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ABSTRACT

Caveolae are flask-shaped invaginations of the plasma membrane, particularly
abundant in skeletal muscle. Caveolin 3, the main component of muscle caveolae, is
thought to be involved in the formation of transversal tubules (T-tubules), the muscle
structures that allow propagation of the action potential in the muscle fiber's depth. It
has been suggested that caveolae fuse together and form a substrate for proteins,
such as Bin1, capable of tubulating membrane lipids however the mechanisms at play
remain obscure. The importance of caveolae and caveolins in skeletal muscle is
underscored by the presence of defects in the function and organisation of caveolae
in many myopathies. In particular in caveolinopathies, a family of autosomal dominant
neuromuscular diseases due to mutations in the CAV-3 gene. However, the

pathophysiological mechanisms of these diseases are still unclear.

The objective of my project was to understand the role of caveolae in the early
formation of T-tubules. By developing a correlative microscopy technique combining
super-resolution fluorescence and electron microscopy on metal replicas, | was able
to examine in detail the molecular components of caveolae and T-tubules in human
and murine myotubes. | showed that caveolae are organised in a new ring-like
structure that we termed "caveolae daisies". | next showed that caveolae daisies
organize themselves on Bin1 platforms at the sarcolemma and this structure seems to
optimize membrane tubulation to initiate T-tubule formation. Lastly, | showed caveolae
daisy defects, a disorganisation of caveolae rings as well as defects in Bin1-mediated
membrane tubulation in both Cav-3 depleted myotubes using siRNA against Cav-3 or
human caveolinopathy patient myotubes. My work suggests that caveolae daisies are
the site of initiation of T-tubule elongation and provides the basis for a precise
characterisation of T-tubule biogenesis in healthy skeletal muscle and in the
pathophysiology of caveolinopathies.
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RESUME

Les cavéoles sont des invaginations de Ila membrane plasmique
particulierement abondantes dans le muscle squelettique. Il a été proposé que la
caveoline 3 (Cav-3), principal composant des cavéoles musculaires, serait impliquée
dans le processus de formation des tubules transverses (tubules-T). Les tubules-T
sont des structures musculaires qui permettent de propager le potentiel d'action en
profondeur dans la fibre musculaire. Pourtant a ce jour le mécanisme par lequel Cav-
3 et les cavéoles participent a la formation de ces structures demeure inconnu.
L'importance des cavéoles et de l'isoforme musculaire de la cavéoline est accentuée
par la présence de défauts dans l'organisation et la fonction des cavéoles dans de
nombreuses myopathies. En particulier les cavéolinopathies, une famille de maladies
neuromusculaires autosomiques dominantes sont dues a des mutations dans le géne
CAV-3. Cependant, les mécanismes physiopathologiques de ces myopathies sont a

ce jour incompris.

L’objectif de mon projet était de comprendre le role des cavéoles dans la formation
précoce des tubules-T. En mettant au point une technique de microscopie corrélative
combinant de la fluorescence a super résolution et de la microscopie électronique sur
répliques de métal jai pu examiner en détails les composants moléculaires des
cavéoles et des tubules-T dans des myotubes humains et des myotubes murins
extensivement différenciés. J'ai ainsi montré l'organisation des cavéoles en une
nouvelle structure en anneaux. De plus, mes résultats montrent que les cavéoles
s’organisent circulairement au sarcolemme sur des plateformes de Bin1 et cette
structure semble optimiser la tubulation de la membrane afin d’initier la formation des
tubules-T. Enfin, j'ai montré une désorganisation des anneaux de cavéoles ainsi que
des défauts de tubulation des membranes par Bin1 dans le cas de défauts
d’expression de Cav-3 ou dans les myotubes de patients cavéolinopathes. Mes
travaux font penser que les anneaux de cavéoles constituent le site d’initiation de
I'élongation des tubules-T et apportent les bases d’'une caractérisation précise de la
biogénése des tubules-T dans le muscle squelettique et dans la physiopathologie des

caveolinopathies.
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INTRODUCTION

Le muscle squelettique est un tissu complexe permettant le mouvement
du corps. La contraction musculaire est induite par l'arrivée d’un potentiel
d’action (PA) provenant d’'un motoneurone. Ce PA se propage le long de la
membrane plasmique ou il active le complexe de relachement du calcium au
niveau de la connexion entre le tubule transverse (tubule-T) et les citernes
terminales du réticulum sarcoplasmique. Ceci entraine une sortie massive de

calcium dans le cytosol et la contraction des sarcomeéres.

