNT3 pre-mRNA. pA: polyadenylation site. Exons 16 and 17 are highlighted in grey. The two mutually exclusive exons are both 41
bp long encoding each a short 14 amino acid peptide in the C-terminal of the protein. Arrows on exons 15, 16 and 17 indicate the forward (TNNT3-ex15-
FWD) and two reverse (TNNT3-ex16-REV-108 and TNNT3-ex17-REV-131) primers used to amplify and discriminate by PCR the two TNNT3 transcript
isoforms. (C and D) TNNT3 exon 16 is downregulated in OPMD skeletal muscle biopsies with (C). Left: RT-PCR analysis of endogenous 7NN73 exon 16
and 17 isoforms from human sternocleidomastoid skeletal muscle biopsies of normal adult individuals (CTRL; n = 4) and OPMD patients (OPMD; n = 5).
Right: quantification of respective exon 16 and 17 inclusions in TNNT3 mRNA. ***indicates P < 0.001 and (D) RT-PCR analysis of endogenous TNNT3
exon 16 and 17 isoforms from human quadriceps skeletal muscle biopsies of normal adult individuals (CTRL; n = 4) and OPMD patients (OPMD; n =
2).
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Figure 2. Tnnt3 splicing defect is rescued by reducing the amount of aggregates in murine myoblasts. (A) Trhnt3 exon 16 level is downregulated in OPMD
murine myoblasts. RT-PCR analysis of endogenous 7nnt3 exon 16 and 17 isoforms from CTRL and OPMD (Alal7) murine myoblasts after 1, 3 and
5 days of differentiation - primary CTRL mouse myoblasts are conditionally immortalized with a temperature-sensitive SV40 large T-antigen (tsA58)
transgene and derived from the ImmortoMouse. Mutated-PABPNI1 (Alal7) stable cells lines derive from CTRL cells line and express expanded-PABPNI.
Below: quantification of respective exon 16 and 17 inclusions in 7nnt3 mRNA. (B and C) siRNA treatment against PABPN1 (siPAB#1 and siPAB#2) in
differentiated Alal7 cells reduce the level of PABPN1 at mRNA level, as shown by quantitative RT-PCR (** indicates P < 0.01 compared to siCTRL,
transfections are performed in triplicate), and (D) at protein level as shown by representative Western blot. (E) Left: The amount of nuclear aggregates
was drastically reduced by siPAB treatment. The histogram indicates the percentage of nuclei containing PABPN1 aggregates classified based on the
number of aggregates per nuclei (1, 2, 3 or more than 3). An average of 100 nuclei in myotubes were counted on random fields. Right: Representative
immunofluorescence of nuclei with 0, 1, 2, and >3 PABPNI nuclear aggregates. Scale bar = 5 wm. (F) Rescue of 7nnt3 mRNA splicing defect with siRNA
against PABPN1 (siPAB#1 and #2) compared to a siRNA control (siCTRL) in differentiated Alal7 cells. Quantification of RT-PCR analysis of Tnnt3
exon 16 (% exon 16) inclusion. NS indicates non statistical, *P < 0.05, **P < 0.01 compared to the CTRL condition. Transfections were performed in
triplicate.
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Table 2. Splicing defects are present in oculopharyngeal muscular dystrophy including alteration of TNNT3 alternative splicing of exon 16 and 17. Exon
array revealed several splicing defects, including 12 cassette exon events. TNNT3 was the first hit on the array with the highest splicing fold change index.
A manual inspection allowed the filtering and classification of exons predicted to be differentially included.

GENE STABLE ID Gene symbol Fold-change splicing index ~ P-value splicing index Confidence
GSHG0004534 TNNT3 3,55 1,03E-02 +++
GSHG0030112 RECK 2,12 2,03E-02 +++
GSHG0002105 ZCCHCI1 2,17 1,42E-02 ++
GSHG0008422 SPG20 2,09 1,80E-02 ++
GSHG0030642 RFX3 2,07 3,70E-02 ++
GSHG0008586 UGGT2 2,04 4,80E-02 ++
GSHG0008374 USPI2 2,53 1,41E-02 +
GSHG0017444 SMC6 2,49 7.97E-04 +
GSHG0022278 ABCCS5 2,33 3,04E-02 +
GSHG0031771 WDR44 2,24 1,24E-02 +
GSHG0007569 STAC3 2,15 4,80E-02 +
GSHG0023986 SLC3045 2,26 1,66E-02 +

SC35 splicing factor regulates 7NN T3 mutually exclusive ex-
ons

To determine which splicing factor is involved in the
regulation of TNNT3 mutually exclusive exons, a mini-
gene containing exons 16 and 17 of human TNNT3 bor-
dered by exon 15, 18 and their intronic regions (Figure
3A) was cloned from human genomic DNA in a plas-
mid expression vector. This minigene construct was co-
transfected into HEK293T cells—which do not express
TNNT3—together with various vectors expressing well-
characterized splicing regulatory factors. These included
members of the hnRNP, SR, MBNL and CELF families
and were selected using prediction software (SpliceAid2 and
ESEFinder publically available at http://193.206.120.249/
splicing_tissue.html and http://rulai.cshl.edu/cgi-bin/tools/
ESE3/esefinder.cgi?process=home respectively) (57,58) (Ta-
ble 3). Fifteen selected splicing factors were tested by co-
transfection with the T7NNT3 minigene expression vec-
tor. GFP was used to monitor expression and transfec-
tion efficiency (Supplementary Figure S4A), and we fur-
ther confirmed by western-blotting the level of expression
in HEK293T cells for several of them (Figure 3D and Sup-
plementary Figure S4B). Of the 15 splicing factors, only the
co-expression of SC35 (also called SRSF2) or hnRNPK to-
gether with the TNNT3 minigene expression vector induced
a significant increase in exon 16 inclusion (Figure 3B). Us-
ing the same approach, we also confirmed that PABPN1
overexpression itself did not modify the level of exon 16
(Supplementary Figure S4C and D). As the splicing de-
fect is present in both human and murine OPMD samples
(Figures 1C and D and 2A), the same approach was ap-
plied using a murine 7nnt3 exons 15-18 minigene expres-
sion vector. In this situation, only the co-transfection of the
SC35 expression vector significantly modified the inclusion
of exon 16 (Figure 3C). Finally in human myoblasts, only
the transfection of the SC35 expression vector led to the
upregulation of the exon 16 isoform when co-transfected
with the human TNNT3 minigene expression vector (Fig-
ure 3E), confirming that SC35 is the most probable splic-
ing factor candidate for the regulation of exon 16 inclusion.
SC35 is also a well-known constituent of nuclear speckles
(59) involved in pre-mRNA splicing (60). The transfection
of cells with SC35 results in an upregulation of the exon
16 isoform, which is downregulated in OPMD patients or

cells. Although the level of SC35 itself is not downregulated
in OPMD samples when compared to control samples (Fig-
ure 3F), downregulation of the exon 16 isoform can be mim-
icked by depletion of SC35 expression level using RNA in-
terference in HEK293T cells transfected with the TNNT3
minigene (Figure 3G-I). In contrast, the downregulation of
SRP30a (ASF/SF2, a splicing factor related to SC35 (61))
or MBNLI (which regulates the splicing of TNNT3 fetal
exon (62,63)) by RNA interference did not recapitulate this
splicing defect found in OPMD or in SC35-knockdown cells
(Supplementary Figure S4E and F). These results demon-
strate that the splicing regulation of TNNT3 mutually ex-
clusive last exons is strongly dependent on SC35 and sug-
gest that in OPMD TNNT3 pre-mRNA and SC35 splicing
factor are somehow dissociated.