Le mouvement dépend donc de la mise en place correcte de différentes
structures musculaires les unes par rapport aux autres. Le bon développement
de ces structures est primordial. En effet, de nombreuses pathologies
neuromusculaires induisent une mauvaise organisation des structures et des

défauts de fonctionnement de la cellule musculaire.

Lors de ma thése jai entrepris de comprendre la formation d’'une de ces
structures, le tubule-T, essentiel a la propagation du PA au cceur de la fibre
musculaire et désorganisé dans des pathologies musculaires telles que la
myopathie centronucléaire, la dystrophie myotonique et les cavéolinopathies.
Des études antérieures ont relié sa biogenése a une structure membranaire trés
abondante dans le muscle squelettique, la cavéole. C’est dans cette optique
que mon introduction générale se divise en quatre parties afin de comprendre
I'état de I'art sur la recherche actuelle concernant le muscle squelettique, les
cavéoles et leurs fonctions dans le développement musculaire ainsi que les

pathologies associées.
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INTRODUCTION - Le muscle squelettique

. LE MUSCLE SQUELETTIQUE

1.1. LE TISSU MUSCULAIRE

Le tissu musculaire compose 43% de la masse corporelle et se divise en trois
familles. Les muscles lisses, entourant par exemple les vaisseaux sanguins, la vessie
ou les bronches, se contractent lentement et indépendamment de la volonté sous le
contréle du systéme nerveux autonome. Les muscles striés désignent le muscle
cardiaque et les muscles squelettiques. Le muscle squelettique représente la majorité
des muscles du corps (comme par exemple biceps, quadriceps...), il présente une
contraction volontaire et est constitué de cellules multinucléées appelées fibres

musculaires (Figure 1).

Gmgsissemenr x200

Figure 1. Le muscle squelettique.

Les cellules musculaires présentent des striations dues a la présence de sarcomeéres visibles en
microscopie a contraste de phase (a gauche) et en microscopie électronique a transmission (a
droite). Les fibres musculaires sont multinucléées et présentent des noyaux périphériques. (Image
de gauche adaptée de Berkshire Community College Bioscience Image Library, image de droite
issue de la collection de J. Lainé).

1.2 STRUCTURE

Le tissu musculaire a quatre fonctions principales ; la mobilisation du corps dans
son environnement extérieur, le maintien de la posture globale, la stabilité des
articulations et la production de chaleur. Les muscles squelettiques sont rattachés au
squelette par les tendons afin de permettre les mouvements. Un tissu conjonctif appelé
épimysium ancre le tissu musculaire aux tendons. Le périmysium englobe des

faisceaux de fibres musculaires et 'endomysium enferme chacune des fibres. Ces
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INTRODUCTION - Le muscle squelettique

différents tissus conjonctifs permettent le passage des nerfs et de la circulation
sanguine, la mobilisation des différents faisceaux ainsi que la protection les muscles
du frottement. Différents types cellulaires sont retrouvés dans le tissu musculaire tels
que des fibroblastes, des cellules du systeme immunitaire, des terminaisons

nerveuses et des cellules souches (cf. 1.3.2 Cellules satellites).

Bande | Bande A Bande |
Fibre musculaire : ! !
Ligne Z Zone H Ligne Z
f‘\: Ligne
é £ -
g g : - — Sarcolemme
Gy ;
* i .. { =8
’~m‘ o | Saor . - = Triade :
o | e E : — Tubule-T
Citerne terminale
Sarcolemme du RS
Tubes de SR
Myaofibrilles

Mitochondries

Figure 2. Organisation de la fibre musculaire.

La fibre musculaire est constituée de myofibrilles contenant I'unité contractiie du muscle, le
sarcomeére, donnant son aspect strié au muscle squelettique. La propagation de l'influx nerveux
provenant d’'un motoneurone le long des tubules-T et jusqu'aux citernes terminales du réticulum
sarcoplasmique entraine la libération de Ca?* responsable des changements conformationnels au
niveau des sarcomeres provoquant ainsi la contraction musculaire. (Adapté de Benjamin Cummings,
Addison Wesley Longman, Inc. 2001).

L’unité cellulaire du muscle strié squelettique est donc appelée fibre musculaire (Figure
2). La fibre musculaire est de forme cylindrique et d’'une taille pouvant varier de 10 a
100um de diamétre et jusqu’a plusieurs cm de longueur (parfois sur toute la longueur
du muscle), ce qui en fait la plus grande cellule des mammiféres (Fishman 1994). ||
existe deux types de fibres musculaires. Les fibres de type | sont oxydatives, a
contraction lente, c’est-a-dire une contraction longue et de faible intensité, et
représentent majoritairement les muscles posturaux comme par exemple le muscle
soléaire composé a 80% de fibres de type | (Johnson et al. 1973). Les fibres de type
Il sont glycolytiques, a contraction rapide, c’est-a-dire avec une forte intensité mais
avec une fatigue rapide. Elles représentent les muscles du mouvement et ont un
potentiel de développement accru, comme par exemple le muscle orbicularis oculi et
le quadriceps composés respectivement de 85% et 52% de fibres de type Il (Johnson

et al. 1973). Chez I'humain, les types de fibres peuvent évoluer en fonction de 'activité

Eline Lemerle - Thése de Doctorat - 2021



INTRODUCTION - Le muscle squelettique

physique. Des humains sédentaires présentent respectivement 45% et 55% de fibres
de types Il et I. Chez les sportifs de haut niveau la quantité de fibres de type | augmente

considérablement (Wilson et al. 2012).

Les fibres musculaires sont composées de myofibrilles contractiles, présentent de
multiples noyaux périphériques issus de la fusion de cellules mononucléées et leur

membrane plasmique est appelée sarcolemme.

1.3. DEVELOPPEMENT MUSCULAIRE

1.3.1. Embryogénése et différenciation musculaire

Le muscle squelettique est établi a partir de la segmentation du mésoderme en
somites. Chaque somite se divise pour donner ventralement le sclérotome et
dorsalement le dermamyotome (Buckingham et al. 2003). Le premier donne naissance
au cartilage et au squelette, le second s’organisant en dermotome et myotome. Ce
dernier se différencie en muscle squelettique (Mohun 1992). Chez la souris le muscle
squelettique est établi a partir de 8,5 jours d’embryogenése (E 8,5) avec une
maturation post-natale de 2 a 3 semaines (Tajbakhsh 2009). Les précurseurs
musculaires sont appelés myoblastes. Sous I'action de facteurs de transcription tels
que MyoD, Myf5 et Pax3, les myoblastes s’activent et proliféerent avant de se
différencier et de fusionner en myotubes (Buckingham et al. 2003). Ces derniers se
différencient en fibres musculaires matures avec des noyaux périphériques et un
appareil contractile central (Figure 3). Chez la souris les fibres musculaires primaires
apparaissent vers E11-14 et deviennent les fibres secondaires aprés innervation a
E14-16 (Buckingham et al. 2003). Dans le muscle humain, les jonctions
neuromusculaires, c’est-a-dire la zone d’innervation des fibres musculaires par les
motoneurones, apparaissent a partir de la neuvieme semaine du développement
embryonnaire et permettent la transmission du message nerveux et la contraction

musculaire (Robelin 1990).

La formation des myofibrilles au sein des fibres musculaires a lieu en trois étapes
(Sanger et al. 2017). Les pré-myofibrilles sont des mini sarcoméres composés de
filaments fins d’actine, de myosine non musculaire de type I, et d’amas denses d’a-

actinine qui forment ce qu’on appelle les Z-bodies (corps Z). Au cours de la maturation,
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les myofibrilles naissantes recrutent la titine et la myosine musculaire de type Il a
I'origine des filaments épais des sarcomeres. Finalement les myofibrilles arrivent a
maturité lorsque les amas d’a-actinine fusionnent pour former la bande Z, la myosine
non musculaire laisse entiérement la place a la myosine |l musculaire, les filament fins
et épais sont alignés et les myofibrilles sont organisées au centre de la fibre musculaire
(White et al. 2014).

Progeniteurs mp Myoblastes mp Myocyles mp Myolubes naissanis mp Myotubes = Fibre musculaire
myogéniques mulinucléés

Figure 3. La différenciation myogénique.

Représentation schématique des étapes majeures de la myogenése. Dans un premier temps les
myoblastes migrent et fusionnent entre eux pour former un myotube, composé de noyaux centraux
et de sarcoméres immatures et désorganisés. Puis le myotube mature en une fibre musculaire
présentant des noyaux périphériques et un appareil contractile organisé. Des cellules satellites (en
rose) sont retrouvées entre la lame basale et le sarcolemme et peuvent étre recrutées a tout moment
afin de régénérer la fibre musculaire. (Adapté de Jiwlawat et al. 2018).