TNNT3 pre-mRNA is trapped in nuclear aggregates

Aggregates are formed by the accumulation of misfolded
PABPNI1 in muscle nuclei. Interestingly, it is already known
that these PABPN1 aggregates are delocalized from SC35-
nuclear speckles (19,47,64). By immunostaining we con-
firmed the delocalization of PABPNI1 aggregates and SC35
nuclear splicing domains in differentiated Alal7 OPMD
cells as opposed to the co-localization of PABPNI and
SC35 observed in control cells (Figure 4A and Supplemen-
tary Figure S5A). A recent study proposed that growing
PABPNI aggregates gradually deplete SC35-nuclear speck-
les of poly(A) RNA/PABPNI complexes, thus interfering
with the normal trafficking and post-transcriptional pro-
cessing of poly(A) mRNA in speckles (64). We took advan-
tage of the Alal7 cells where Tnnt3 splicing defect and nu-
clear aggregates are both present and we analysed the lo-
calization of Tnnt3 pre-mRNA in these cells, by perform-
ing fluorescent in situ hybridization (FISH). Using probes
targeting specifically exon 18 (ex18) or intron 15 (intl5) of
Tnnt3 pre-mRNA (Supplementary Figure S6), we observed
a co-localization of Tnnt3 pre-mRNA with PABPNI in nu-
clear aggregates (Figure 4B and C and Supplementary Fig-
ure S5B). Hence, the pre-mRNA of Trnnt3 is physically de-
localized from SC35-nuclear speckles. Therefore, we specu-
lated that the splicing defect is a consequence of the spatial
dissociation of SC35 and Tnnt3 pre-mRNA, the latter being
trapped in PABPN1 aggregates.
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Figure 3. SC35 regulates alternative splicing of TNNT3 exon 16 and 17. (A) Schematic representation of the human 7NN T3 minigene containing both exons
16 and 17 bordered by exons 15 and 18 including full downstream and upstream intronic sequences (sizes are indicated in italic above). (B) and (C) SC35
overexpression increases inclusion of 7NN73 exon 16. Quantification of RT-PCR analysis of 7NNT3 exon 16 (% exon 16) inclusion following respectively
human (B) and murine (C) exons 15-18 minigene expressing vector cotransfection in HEK293T cells together with 15 different vectors expressing splicing
factors. Histograms represent the mean of at least three independent transfections and are depicted as the percentage of mRNA containing TNNT3 exon
16. Error bars indicate S.D. and # indicates statistical ANOVA difference compared to the minigene only condition. (D) A western-blot showing SC35
overexpression in HEK293T cells transfected with SC35 expressing vector fused with GFP compared to untransfected cells. (E) SC35 overexpression
increases inclusion of TNNT3 exon 16 in human myoblasts. RT-PCR analysis after transfection of the human 7NN73 minigene into the human myoblast
cell line LHCNM?2 together with several splicing factors. (F) RT-qPCR on human muscle biopsies demonstrating that the expression level of SC35 mRNA
is similar in control and OPMD samples. (G) Representative Western blot showing SC35 extinction in HEK293T cells transfected with siRNA against
SC35 compared to HEK293T cells transfected with siRNA CTRL. (H-I) SC35 extinction mimics the7NNT3 splicing defect observed in OPMD. RT-PCR
analysis of the TNNT3 minigene cotransfected with a siRNA against SC35 (siSC35#1 and #2), a siRNA against luciferase as a control (siCTRL), or with
a plasmid expressing SC35 (+SC35). Quantification of TNNT3 exon 16 inclusion is presented in (I). ¥** indicates P < 0.001 compared to the siCTRL
condition.
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PABPN1 SC35

merge

TNNT3 probe
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Figure 4. Tnnt3 pre-mRNA is trapped in PABPNI aggregates. (A) PABPNI is localized in SC35-nuclear speckles in control conditions and delocalized
from SC35-nuclear speckles with nuclear aggregate formation in OPMD (Alal7). Immunofluorescence of PABPN1 and SC35 in control and OPMD
(Alal7) H2KB cell lines. Scale bar = 5 pm. Single cell magnified of Ctrl and Alal7 cells are presented in Supplementary Figure S5. (B and C) Tnnt3
pre-mRNA is present in PABPNI nuclear aggregates. (B) Representative image of RNA fluorescence in situ hybridization (FISH) using a Digoxigenin
probe targeting exon 18 of TNNT3 mRNA (red) coupled to immunofluorescence detection of PABPNI (green) and counterstained with Hoechst (blue)
on fixed 5-day differentiated Alal7 cells. Scale bar = 10 pm. (C) Different representative images of FISH using a probe targeting exon 18 (ex18, left) or
intron 15 (intl5, right) of TNNT3 pre-mRNA coupled to immunofluorescence detection of PABPNI on fixed 5-day differentiated Alal7 cells. Pre-mRNA
detection is indicated with white arrows. Scale bar = 20 pm.
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Table 3. List of splicing factors (SF) able to regulate exon 16 and 17 of TNNT3 pre-mRNA using prediction sites. Splicing enhancers are in blue and
splicing silencers are in red

0|~
i -l
% %
[42] [22]
E | E
2| 2
2| 2
Name SF Symbol =l F Full Name
Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein
HNRNPA1 hnRNP Al heterogeneous nuclear ribonucleoprotein Al
HNRNPH1 hnRNP H1 heterogeneous nuclear ribonucleoprotein H1
HNRNPH2 hnRNP H2 heterogeneous nuclear ribonucleoprotein H2
HNRNPK hnRNP K heterogeneous nuclear ribonucleoprotein K
Serine/arginine-rich splicing factor
SRSF1 SF2, ASF, SRp30a serine/arginine-rich splicing factor 1
SRSF2 SC35 serine/arginine-rich splicing factor 2
SRSF3 SRp20 serine/arginine-rich splicing factor 3
SRSF5 SRp40 serine/arginine-rich splicing factor 5
SRSF9 SRp30c serine/arginine-rich splicing factor 9
Muscleblind-like and CUGBP, Elav-like factor
MBNL1 MBNL1 muscleblind-like splicing regulator 1
CELF1 CUG-BP1, CELF1 CUGBP, Elav-like family member 1
CELF2 CUG-BP2, ETR-3, CELF2 CUGBP, Elav-like family member 2
Other
NOVA1 Nova-1 neuro-oncological ventral antigen 1
NOVA2 Nova-2 neuro-oncological ventral antigen 2
YB1 YB-1, YBX1 Y box binding protein 1
TIAL TIA-1 TIA1 cytotoxic granule-associated RNA binding protein

Calcium sensitivity is decreased in slow fibers of OPMD mus-
cles

TNNT3 pre-mRNA is intensively spliced and finely regu-
lated; it is suggested that the abundance in the ratio of the
different isoforms participates to muscle plasticity (54). In
order to investigate the physiopathological consequences
of this splicing defect, we used a mouse model of OPMD,
the A17.1 mouse. This model was generated by the expres-
sion of alanine expanded mammalian PABPN1 (PABPN1-
17ala) specifically in muscles; it reproduces the disease char-
acteristics, namely progressive muscle weakness and for-
mation of nuclear aggregates containing mutant PABPN1
in muscles (25,48). Interestingly, we found the same splic-
ing defect in the slow soleus muscle of this A17.1 OPMD
mouse model (Figure SA), where nuclear aggregates are also
present (Figure 5B), whereas this splicing defect was absent
in the soleus of the control A10.1 mouse (overexpressing
wild-type PABPNI1 (25)), where nuclear aggregates are ab-
sent (Supplementary Figure S7). These data strengthen the
claim of a direct link between the splicing defect and the
presence of nuclear aggregates. TNNT3 is a subunit of the
trimeric troponin complex, which regulates skeletal muscle
contraction in response to calcium (65). In vitro assays with
recombinant proteins already demonstrated that a differ-
ence in the ratio of isoforms including exon 16 or 17 led to
alterations in muscle fibre calcium affinity, a key parame-