La myosine appartient a une superfamille de protéines motrices, son activité dépend
de 'ATP (Adénosine triphosphate) et permet une mobilité liée a l'actine. Elle est
composée de deux chaines lourdes (MHC de I'anglais Myosin Heavy Chain) et de deux
chaines légéres (MLC de l'anglais Myosin Light Chain). Une étude dans le tissu
musculaire de rat a permis de mettre en évidence différentes isoformes de MHC et
MLC dans le muscle squelettique. MHC est exprimée sous quatre isoformes ; une
lente appelée -MHC et trois rapides appelées lla, lIx et lIb-MHC. MLC quant a elle
est exprimée sous 3 isoformes ; une lente appelée MLC1 et deux rapides appelées
MLC1f et MLC3f (Schiaffino et Reggiani 1994). La distribution des MHC définit quatre
types de fibres (lentes ou rapides) exprimant une seule isoforme et un certain nombre

de fibres hybrides exprimant des MHC rapides et lentes.

1.3.2. Cellules satellites

Le muscle squelettique adulte et mature a un haut potentiel de régénération en

by

cas de blessure ou de pathologie du muscle par sa capacité a récapituler le

programme de développement embryonnaire (Relaix et al. 2005).
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Ce phénomeéne est possible grace aux cellules souches du muscle qui ont été
observées pour la premiére fois dans le muscle de grenouille par microscopie
électronique par Mauro en 1961. Ces cellules se situent sous la lame basale en contact
direct avec les fibres musculaires et sont donc aussi appelées cellules satellites
(Mauro 1961). Elles sont multipotentes et expriment le facteur de transcription Pax7
qui est nécessaire a leur spécialisation pendant le développement et a leur maintien

dans la période postnatale (Relaix et al. 2005).

Lorsque le muscle subit une Iésion les cellules souches s’activent, se divisent, et se
différencient pour former une nouvelle fibore musculaire. En général, la régénération
compléte du muscle chez 'humain prend 3 a 4 semaines. Elle est fonctionnelle et
presque parfaite avec la présence de fibrose dépendant de la gravité de la lésion
(Tajbakhsh 2009).

Une portion de ces cellules retourne en quiescence afin de maintenir ’lhoméostasie du
pool de cellules souches et de conserver I'intégrité du muscle en cas de nouvelle
Iésion. Les cellules satellites sont aussi capables de s’auto-renouveler, ce processus
étant contrélé par des facteurs de transcription intracellulaires ainsi que par des
facteurs extracellulaires provenant de la niche et du microenvironnement (Relaix et al.
2005). Cependant cette capacité d’auto-renouvelement est limitée ce qui explique la
dégénérescence du muscle dans des conditions pathologiques (Beauchamp et al.
2000).

1.3.3. Régénération musculaire

La régénération musculaire est un processus essentiel car les contraintes
mécaniques appliquées aux muscles dépassent généralement les adaptations
possibles, produisant des Iésions. De plus la localisation relativement superficielle de
nombreux muscles dans le corps les rend encore plus vulnérables aux températures

extrémes, contusions, lacération ou toxines (Tidball 2011) (Figure 4).
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Figure 4. La régénération musculaire suite a une lésion.

Le panneau supérieur montre une représentation schématique des réponses biologiques activées dans
le tissu musculaire suite a une lésion. Le panneau inférieur présente des images de colorations
hématoxyline-éosine de coupes musculaires représentatives de chaque étape de la régénération du
muscle suite a une injection de cardiotoxine (CTX). Sitét aprés l'injection (1 jour), les myofibres
nécrotiques sont mises en évidence dans le muscle endommagé. Au cours du deuxiéme jour, la Iésion
est envahie par des cellules inflammatoires infiltrées. Les cellules satellites activées proliferent
activement et de nouvelles fibres musculaires apparaissent aprés la premiere semaine. Environ dix
jours apres l'injection, I'architecture des tissus est restaurée et la plupart des myofibres présentent des
noyaux centraux. Les myofibres régénérées connaissent ensuite une croissance et une maturation
progressives, mises en évidence par I'augmentation de la superficie de la section transversale et par la
relocalisation des noyaux vers la périphérie. (Forcina, Cosentino, et Musard 2020)

La régénération musculaire in vivo a été décrite pour la premiere fois en 1988 suite a
des lésions induites par la cardiotoxine (Couteaux et al. 1988). La cardiotoxine a une
action sélective et permet d’'induire des dommages aux fibres mais pas aux cellules
satellites, vaisseaux sanguins ou nerfs. Il a alors été montré que la lame basale
persistante formait une base pour la régénération des myofibres. Le muscle régénéré
étant différent du muscle sain au niveau de la forme des myofibres (plus petites), de

I'organisation des myofibrilles, et de 'emplacement des noyaux (centraux). De plus ils
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ont observé un réarrangement des unités motrice et de I'organisation des jonctions

neuromusculaires (cf. 1.4.3. La jonction neuromusculaire) (Couteaux et al. 1988).

La régénération peut étre divisée en cinq phases (Figure 4). D’abord les phases de
dégénération et de nécrose pendant lesquelles le muscle présente des dommages et
une perméabilité des myofibres. Puis 'arrivée des cellules immunitaires (neutrophiles,
monocytes et macrophages) induit une inflammation. Ensuite la prolifération,
différenciation et le renouvellement des cellules satellites permettent la régénération
du muscle. La formation d’une nouvelle matrice extracellulaire permet le remodelage
et la maturation des nouvelles fibres et finalement la réinnervation des fibres permet

la récupération fonctionnelle.

1.4. COMPARTIMENTATION DE LA FIBRE MUSCULAIRE

1.4.1. L’appareil contractile

Chaque myofibrille est composée de sarcomeéres leur donnant un aspect strié
(Figure 5). Un sarcomére est défini comme le segment entre deux lignes Z espacées
d’environ 2,5 ym a I'état basal et composé de filaments fins d’actine, de filaments épais
de myosine et de filaments élastiques de titine. La ligne Z est composée de
nombreuses autres protéines telles que cap-Z, la nébuline et I'a-actinine (Faulkner et
al. 2001). A coté de la ligne Z, on retrouve la bande | (pour isotropique) aussi appelée
bande claire et constituée de filaments d’actine. La bande A (pour anisotropique) vient
ensuite et est formée de filaments fins et épais. On retrouve une partie plus pale dans
cette région appelée la zone H et au centre de celle-ci la ligne M. La ligne M permet
I'ancrage des chaines perpendiculaires de myosine qui s’intercalent entre les filaments
d’actine qui sont reliés a la titine dans la ligne Z (Maruyama 1997). La contraction du
sarcomére est le résultat du mouvement entre la myosine et l'actine (cf 1.5.1

Modifications du sarcomere).

Eline Lemerle - Thése de Doctorat - 2021



INTRODUCTION - Le muscle squelettique

Figure 5. Le sarcomére.
Image en microscopie
Bande A électronique a

— transmission d'une fibre
musculaire a I'état de
repos. Les filaments
d’actine (Bande | et ligne
Z) et de myosine (Bande
A et ligne M) composent
les différentes parties du
sarcomére (Image issue
de la collection de J.
Lainé)

1.4.2. Novaux périphériques

Les myofibrilles occupant une place centrale dans la fibre musculaire, les
noyaux sont donc situés a sa périphérie sous la membrane plasmique (Roman et
Gomes 2018). Suite a la fusion des myoblastes entre eux les noyaux, d’abord
centraux, se déplacent au cours de la maturation selon 5 processus ; la centration,
I'alignement, I'étalement, le mouvement périphérique et finalement 'ancrage (Roman
et Gomes 2018). Ces mouvements sont induits par les interactions entre le
cytosquelette et la membrane nucléaire (Cadot et al. 2015). On retrouve des
groupements de noyaux au niveau des jonctions neuromusculaires, les sites de
contact entre la terminaison axonale du motoneurone et la fibre musculaire, ainsi
gu’aux jonctions myo-tendineuses, mais globalement leur distribution est uniforme le

long de la fibre (Roman et Gomes 2018).

1.4.3. La jonction neuromusculaire

Les sites de contact entre la terminaison nerveuse et le muscle sont trés
spécialisés et sont appelés jonctions neuromusculaires (JNM) (Slater 2017). La JNM
est une synapse chimique recouverte par une cellule de Schwann qui permet sa
formation, son maintien et sa régénération (Li et al. 2017).

Au cours du développement les motoneurones forment des synapses avec plus de

fibres musculaires que nécessaire. Une élimination synaptique est donc essentielle.
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Ce concept a été introduit en 1970 par Redfern qui a décrit chez le rat, une élimination
au cours des deux premiéres semaines post-natales (Redfern 1970). C’est un
processus périphérique et déterminé (Jansen et Fladby 1990) qui implique uniquement
les terminaisons axonales des motoneurones (Buffelli et al. 2004) et qui dépend de la
stimulation physiologique et asynchrone des muscles in vivo (Thompson 1983).
Chaque unité motrice (les fibres musculaires et le motoneurone qui les innerve)
change son organisation, a la base large et chevauchante, pour une taille plus petite
conservée au cours de la vie adulte (Buffelli et al. 2004).