ter involved in the modulation of force contraction (54,66).
Indeed, while numerous reports have demonstrated the pre-
dominant role of the calcium sensor Troponin C of the tro-
ponin complex in the modulation of calcium sensitivity and
affinity, it has been clearly established that TNNT3 is also
involved in the modulation of these mechanisms (67). We
took advantage of the soleus of the A17.1 mouse, which
presents the unbalanced ratio of 7nnt3 mutually exclusive
exons to look at the functional consequences of the TNNT3
splicing defect. We first calculated the pCa/tension rela-
tionship in order to analyse whether the activation param-
eters of muscle fibre tension by calcium could be altered in
OPMD muscles. The Tension/pCa relationship performed
on isolated skinned fibres from murine soleus muscles re-
vealed a decrease in the calcium affinity of slow OPMD
muscle fibres compared to slow control muscle fibres (pCa
of 5.85 £ 0.04 and 6.02 & 0.04 respectively, P < 0.05) (Fig-
ure 5C). This decrease in calcium affinity can be clearly re-
lated to the expression of the exon 17 containing isoform
instead of the exon 16 isoform, since previous data has
shown that the Tnnt3 exon 17 containing isoform had a
lower calcium affinity than the exon 16 isoform (66). Our
data demonstrate that a decrease in calcium handling is a
functional consequence of the decrease in exon 16 Tnnt3
isoform in slow fibres, which are the predominant fibre type
in many human skeletal muscles.
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Figure 5. Splicing defect in OPMD mouse induces decreased calcium sensitivity. (A) 7nnt3 splicing defect is present in OPMD mouse model. RT-PCR
analysis of endogenous 7nnt3 exons 16 and 17 isoforms in soleus (Sol) muscles of wild-type (WT) and A17.1 (OPMD) mice. (B) PABPN1 staining following
KCl treatment revealed intranuclear aggregates in the soleus muscle of A17.1 mouse (red: dystrophin, green: PABPN1, blue: dapi), whereas no aggregate
are observed in control mice. Aggregates are indicated with an arrow (see also inset boxes). Scale bar = 30 pm. (C) Deregulation of 7nnz3 exon 16 and 17
induces decreased calcium sensitivity in mice slow fibers, as measured by pCa/Tension relationship. * indicates P < 0.05, ** indicates P < 0.01.

DISCUSSION

Like many triplet expansion disorders, OPMD is character-
ized by the presence of insoluble nuclear aggregates in mus-
cle fibres. However the exact role and contribution of these
PABPNI1 aggregates to the clinical phenotype in OPMD
is still debated (1). In this study, we clearly illustrate that
PABPNI nuclear aggregates have at least one toxic func-
tion as they lead to a specific splicing defect: PABPN1 ag-
gregates are able to trap the muscle-specific TNNT3 pre-
mRNA, driving it outside of the nuclear speckles, leading
to altered SC35-mediated splicing. This trapping leads to
a defect in the splicing regulation of the TNNT3 mutu-

ally exclusive exons 16 and 17 in OPMD samples compared
to controls. This is the first demonstration of splicing de-
fects in OPMD. Poly(A) RNA were previously observed
in PABPNI1 nuclear aggregates using oligo-dT probes (18—
19,64); here we additionally demonstrate that PABPN1 nu-
clear aggregates are able to sequester a pre-mRNA lead-
ing to its missplicing. Whether this muscle-specific RNA
plays a role as a potential scaffold for aggregate forma-
tion in a similar way to architectural RNAs (arcRNA)
for nuclear domains such as paraspeckles or stress bod-
ies (68) remains to be further investigated. Nuclear speck-
les are essential nuclear compartments involved in post-
transcriptional processing of mRNA. These nuclear struc-
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Figure 6. Molecular mechanism of splicing deregulation in OPMD. Molecular model of TNN73 mRNA splicing defect in OPMD: in healthy condition,
mutually exclusives exons of TNNT3 pre-mRNA are regulated by SC35 splicing factor favouring exon 16 inclusion. In OPMD condition, TNNT3 pre-
mRNA is delocalized from SC35 nuclear speckles by PABPNI nuclear aggregates trapping resulting in a missplicing of exon 16 and a decreased calcium

affinity of muscle fibres.

tures are enriched in poly(A) RNA, in many pre-mRNA
splicing factors including snRNP (small nuclear ribonucle-
oprotein particles) and in SR splicing factors such as SC35
(69). PABPNI is found in the nucleoplasm excluding the
nucleolus and is concentrated mainly in nuclear speckles
where it participates in mRNA metabolism. This localiza-
tion of PABPNT1 in nuclear speckles requires the binding to
poly(A) RNA (19,29,70-71). Previous studies have shown
that PABPN1 nuclear aggregates originate at the edge of
the speckles and gradually delocalize outside of these com-
partments, together with a gradual depletion of poly(A)
RNA from speckles (19,64). It has been suggested that
Pab2 (fission yeast ortholog of mammalian PABPNT1) asso-
ciates with pre-mRNA co-transcriptionally prior to 3" end
processing/polyadenylation (72). In addition, pre-mRNA
introns located at the 3’ end of multiple intron transcripts
are more frequently spliced post-transcriptionally, presum-
ably because transcription termination and cleavage at the
polyadenylation site occurs before the splicing machinery
manages to catalyse their removal (73). It is well estab-
lished that the different steps of pre-mRNA processing (5
cap, splicing, 3’ end processing) are connected and influence
each other (74,75). The splicing defect that we identified is at
the 3" end of the TNNT3 pre-mRNA and we therefore pro-
pose that during the processing of TNNT3 pre-mRNA, the
binding of PABPNI to its 3’ end for further cleavage and
polyadenylation induces, in the case of OPMD, a gradual
delocalization of the complex pre-mRNA/PABPNI1 from
SC35-nuclear speckles. This delocalization induces a miss-
plicing of the last exons of TNNT3 with the production of
a modified protein that has a negative effect on muscle con-
traction. Indeed, the imbalanced ratio of TNNT3 exons 16
and 17 induced a decrease in calcium sensitivity with phys-

iopathological consequences at the level of the muscle fibre
(see Figure 6 for a molecular model).

In this study, we have exploited different OPMD cell and
animal models to decipher the exact mechanism, which con-
trols the splicing defect observed in TNNT3. These mod-
els, based on expanded PABPNI1 overexpression, reproduce
pathological characteristics found in OPMD patients, in-
cluding the presence of nuclear aggregates. The overexpres-
sion is not ideal, since this is absent in OPMD patients (76).
In the present study, we therefore performed several experi-
ments to clearly dissociate aggregation from overexpression
in these models. Using both RNAi and transfection sys-
tems to modify the level of PABPNI1, we confirmed that
the splicing defect reproduced in OPMD models is solely
due to the presence of aggregates and not to the level of
PABPNI itself. Indeed, neither the reduction of PABPN1
levels in control IM2 cells, nor the transfection in Alal7
cells with an exogenous PABPN1 expression vector to po-
tentially compensate for a loss of function, nor the silenc-
ing or overexpression of PABPN1 in HEK293T cells trans-
fected with the TNNT3 minigene, were able to modify the
splicing pattern of TNNT3. In addition, since PABPNI1 it-
self is an aggregate-prone protein, it is well known that the
artificial overexpression of wild-type PABPN1 protein is
able to induce in cells the formation of nuclear aggregates
(77,78). For example, it has previously been demonstrated
that the H2KB-WTa cells (named Alal0 cells here), overex-
press wild-type PABPNI1 and do contain around 20% nu-
clear aggregates (47). That the same phenotypes can be in-
duced following expression of normal or mutant protein
in Drosophila models of other disorders has also been re-
ported previously (e.g. Parkinson’s disease (79)). We used
this cell model to further verify our mechanism and as ex-
pected, since these cells do contain aggregates, we confirmed
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the splicing defect in these cells. Interestingly in the soleus
of A10.1 mice we were unable to detect aggregates and log-
ically the splicing defect was absent. Altogether these data
again emphasize the pivotal role of nuclear aggregates in the
mechanism.

Similar findings regarding alanine repeats and subnu-
clear protein localization have been recently observed with
the RNA-binding motif protein 4 (RBM4) (80). Alterna-
tive splicing defects have previously been observed in other
trinucleotide repeat disorders including myotonic dystro-
phy (41). However, this is the first time that a splicing de-
fect, with a misregulation of mutually exclusive last exons
of the muscle specific TNNT3 mRNA, has been identified
in OPMD. In the spliceopathies described so far, alternative
splicing misregulation is in most cases due to an abnormal
activity of an RNA splicing factor, for example, functional
loss of MBNL proteins due to their sequestration by nuclear
mutant RNA in myotonic dystrophy (81). This abnormal
activity often results from splicing factors being misplaced
from their natural location within the cell, highlighting the
importance of the spatial distribution of the intracellular
mRNA and splicing factors. We describe here a different
mechanism directly linked to the presence of nuclear aggre-
gates: the splicing defect is due to the spatial separation of
the deregulated RNA from its splicing factor. Although the
generic nature of this alternative mechanism remains to be
demonstrated, it may play a role in various other diseases
with nuclear inclusions or foci containing an RNA binding
protein, as shown here for OPMD.

SUPPLEMENTARY DATA
Supplementary Data are available at NAR Online.
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SUPPLEMENTARY DATA

Supplementary Table 1. List of the 46 Differentially Regulated Exons (from 39 Distinct Genes)
using EASANA and GenoSplice’s FAST DB annotations.

Supplementary Table 2. List of primers used in this study
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Supplementary figure 1

Supplementary figure 1. Cassette exon splicing defect in OPMD. (A) Gene-normalized intensity of
TNNT3 exon 16, RECK exon 8 and ZCCHC11 exon 8 on the exon array. (B) RT-qPCR confirmation
of TNNT3, RECK and ZCCHC11 deregulation in human sternocleidomastoid muscle biopsies of
control adult individuals (CTRL; n=3-4) and OPMD patients (OPMD; n=5-7). * indicates P<0.05 and
***indicates P<0.001
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Supplementary figure 2. Muscle differentiation is not altered in murine cell model of OPMD. (A)
Exogenous expPABPN1-Flag is overexpressed in differentiation condition in Ala17 cells. Western blot
against PABPN1, Flag and GAPDH in Ctrl and Ala17 cells either in proliferation (myoblasts) or at 5
days of differentiation (myotubes). Exogenous PABPN1-Flag is overexpressed in differentiated Ala17
cells. (B-C) Muscle differentiation is similar in Ctrl and OPMD cell lines. — (B) Light fluorescence
visualisation of Ctrl and Ala17 cells at 1 and 5 days of differentiation Scale bar = 50 ym- (C) RT-PCR



analysis at 1, 3 and 5 days of differentiation (D1, D3, D5) showing that the level of two differentiation
markers myogenin and myosin mRNA levels are not modified in Ala17 cells compared to control (Ctrl)
cells. The splicing inclusion of Bin1 exon 10 (physiologically enhanced during myoblast differentiation)

is comparable in Ala17 and in Ctrl cell lines.
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Supplementary figure 3

Supplementary figure 3. The same Tnnt3 splicing defect is observed in Ala10 cells containing
wild-type PABPN1 aggregates. (A) Exogenous wild-type Flag-tagged PABPN1 is overexpressed in
differentiation condition in Ala10 cells. Western blot against Flag and GAPDH in Ctrl, Ala10 and Ala17
cells at 5 days of differentiation (myotubes) showing a similar overexpression level for expPABPN1 in
Ala17 cells compared to wtPABPN1 in Ala10 cells (B) Immunofluorescence of PABPN1 (green) and
counterstained with Hoechst (blue) on fixed 5-day differentiated Ala10 cells. Overexpression of
PABPN1 leads to the presence of nuclear aggregates in these cells. Scale bar =25 pym (C) Light
fluorescence visualisation of Ala10 cells at 1 and 5 days of differentiation, comparable to the
differentiation of Ctrl and Ala17 cells (in Supplementary figure 2). Scale bar = 50 ym (D) RT-PCR
analysis of endogenous Tnnt3 exon 16 and 17 isoforms from Ctrl and Ala10 cells myoblasts after 1, 3
and 5 days of differentiation - Thnt3 exon 16 level is downregulated in Ala10 murine myoblasts at 3

and 5 days of differentiation.
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Supplementary figure 4. Only SC35 splicing factor regulates mutually exclusive exons of
TNNT3 (A) Transfection efficiency is monitored by GFP expression visualization using fluorescent
microscope. Example of visualization of HEK293T cells transfected with a splicing factor expressing
vector together with GFP reporter gene. Scale bar = 50 um. (B) Western blot showing the
overexpression of SRP30a and MBNL1 splicing factors tagged together with GFP in transfected
HEK293T cell compared to untransfected. (C) Quantification of RT-PCR analysis of TNNT3 exon 16



(% exon 16) inclusion in HEK293T cotransfected with PABPN1 expressing vector or pPCDNA3.1 as a
control. (D) Western blot against PABPN1 and GAPDH showing the overexpression of PABPN1 in
transfected HEK293T cell compared to pCDNA3.1 transfected cells (E) Western blot against SRP30a,
MBNL1 and GFP showing SRP30a and MBNL1 protein extinction in HEK293T cells transfected with
corresponding siRNA compared to siCTRL. (F) Quantification of RT-PCR analysis of TNNT3 exon 16
(% exon 16) inclusion in HEK293T cotransfected with an siRNA against MBNL1, SRP30a or a control
siRNA (siCTRL). ** indicates P<0.01 and NS non significant.
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Supplementary figure 5

Supplementary figure 5. Delocalisation of PABPN1 aggregates from SC35 speckles. (A)
Colocalization and delocalization of PABPN1 and SC35 in Ctrl and Ala17 cells respectively. The
graphs on the right correspond to quantitative measurement with ImagedJ of fluorescence intensity
along the line indicated in the images on the left with red (SC35) and green (PABPN1). Scale bar =5
pm (B) TNNT3 mRNA is present in nuclear aggregates exluded from SC35. Top: FISH Tnnt3 mRNA
detection and SC35/PABPN1 co-staining on Ala17 cells. Scale bar = 10 ym. Bottom: Corresponding



quantitative measurement of fluorescence intensity (blue: SC35; green: PABPN1; red: Tnnt3 mRNA).

Scale bar=1 um
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Supplementary figure 6

Supplementary figure 6. Specificity of the probes used. HEK293T cells were either transfected
with an empty pCDNA3.1 plasmid or with the TNNT3 minigene and a FISH was performed with
probes targeting intron 15 and exon 18. The positive signal (green) is only observed in the TNNT3

minigene transfection condition. Scale bar = 50 pm
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Supplementary figure 7. The splicing defect is absent in the A10.1 mouse. (A) RT-PCR analysis
of endogenous Tnnt3 exon 16 and 17 isoforms from soleus muscles of wild-type (WT) and A10.1
mice. (B) PABPN1 staining following KCI treatment revealed the absence of intranuclear aggregates
(see also inset boxes) in the soleus muscle of A10.1 mice as observed in control mice (WT) (red:

dystrophin, green: PABPN1, blue: dapi). Scale bar = 30 ym.
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Abstract

Background Oculopharyngeal muscular dystrophy (OPMD) is a late-onset muscle disease affecting one per 80 000 of the
general population characterized by profound dysphagia and ptosis, and limb weakness at later stages. Affected muscles
are characterized by increased fibrosis and atrophy. Myostatin is a negative regulator of muscle mass, and inhibition of
myostatin has been demonstrated to ameliorate symptoms in dystrophic muscles.

Methods In this study, we performed a systemic delivery of a monoclonal antibody to immunologically block myostatin in
the A17 mouse model of OPMD. The mice were administered a weekly dose of 10 mg/kg RK35 intraperitonially for 10 weeks,
following which histological analyses were performed on the samples.

Results This treatment significantly (P < 0.01) improved body mass (11%) and muscle mass (for the tibialis anterior and
extensor digitorum longus by 19% and 41%) in the A17 mice treated with RK35 when compared to saline controls. Similarly,
a significantly (P < 0.01) increased muscle strength (18% increase in maximal tetanic force) and myofibre diameter
(17% and 44% for the tibialis anterior and extensor digitorum longus), and reduced expression of markers of muscle fibrosis
(40% reduction in area of expression), was also observed. No change in the density of intranuclear inclusions (a hallmark of
disease progression of OPMD) was however observed.