Dans la JNM mature, 'axone du motoneurone se termine en bouton présynaptique a
environ 30nm du sarcolemme (Figure 6). Afin d’augmenter I'aire de la synapse la
membrane post-synaptique est invaginée et présente environ 10 000 récepteurs
nicotiniques a l'acétylcholine (RACh) par um (Sine 2012). En 1966, au cours d’'une
étude de la JNM de la grenouille, Katz a montré la présence au niveau du bouton
présynaptique de vésicules d’environ 50 nm de diamétre contenant le
neurotransmetteur acétylcholine (ACh) (Katz et Miledi 1967). La transmission du
message nerveux aux muscles débute lorsque le potentiel d’action (PA) entraine
'ouverture de canaux calciques voltage-dépendants et donc un influx de calcium
(Ca?*) dans le bouton présynaptique (Figure 7). L’'augmentation de la concentration
intracellulaire en Ca?* induit la fusion, médiée par le complexe des protéines SNARE,
des vésicules avec la membrane plasmique du neurone et ainsi le relargage par
exocytose de I'’ACh (environ 10000 molécules), qui se fixe alors a son récepteur sur la

membrane musculaire postsynaptique (Van der Kloot et Molgd 1994).

En 1979 Heuser et Reese ont mis au point une technique qui a permis d’observer pour
la premiére fois chez la grenouille I'exocytose des vésicules synaptiques par
microscopie électronique (Heuser et al. 1979). Les auteurs de cette étude ont utilisé la
congélation rapide (quelques millisecondes apres la stimulation du muscle) suivie de
la cryofracture et de la métallisation rotative par platine et carbone (Pt/C) (Heuser et
al. 1979). Ces expériences ont permis de confirmer le modéle de Katz et déduire les
mécanismes impliqués dans le recyclage des vésicules synaptiques aprés le relargage

des neurotransmetteurs.
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Figure 6. La jonction neuromusculaire.

Observation par microscopie électronique a transmission de la jonction neuromusculaire. Le bouton
présynaptique de I'axone du motoneurone contenant les vésicules synaptiques d’ACh forme une synapse
avec la fibre musculaire. Le sarcolemme présente des invaginations permettant d’augmenter la surface de
contact. (Image issue de la collection de J. Lainé).

La liaison de 'ACh a son récepteur entraine un influx de Na* et la dépolarisation de la
membrane de la fibre musculaire. Cela permet la propagation du potentiel d’action
(PA) le long du sarcolemme et dans les tubules transverses (tubules-T) grace a des
canaux sodiques voltage-dépendants, et donc la contraction musculaire (cf. 1.5.2 Le
couplage excitation-contraction) (Van der Kloot et Molgdé 1994) (Figure 7).
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Figure 7. La jonction neuromusculaire.

Représentation schématique de la jonction neuromusculaire. L’arrivée du PA au niveau du bouton
présynaptique entraine I'exocytose des vésicules synaptiques et la libération des molécules d’ACh. La
fixation de I’ACh sur son récepteur le canal sodique RACh, permet la dépolarisation du sarcolemme,
la propagation du PA dans le tubule-T et ainsi la contraction musculaire. Les récepteurs LRP4 et Dok7
ainsi que la kinase MuSK permettent 'agrégation des RACh et la stabilisation de la synapse.

Au cours du développement et avant la naissance le muscle produit déja des RAChs
qui s’organisent en « domaines postsynaptiques » selon un processus appelé le
prepatterning (Li, Xiong, et Mei 2017). Ces domaines sont ensuite reconnus par
I'axone qui lorsqu’il entre en contact avec le muscle induit la maturation de la synapse
(Legay et Mei 2017). L’agrine est un protéoglycane héparane-sulfate essentiel a
I'induction et a 'organisation des structures post-synaptiques (Bezakova et al. 2001).
Elle est synthétisée et relachée par le muscle lui-méme (agrine musculaire) et par les
motoneurones (agrine neurale) au niveau de la JNM. Elle active la kinase
transmembranaire MuSK (Muscle specific kinase) afin de promouvoir I'agrégation des
RAChs et stabiliser la synapse (Ngo et al. 2007). |l faut noter que les souris Agrine”
présentent une paralysie a la naissance due a de défauts synaptiques importants. La
taille des fibres musculaires est réduite et les clusters de RAChs, en plus d’étre réduits,
ne sont pas correctement positionnés face a des terminaisons axonales (Misgeld et al.