Conclusions Our study supports the clinical translation of such antibody-mediated inhibition of myostatin as a treatment
of OPMD. This strategy has implications to be used as adjuvant therapies with gene therapy based approaches, or to stabilize
the muscle prior to myoblast transplantation.
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Introduction

Oculopharyngeal muscular dystrophy (OPMD) is a rare late-
onset muscular dystrophy characterized by progressive
weakening of the extraocular and pharyngeal muscles, man-
ifesting as ptosis and dysphagia, and at later stages of the
disease as a weakening of proximal limb musculature.® The
disease is caused by mutations in the poly(A)-binding protein
nuclear 1 (PABPNI) gene that introduces an abnormal

expansion of polyalanine-encoding (GCN)n trinucleotide re-
peats in the coding region of exon 1. PABPN1 plays crucial
roles in regulating the poly(A) tail length on mRNAs,*?
controlling the use of alternative polyadenylation sites,*>
influencing pre-mRNA splicing,®” and also processing of
long non-coding RNA (IncRNAs)® and small nucleolar RNA
(snoRNA).? It also has an important role in poly(A)-mediated
RNA decay or export from the nucleus’ and in RNA
hyperadenylation.*°

© 2019 The Authors Journal of Cachexia, Sarcopenia and Muscle published by John Wiley & Sons Ltd on behalf of the Society on Sarcopenia, Cachexia and Wasting Disorders
This is an open access article under the terms of the Creative Commons Attribution-NonCommercial-NoDerivs License, which permits use and distribution in any medium,
provided the original work is properly cited, the use is non-commercial and no modifications or adaptations are made.
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Repeat alanine expansions with 11-18 repeats lead to a
mutant expanded PABPN1 protein (expPABPN1), which
causes misfolding, and subsequent accumulation of intranu-
clear aggregates in muscles.'* The aggregates sequester
wild-type PABPN1 among other essential components of
the cell, thereby dysregulating essential functions of the
cell.®*° Interestingly, it has been shown that PABPN1 ex-
pression in muscles declines with age in healthy individuals,
with OPMD patients presenting molecular signatures of
premature ageing.*>?* Global approaches have generated a
body of evidence—including mitochondrial defects, altered
RNA metabolism, specific oxidative fibre atrophy, and in-
creased proteasome activity—suggesting a premature ageing
in OPMD muscles. This has also been implicated in the
comparison of the molecular signature of OPMD patients
and models of muscle ageing.'* Altogether these data
strongly suggest common features between OPMD and age-
ing. No cure currently exists for the disease; to correct ptosis
and dysphagia, patients undergo surgical procedures that
partially alleviate the symptoms. Recent clinical efforts have
however shown promise with myoblast transplantation®?
and small molecule drug therapies.?>>*

Myostatin acts as a negative regulator of muscle mass, and
naturally occurring myostatin null mutants (such as the
Piedmontese cattle, Texel sheep, and the bully whippet
dogs) display a remarkable hypermuscular phenotype.?
Myostatin signalling primarily occurs via the interaction
of the activin receptor Il B and bone morphogenetic
protein pathways, with other pathways such as the IGF-1,
p21/Cdk, and Wnt signalling are known to interact with
myostatin signalling.>>>’ Inhibition of myostatin has been
reported to increase muscle mass and myofibre size
(by cytoplasmic growth®’). A large number of strategies
(involving propeptide, gene therapy, gene editing, ligand
traps, and monoclonal antibodies) have been investigated
to attenuate myostatin activity in both preclinical and clinical
settings,?®3* especially in cases of cachexia, sarcopenia,
muscular atrophy, and other muscular dystrophies such as
Duchenne muscular dystrophy (DMD).>**™#° An anti-myostatin
strategy, while not targeting the underlying genetic cause of
the disease, may lead to an improvement in the quality of life
of patients by delaying the onset of locomotion and atrophy
related disability. Though early clinical trials in DMD, or
Becker’s muscular dystrophy with the first generation anti-
myostatin antibody MYO0-029 displayed limited therapeutic
potential,”® other therapeutic candidates have been since
developed. The anti-myostatin antibody RK35 developed
by Pfizer presents a next generation hybridoma and
has been previously tested in models of amyotrophic
lateral sclerosis, nemaline myopathy, and DMD, where
it demonstrated efficacy in improving muscle mass and
function.>>*™*  The humanized equivalent of RK35
(Domagrozumab) is currently in clinical testing in DMD
patients following a Phase 1 study in healthy volunteers.??
To our knowledge, this is the first report to examine the
effect of inhibiting myostatin in a model of OPMD.

The Al7 transgenic mouse over-expresses bovine
expPABPN1 specifically in skeletal muscle,** and it is the most
commonly used murine model of OPMD. This mouse exhibits
loss of body mass, muscle atrophy, decreased muscle
strength, transcriptomic dysregulation, and accumulation of
insoluble aggregates in myonuclei.’*” Here, we show that
treatment of OPMD mice with the murine anti-myostatin
monoclonal antibody RK35, while not affecting accumulation
of intranuclear aggregates, prevents loss of body mass,
muscle atrophy, and muscle strength and reduces deposition
of fibrotic collagen proteins, which are relevant endpoints for
a therapy targeting OPMD. Overall, our data support the
clinical translation of myostatin inhibition to ameliorate
symptoms of OPMD.

Material and methods
Animal handling

A17 and FvB mice were bred in-house, and all mice were
housed individually with food and water ad libitum in a
minimal disease facility at Royal Holloway, University of
London. Individual mice were identified by ear-notching at
about 4 weeks of age, and each mouse was monitored as
per the recommendations of Animals (Scientific Procedures)
Act (1986). Due to the heterozygous nature of the disease
model, the OPMD mice were analysed to confirm the geno-
type by PCR, with primers directed against the bovine
PABPNZ insert (5-GAACCAACAGACCAGGCATC-3' and 5'-
GTGATGGTGATGATGACCGG-3'). The PCR cycle implemented
initial denaturation at 95°C for 2 min, followed by 40 cycles
of 95°C denaturation, 60°C for annealing, and 72°C for
extension with each step lasting for 30 s. The final extension
was conducted at 72°C for 10 min."”

Male 12-week-old mice were weighed prior to each
injection. Initial body weights were used to evenly distribute
animals among cohorts to ensure equivalent average body
weights prior to the commencement of experimental proto-
cols. In this experiment, we administered the anti-myostatin
blocking antibody RK35 [Pfizer, USA; diluted in sterile saline
(Sigma Aldrich, UK) for a final volume of 200 puL] which was
injected at 10 mg/kg weekly i.p. for 10 weeks into 9 A17 mice
(disease model for OPMD) and 8 FvB (littermate strain
control) mice. A further 10 A17 mice and 9 FvB mice were
administered the vehicle (sterile saline) as a control in the
experiment.

Forelimb grip strength analysis

To assess the forelimb grip strength of the animals, mice
were allowed to rest on an angled mesh assembly, facing
away from the meter (Linton Instrumentation, Norfolk, UK)
and with its hind limbs not in contact with the mesh. A pulling
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force was exerted on the tail of the mouse parallel to the
angle of the mesh, causing the animal to resist with both
forelimbs. The force was recorded as the maximal force over
a period of 30-s, with five observations recorded per day.
To prevent habituation of the mice, the test was performed
over 3 days in 30-s intervals of data collection and rest, over
five observations per day resulting in 15 observations per
mouse. Procedures were performed in accordance with
Treat-NMD protocols.