2005). L’agrine a donc un role important dans la différenciation musculaire et peut étre
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utilisée en culture cellulaire pour améliorer la différenciation (cf. Matériel et Méthodes

1.1.3 Différenciation des cellules primaires).

1.4.4. Les tubules transverses

Les tubules-T sont des invaginations du sarcolemme d’environ 20 a 40 nm de
diameétre, insérés entre les myofibrilles. Chez les mammiféres, ils sont situés
I'intersection entre les bandes A et | des sarcoméres (McComas 1977), et chez les
reptiles, batraciens et poissons au niveau de la bande Z (Franzini Armstrong 2005,
Franzini Armstrong 1970) (Figure 8). Les tubules-T permettent la propagation du
potentiel d’action (PA) dans la fibre musculaire et la régulation du relachement de
calcium par le réticulum sarcoplasmique (RS). Grace au récepteur aux
dihydropyridines (DHPR), un canal calcique voltage-dépendant qui, dans le muscle
squelettique entre directement en contact avec un second canal calcique, le récepteur
a la Ryanodine RyR1, sur la membrane des citernes terminales (cf. 1.5.2 Complexe de
relachement du calcium) (Al-Qusairi et Laporte 2011; Franzini-Armstrong 1991). Les
tubules-T sont des tubes de membrane plasmique (Ezerman et Ishikawa 1967)
pénétrant dans la fibre musculaire transversalement dans des régions définies du
sarcolemme (Huxley 1964; Franzini-armstrong et Porter 1964a). Leur nombre et
localisation exacte dépendent des especes et des types de muscles (Hoyle 1969).
Leur membrane est distincte de la membrane plasmique et de celle du RS par sa
composition en phospholipides et sa haute concentration en cholestérol (Flucher et al.
1994).

La membrane des tubules-T présente une grande plasticité, avec un renouvellement
constant des lipides qui la composent, nécessaire a sa stabilité lors de la contraction
musculaire et facilitant sa réparation (Al-Qusairi et Laporte 2011). Cette membrane est
riche en cholestérol et deux fois plus riche en sphingolipides que la membrane

plasmique et la membrane du RS (Pediconi et al. 1987).

L’étude de la biogenése des tubules-T chez la souris et le poulet a montré que celle-
ci était plus tardive que celle du RS (Takekura et al. 2001; Flucher, Takekura, et
Franzini-Armstrong 1993). Au cours du développement murin, les premiers tubules-T
sont des petits tubes s’invaginant longitudinalement dans la fibre musculaire a partir

de la membrane plasmique et ce dés le stade embryonnaire E15 (Veratti 1902;
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Franzini-Armstrong 1991; Takekura et al. 2001). Puis durant la fin de la gestation les
tubules envahissent I'entiéreté de la fibre en restant majoritairement longitudinaux. Ce
n‘est qu’aprés trois semaines post-natales que les tubules-T s'organisent
transversalement (Al-Qusairi et Laporte 2011; Franzini-Armstrong 1991).

Figure 8. Les tubules-T dans le tissu musculaire de différentes espéces.

(A, A’ et A”’) Coupe longitudinale de muscle de myxine. Les ‘pieds’ de RyR1 sont visibles au niveau
de la triade (fléches) (Adapté de Di Biase et Franzini-Armstrong 2005). (B, B’) Coupe longitudinale
de muscle de lamproie. Les ‘pieds’ de RyR1 sont visibles au niveau de la triade (fleches) (Adapté de
Di Biase et Franzini-Armstrong 2005). Les tubules-T ont différentes positions dans les muscles de
grenouille et de lézard. (C, C’) Coupe longitudinale de muscle de grenouille. Les tubules-T sont situés
au niveau de la ligne Z du sarcomére. Les ‘pieds’ de RyR1 sont visibles au niveau de la triade (fleches)
(Adapté de Franzini-Armstrong 1970). (D) Coupe longitudinale de muscle de lézard. Les tubules-T
(fleches) sont situés au niveau de la bande A du sarcomére (Adapté de Franzini-Armstrong 2018).

1.4.5. Réticulum Sarcoplasmique et Triades

Le réticulum sarcoplasmique (RS) est une extension du réticulum
endoplasmique spécialisé dans le stockage et la libération massive de calcium au

cours des cycles de contraction/relaxation (Charuk et al.1992).