In situ muscle electrophysiology

At the end of the experiment, muscle function was assessed
using the right tibialis anterior (TA) muscle. A17 and FvB mice
were deeply anaesthetized by using a mix of Hypnorm/
Hypnovel solution (i.p.) and were carefully monitored
throughout the experiment to ensure that there was no
reflex response to toe pinch. The distal tendon of the TA
muscle was dissected from surrounding tissue and tied
with 4.0 braided surgical silk (Interfocus, Cambridge, UK).
The sciatic nerve was exposed and superfluous branches
axotomized, leaving the TA motor innervation via the
common peroneal nerve intact. The foot was secured to a
platform and the ankle and knee immobilized using stainless
steel pins. The TA tendon was attached to the lever arm of
a 305B dual-mode servomotor transducer (Aurora Scientific,
Ontario, Canada) via a custom-made steel s-hook. TA muscle
contractions were elicited by stimulating the distal part of
common peroneal nerve via bipolar platinum electrodes,
using supramaximal square-wave pulses of 0.02 ms (701A
stimulator; Aurora Scientific). Data acquisition and control
of the servomotors were conducted using a Lab-View-based
DMC programme (Dynamic muscle control and Data
Acquisition; Aurora Scientific). Optimal muscle length (L)
was determined by incrementally stretching the muscle using
micromanipulators until the maximum isometric twitch force
was achieved. Maximum isometric tetanic force (P,) was
determined from the plateau of the force—frequency relation-
ship following a series of stimulations at 10, 30, 40, 50, 80,
100, 120, and 150 Hz. The specific force (N/cm?) was
calculated by dividing P, by TA muscle cross-sectional
area. Overall cross-sectional area was estimated using
previously established protocols.*®

Sample collection and processing

Mice were euthanized 1 week after the last injection of RK35,
and TA, extensor digitorum longus (EDL), and soleus muscles
were harvested, weighed and mounted in O.C.T. compound
(Thermo Fisher Scientific, Leicestershire, UK), frozen in
2-methylbutane (isopentane) chilled with liquid nitrogen,
and stored at —80°C.

Histological and immunohistochemical analysis

Transverse sections of the tissue were sectioned at 10 to 12
different intervals at a thickness of 10 um, along the length
of the muscle, allowing the maximal cross-sectional area to
be determined, and the sections mounted on coated slides
(VWR International, Leicestershire, UK), and stored at
—80°C. Transverse sections of the TA and EDL were air-dried,
fixed, and stained with anti-PABPN1 (rabbit monoclonal,
diluted 1:100, Abcam ab75855, overnight at 4°C), anti-laminin
(rat monoclonal, diluted 1:800, Sigma-Aldrich L0663, 1 h at
room temperature), and anti-collagen VI (rabbit polyclonal,
Abcam ab6588, 1:200, 1 h room temperature) antibodies or
with picosirius red using previously established protocols.™®
Slides were stained with DAPI (4’,6-diamidino-2-phenylindole,
1ug/ml) to visualize nuclei, and coverslips were mounted
using mounting medium (Vector Labs, California, USA).
Whole muscle images (for laminin based fibre morphometry)
or random fields (for PABPN1 and collagen immunostaining)
were captured using a microscope (Zeiss, Cambridge, UK).
For analysis of fibre morphometry, the median diameter from
1000 or 400 randomly selected fibres were determined
respectively for TA and EDL muscles for each individual
animal analysed. For analysis of succinate dehydrogenase
(SDH) activity, tissue sections were incubated in the dark for
an hour, in a solution of 0.1 M Na,HPO,, 0.1 M NaH,PO,,
0.1 M sodium succinate, and 2.4 mM nitro-blue tetrazolium
(Sigma Aldrich, UK), and random fields were analysed for
the percentage of SDH positive fibres.

Quantitative PCR analysis

Total RNA was extracted from frozen skeletal muscles biop-
sies using Trizol (Invitrogen) according to the manufacturer’s
instructions. RNA samples were quantified using a ND-1000
NanoDrop spectrophotometer (NanoDrop Technologies).
RNA (50-250 ng) was reverse transcribed using M-MLV
reverse transcriptase (Invitrogen) according to the manufac-
turer’s instructions. ¢cDNA was used for quantitative PCR
reaction using SYBR green mix buffer (LightCycler® 480 Sybr
green | Master) in a total of 9 ulL reaction volume. PCR
reaction was carried out as follows: 8 min at 95°C followed
by 50 cycles: 15 s at 95°C, 15 s at 60°C, and 15 s at 72°C.
Specificity of the PCR products was checked by melting curve
analysis using the following programme: 65°C increasing by
0.11°C/s to 97°C. The expression level of each mRNA was
normalized to that of murine RPLPO mRNA (large ribosomal
protein, subunit PO) expression. Expression levels were
calculated according to the DDCt method. Primers were
designed to target Myh2 (5'-ACTTTGGCACTACGGGGAAAC-3’
and 5'-CAGCAGCATTTCGATCAGCTC-3'), Myh4 (5/-CTTTGC
TTACGTCAGTCAAGGT-3’ and 5'-AGCGCCTGTGAGCTTGTAAA-
3’), and Rplp0 as a housekeeping control (5'-GAGGACCTCAC
TGAGATTCGG-3’ and 5'-TTCTGAGCTGGCACAGTGAC-3).
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Statistical analyses

After checking for the conditions of normality and homosce-
dasticity, a one way analysis of variance (ANOVA) was
performed to compare multiple groups. Multiple comparison
were performed with the Benjamini, Hochberg, and Yekutieli
correction for the false discovery rate (FDR) to correct for
multiple testing used. All descriptive statistical techniques
were performed using GraphPad Prism v7.00 (GraphPad
Software, California, USA).

Results

Anti-myostatin antibody RK35 treatment
significantly reduces loss of body mass and muscle
atrophy in A17 mice

Twelve-week-old A17 (OPMD mice) and FvB (WT; wild-type
strain control) mice were treated by weekly intraperitoneal
(i.p.) injection of RK35 antibody (10 mg/kg in saline) or saline

over a 10-week period. Body mass, which has been correlated
to muscle strength and is considered a rapid and longitudinal
method to follow disease progression,*® was measured
weekly. The treatment was well tolerated, and all mice
grew during the 10-week time treatment (Figure 1A). At the
end of the experiment, saline-treated OPMD mice had
significantly lower body mass than saline-treated WT mice
(8% reduction; P < 0.05). Administration of RK35 antibody
resulted in an increase of 11% (P < 0.01) in the final body
mass of OPMD mice when compared to saline-treated OPMD
mice, normalizing it to that of saline-treated WT control mice
(Figure 1B). In this A17 OPMD model, myopathy induces
muscle atrophy.*”** As different mammalian muscle fibre
types possess varying sensitivities to this pathophysiological
atrophy, three distinct muscles (TA, EDL, and soleus which
are composed of mixed fibre type, a majority of type llb
fibres, and a majority of type | fibres, respectively*®)
were examined. The muscle mass of both TA and EDL
increased after treatment by about 19% (P < 0.01) and 41%
(P < 0.01), respectively (Figure 1C-D), in A17 mice treated
with RK35 compared with mice treated with saline. The

Figure 1 Treatment with RK35 antibody significantly increases body mass in A17 mice: Mice (n = 8-10) were weighed and administered a weekly reg-
imen of either saline or the RK35 antibody (10 mg/kg i.p.) for 10 weeks from the 12th week of age. (A) The average body mass per group plotted
against weeks shows that body mass increases in all groups of mice. (B) The average body mass at the final week shows that A17 mice treated with
RK35 antibody are heavier than A17 mice treated with saline. TA (C), EDL (D), and soleus (E) were sampled, and mean mass of all muscles were nor-
malized to the initial body mass. Muscle masses of the TA and EDL were increased in both the treated oculopharyngeal muscular dystrophy and control
mice, with no change observed in the soleus. Data presented as mean + standard error of the mean, with P-values obtained by analysis of variance
after a false discovery rate correction (*P < 0.05 and **P < 0.01). EDL, extensor digitorum longus; TA, tibialis anterior.
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muscle mass of TA and EDL of RK35 treated A17 mice was
either not significantly different to those of wild-type FvB
controls (TA muscles, P > 0.05) or significantly heavier (EDL
muscles, 14% heavier, P < 0.05) (Figure 1C-D). Similar
changes were observed for TA and EDL muscles of treated
FvB mice; TA and EDL muscles of RK35 treated wild-type
FvB mice where 18% (P < 0.01) and 20% (P < 0.01)
heavier than muscles of saline-treated FvB mice, respectively
(Figure 1C-D). Muscle mass of soleus was not affected by
the treatment with RK35 in either A17 or FvB mice (Figure 1E).
This was not unexpected because myostatin null mutants
display minimal change in the contractile properties of
the soleus.*” These data demonstrate that a systemic treat-
ment with clinically relevant doses of RK35 antibody signifi-
cantly increases the body and the muscle masses of the TA
and EDL in OPMD mice.

RK35 treatment improves the histopathology of
oculopharyngeal muscular dystrophy

To further characterize the increase in muscle mass
observed in treated mice, average myofibre size was mea-
sured in TA and EDL muscles. Whole muscle cross sections
were stained with anti-laminin antibodies, blinded, and
analysed for myofibre size assessing the minimum Feret’s
diameter. The average myofibre cross-sectional area of TA
and EDL muscles of A17 mice were 28% (P < 0.001) and
22% (P < 0.001) smaller compared to FvB mice (Figure 2).
Administration of the RK35 antibody in A17 mice resulted
in a significant increase in the average diameter of TA
(17%, P < 0.01) and EDL myofibres (44%, P < 0.001) re-
spectively, when compared to saline-treated A17 mice
(Figure 2A-D).

Figure 2 Treatment with RK35 antibody increases myofibre diameter in oculopharyngeal muscular dystrophy mice: Mice were administered with a
weekly regimen of either saline or the RK35 antibody (10 mg/kg IP) for 10 weeks from 12-week of age. Muscle samples from five randomly selected
mice per group were sectioned and immunostained for laminin. (A) 1000 fibres were randomly selected for the TA, whereas (B) 400 fibres were
randomly selected for the EDL, and the median minimum Feret diameter was analysed. The mice treated with the antibody consistently displayed
an increased myofiber diameter, with the muscle mass of the disease model either normalized to or exceeding the FvB controls. The average median
minimum feret diameter per group was plotted, with bars representing standard error of the mean, with P-values obtained by analysis of variance after
a false discovery rate correction (*P < 0.05 and **P < 0.01). EDL, extensor digitorum longus; TA, tibialis anterior.
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Muscle fibrosis is a distinct histopathological feature of
affected OPMD muscles in humans. To study the effect of a
RK35-mediated myostatin inhibition on collagen protein
deposition and fibrosis in the A17 mouse, TA muscle sections
from RK35 or saline-treated mice were stained with either
picosirius red (to detect collagen proteins | and Ill) or with
an antibody against collagen VI. TA muscles of saline-treated
Al17 have 56% (P < 0.001) increased area of collagen
VI deposition and 51% (P < 0.01) increased deposition of
collagens | and Il compared to muscles of age-matched
saline-treated FvB mice (Figure 3A,B). Inhibition of
myostatin in A17 mice reduced deposition of collagen VI in
the TA muscle by 40% (P < 0.001), and of collagens | and
Il by 44% (P < 0.01) when compared to saline-treated
A17 mice normalizing the area covered by collagen proteins
to the level observed in wild type mice (Figure 3A-B). One of
the characteristic histopathological hallmarks of OPMD
is the aggregation of expPABPN1 in muscle tissues.!®

P. Harish et al.

To evaluate if inhibition of myostatin in Al7 mice
resulted in any change in the aggregate content, TA muscle
sections from mice treated with RK35 were stained
with antibody to PABPN1 and percentage of myonuclei
with insoluble aggregates calculated. As expected, the
percentage of myonuclei containing aggregates in wild-type
FvB mice was negligible (<1% of observed nuclei) and
significantly higher in the saline-treated A17 mice (36% #
0.79%, P < 0.001; Figure S1A—-F). Administration of RK35
antibody did not change the percentage of myonuclei
containing aggregates in treated A17 (Figure S1A-F). We
additionally analysed the effect of inhibition of myostatin by
the antibody RK35 on myofibre metabolism and fibre type,
using two methodologies: measuring change in expression
levels of SDH and expression of two transcripts related to
myofibre type: Myh2 and Myh4 (coding for myosin type lla
and type llb respectively; cDNA generated from a muscle ex-
tract of TA). We report no significant differences observed

Figure 3 Treatment with RK35 antibody reduces collagen deposition in muscles of oculopharyngeal muscular dystrophy mice: Mice were administered
with a weekly regimen of either saline or the RK35 antibody (10 mg/kg i.p.) for 10 weeks from 12-week of age. Five randomly selected whole TA muscle
sections from all groups were stained for (A) collagen VI and (B) picosirius red, and five random fields were imaged and analysed for the percentage
area of collagen staining. The mice treated with the antibody consistently displayed a reduced collagen deposition, with the area of collagen in the
disease model normalized to wild-type levels. The average area per group is plotted, bars representing standard error of the mean, with P-values
obtained by analysis of variance after a false discovery rate correction (*P < 0.05 and **P < 0.01). TA, tibialis anterior.

RK35

Saline

Collagen VI

A Change in Collagen VI expression in TA

xwn

ns

©
g 15 sie L
]
@
-3
§ 10+
7]
7]
)
a ——
x 54
3]
: . )
=]
o
B 0- T T
] e ]
- y - ]
N & B o
lea A xq- ,"’b oue.
& v & &
Group

TA

RK35 Saline
B = ¥ i St
| = #
& ‘ > il
ra 4 \ i o, | > -
{ A \ b
W AZ,
¥ e

(] - 1
o ¥
| i g BN i

a 7 r"f e S &

Sirius red

B Change in Collagen 1/ lll expression in TA

wun

ns

% Col expression per area
£
E

_l_ - —
24
0- T T
“9f§‘°° ‘q-"':;: X R ,Q—*?ﬁ
R
Group

Journal of Cachexia, Sarcopenia and Muscle 2019
DOI: 10.1002/jcsm.12438



Inhibition of myostatin improves muscle atrophy in OPMD

between the groups studied (Figure S2A-D). These data show
that the anti-myostatin treatment significantly reduces
myofibre atrophy and muscle fibrosis by altering biological
pathways that do not affect the formation of aggregates in
muscles or fibre type of A17 mice.

RK35 mediated increase in muscle mass is
accompanied by an increase in muscle strength

Forelimb grip strength was measured in A17 and FvB mice
treated with the RK35 antibody or saline. The forelimb
strength of the A17 mice was 13% lower (P < 0.05) than that
of FvB control mice which likely reflects the atrophic and
fibrotic condition of OPMD affected muscles (Figure 4A).
The administration of RK35 in Al17 mice significantly
increased the forelimb strength by 23% (P < 0.001) when
compared to the saline-treated A17 mice. This increase in
grip strength resulted in mice being equally strong as saline-
treated FvB control mice (Figure 4A). On the contrary, the

treatment with RK35 antibody did not modify the forelimb
strength of treated FvB mice (Figure 4A). Because this in-life
measure is not a pure readout of muscle strength, as it is
dependent upon neurological, anatomical, and behavioural
factors, the direct effect of myostatin inhibition on skeletal
muscle force production was assessed by measuring maximal
tetanic force generated in response to a series of increasing
stimulation frequencies by in situ muscle electrophysiology.
The maximal tetanic force generated by TA muscles of
A17 mice was 55% (P < 0.001) lower than that of FvB
controls (Figure 4B,C). Administration of RK35 antibody to
A17 mice significantly increased the maximum tetanic force
of TA muscles compared to saline-treated A17 mice by 18%
(P < 0.05) while no change in maximum tetanic force was
observed between TA of RK35 treated and saline-treated
FvB mice. Normalizing the maximum tetanic force with the
calculated muscle cross-sectional area yields specific maximal
force, a measurement that expresses the force of the muscle
per unit of area. No difference was observed in specific
maximal force for TA muscles between any of the groups

Figure 4 Treatment with RK35 increases muscle strength in oculopharyngeal muscular dystrophy mice: Mice (n = 8-10) were administered with a
weekly regimen of either saline or the RK35 antibody (10 mg/kg IP) for 10 weeks from 12-week of age. (A) Forelimb grip strength was analysed
and the average of 15 measurements per mouse, per group is plotted, bars representing standard error of the mean, with P-values obtained by anal-
ysis of variance after a false discovery rate correction. (B—D) The left TA from all groups were mounted on a mechanotransducer and the sciatic nerve
was excited (B) average max. force generated at increasing frequencies is plotted. (C) The average max. force generated at 180 Hz is plotted, with bars
representing standard error of the mean. The gross muscle strength of the disease model mice treated with the antibody displayed an increased grip
strength, although a similar effect was not observed in the control mice. (D) Maximal force values were normalized with the muscle cross-sectional
area to obtain specific force of TA at 180 Hz, and no significant differences observed between the groups. Data presented as mean #* standard error
of the mean, with P-values obtained by analysis of variance after a false discovery rate correction (*P < 0.05 and **P < 0.01). TA, tibialis anterior.

A Forelimb Grip Strength

Grip Strength (KgF/Kg)
o

C Maximal force in TA (180 Hz)

ok
2500+
ns

20004

L R
1500+
1000+

500

Maximal tetanic force (N)

B Force-frequency in TA

=z 26007 5 A17 + Saline -« FvB + Saline

g 20004 -m- A17 +Rk35 -¥- FvB+RK35

L

L 15004

c

b]

k-] 1000

w©

E 5001

&

= 0 T T T T T T T T T
NP P PSS PSS

Frequency (Hz)

D Force-frequency in TA
40~ —® A17 + Saline -+« FvB + Saline

5 | ™ AT7+RK35 -v- FuB+RK3S
zZ
< 30-
2 -
e
2 20
(¥}
@
o
w
10-

T T T T T T T T T

S S S S PSS

Frequency (Hz)

Journal of Cachexia, Sarcopenia and Muscle 2019
DOI: 10.1002/jcsm.12438



P. Harish et al.

analysed (data not shown). Finally, as the treatment with
RK35 affected the body weight and the muscle mass of A17
mice, we evaluated the locomotor behaviour to exclude any
detrimental effect of such treatment. No change in voluntary
locomotion between the saline-treated and RK35 treated
mice was detected, nor a change was observed between
the A17 and FvB mice (data not shown). Overall, these data
show that in RK35 treated AI17 mice the muscle force
increases with the hypertrophic effect and this is reflected in
an improved limb strength.

Discussion

Myostatin is a negative regulator of muscle mass. The efficacy
of myostatin blockade by the monoclonal antibody RK35 has
been examined in the murine models of amyotrophic lateral
sclerosis, DMD, and nemaline myopathy,**™** and this anti-
body is currently in phase Il clinical trial for DMD
(NCT02907619 and NCT02310763). In this study, we tested
the effect of myostatin inhibition to ameliorate atrophic
symptoms in the A17 OPMD mouse model system using this
antibody. The A17 mice co-express a pathological expPABPN1
transgene in skeletal muscles to mimic the disease at a tissue
level. Early studies in the A17 model have reported the onset
of loss of muscle force by 18 weeks of age. To evaluate the
efficacy of myostatin inhibition before the pathological onset
of disease in terms of delaying disease progression, we
treated the A17 disease model with the anti-myostatin anti-
body RK35 for 10 weeks, from the 12th week of age. As pre-
viously shown,*” our study confirmed that A17 mouse model
at 22 weeks of age (i.e. at the end of the treatment) has
lower body and muscle mass as compared to the FvB
age-matched controls. The lower muscle mass was accompa-
nied by an atrophy of the muscles, and an increased level of
observed fibrosis markers resulting in a lower functional
quality of muscles as compared to the saline-treated wild-
type FvB mice. The treatment with RK35 antibody resulted
in the reversal of loss of body mass in the OPMD model.
The increase in body mass was most evident during the first
5 weeks of the 10-week treatment regimen, after which the
difference was maintained. Using the same antibody, a
similar effect in DMD and nemaline myopathy models was
observed by St. Andre et al.** and Tinklenberg et al.,**
respectively. The increased response to the antibody
(in terms of change in muscle mass) we observed in the EDL
compared to the TA and soleus muscles is likely due to the
myofibrillar metabolic profile of glycolytic fast-twitch fibres
that cause an increased production of myostatin transcripts
and an increased density of the activin receptor Il B receptors
to be present in the EDL.*’ This observation is particularly
interesting as OPMD disease progression is reported to be
more specific in fast-twitch muscle fibres, such as those

found in the EDL.*The increase in muscle size observed in
muscles of the A17 mice treated with RK35 is promising, as
it indicates that inhibition of myostatin may be a valid strat-
egy to counteract the loss of muscle mass in OPMD human
patients. Skeletal muscles form the most abundant tissue in
the body and maintain the energy balance of the organism
by regulating glucose availability in the blood serum. Indeed,
muscles absorb glucose which are then stored or oxidized
subsequent to a contraction induced/(postprandial secreted)
insulin induced signals. We speculate that this increase in
muscle mass may assist to further attenuate any secondary
effects in systemic metabolism that may arise from muscular
atrophy, by perhaps increasing insulin sensitivity of the
organism.

Muscle fibrosis forms an essential step in both myogenesis
and in muscle regeneration where it helps reforming the
contractile unit from myofibre stumps after damage.***°
However, in OPMD, the fibrotic deposition is mainly
pathological and it is associated with a defective muscle
functionality perhaps contributing to dysphagia and ptosis
in OPMD subjects. The reduction in the area of fibrotic
collagen deposition in the TA is promising and indicates a
prevention of loss of structural integrity of skeletal muscles.
This might be related to the effect of myostatin inhibition in
inducing apoptosis of fibroblasts.>* Again, the effect of RK35
on fibrosis may be crucially important to preserve and
possibly restore the functionality of affected muscles of
human OPMD subjects.

The increase in muscle mass and the reduction in patholog-
ical fibrosis is correlated to an increase in grip strength and
maximal tetanic force, corresponding to an improvement in
gross muscle function in the treated A17 mice. No such effect
was evident in the treated wild-type FvB mice despite of an
increase in muscle mass. This indicates that the antibody
treatment may be more effective in atrophic muscles than
in healthy muscles most likely because healthy muscles may
have already attained the maximal possible biological
myofibre diameter.

Among the other therapeutic strategies under clinical and
preclinical development for muscular dystrophies, the anti-
myostatin antibody strategy has some advantages. Firstly,
the systemic and non-invasive method of drug administration
can ameliorate symptoms in all affected muscles as opposed
to specific muscles that are targeted by other locally
administered agents (i.e. gene therapy vectors and myoblast
transplantation). Furthermore, monoclonal antibodies are less
costly to produce, easier to attain regulatory approval, and
translate into clinical trials than other gene and cell therapy
approaches.®? This strategy has the potential to be used as
an adjuvant therapy®® of pharmacological treatments cur-
rently in preclinical and clinical development (i.e. trehalose)
or gene therapy™® that target aggregate formation without ad-
dressing the issue of pre-existing muscle atrophy or fibrosis.
An interesting observation relating to the disease condition
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itself revolves around the fact that an improvement in muscle
force and rescue of muscle atrophy was evident without
affecting the number of intranuclear aggregates. While the
exact mechanisms associated with disease progression with
respect to aggregate formation remains to be elucidated,
our results may suggest that the presence of aggregates does
not preclude an increase in muscle hypertrophy. Notably, this
demonstrates that a treatment strategy that does not target
the affect the aggregate formation in muscle might be clini-
cally viable in OPMD. Future experiments can be conducted
in order to elucidate the effect of an anti-myostatin treatment
regimen on the signalling pathways of the disease model. In
conclusion, we report that a systemic administration of an
anti-myostatin monoclonal antibody delays disease progres-
sion in the OPMD mouse model and, as such, is a promising
therapeutic strategy to be explored.
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