Le RS est enroulé autour des myofibrilles et compartimenté en deux sous domaines :
le RS jonctionnel et le RS longitudinal. Le RS jonctionnel ou citernes terminales (Villa
et al. 1993) contient les protéines du complexe de relachement du calcium (CRC) telles
que le récepteur a la ryanodine de type 1 (RyR1), la triadine et la junctine. Il fait partie
de la triade, le site de couplage formé par la jonction entre un tubule-T et deux citernes
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du réticulum sarcoplasmique de part et d'autre du tubule-T (Flucher et al. 1991). Le
RS longitudinal s’organise parallélement aux myofibrilles et contient les pompes
SERCA (sarco/endoplasmique reticulum Ca?*-ATPase) responsables de la

récupération du Ca?* aprés la vague de contraction de la fibre musculaire (Figure 9).

Au cours du développement le RS proviendrait du réticulum endoplasmique rugueux
(Flucher et al. 1994). La biogenése du RS débute par la tubulation du RE qui se ramifie
autour des myofibrilles (AlQusairi and Laporte 2011), pour finalement permettre le
contact entre la citerne terminale et le tubule-T au niveau de linterface A-l du

sarcomere et ainsi former la triade.

La maturation de la triade se fait en plusieurs étapes distinctes au cours du
développement en commengant par une augmentation de la quantité de RS et de
tubules-T. Puis une augmentation du nombre de contacts entre le RS et les tubules-T

et enfin une transversalisation de I'orientation des triades (Franzini-Armstrong 1991).

Cette organisation est nécessaire a la bonne propagation du PA et donc a la

contraction musculaire.
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. Myofibrilles

Figure 9. La triade et le complexe de relichement du Ca?*.

La dépolarisation du sarcolemme se propage jusqu'a la triade et entraine un changement
conformationnel du DHPR qui va induire un changement conformationnel du RyR1 et I'ouverture du
canal et une sortie massive de Ca2* depuis les citernes terminales du RS. Le Ca?* libéré va se fixer
sur la troponine C et entrainer un changement de conformation de la troponine, ce qui déplace
légérement la tropomyosine qui lui est liée, démasquant ainsi les sites de liaison actine-myosine avant
d’étre de nouveau internalisé dans le RS par les pompes SERCA. Les images de microscopie
électronique a transmission représentent une triade entre deux citernes terminales (RS jonctionnel)
et le tubule-T. Les zones denses aux électrons entre le RS et le tubule-T sont les "pieds" de RyR1.
(Image issue de la collection de J. Lainé).
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1.5. CONTRACTION MUSCULAIRE : LE COUPLAGE EXCITATION-
CONTRACTION

Pour permettre la contraction du muscle et donc le maintien, le mouvement et
la respiration, un transfert d’'information entre les systémes nerveux et musculaire est
nécessaire (Jones et al. 2017). La commande motrice est envoyée aux muscles depuis
le cerveau par des motoneurones provenant de la corne antérieure de la moelle
épiniére (Slater 2017). L’axone de chaque motoneurone se ramifie pour innerver
plusieurs fibres musculaires et former ce que I'on appelle I'unité motrice (Hudson et al.
2019).

1.51. Modifications du sarcomére

L’activation du complexe de relachement du Ca?* (CRC) entraine une sortie de
calcium du réticulum sarcoplasmique (RS) ce qui fait passer la concentration en
calcium de 100nm a 1um et conduit a la contraction de la fibre musculaire (Hanson et
Huxley 1953). Le calcium relaché dans le cytoplasme se lie a la troponine C sur les
filaments fins d’actine. La tropomyosine | change alors de conformation ce qui permet

le contact entre la téte de myosine et I'actine (McComas 1978) (Figure 10).

Sacomére relaxé Ligne M Ligne Z

— mme

el A Bande | ', BandeA

Filament fin Téte de myosine Filament épais
d'actine de myosine

Sarcomére

Augmentation [Ca?]

intracyfoplasmique

Sacomére contracté

3 .
500nm -

Contraction -

Figure 10. Structure du sarcomére et contraction musculaire.

Représentation schématique d’'un sarcomére au repos et du sarcomére contracté. La fixation du Ca2* sur
la troponine C au niveau de la téte de myosine entraine un glissement de la myosine sur I'actine, la
rétractation du sarcomeére et ainsi la contraction musculaire. L'image en microscopie électronique a
transmission montre le sarcomére d’une fibre musculaire a I'état de repos. (Image issue de la collection
de J. Lainé).
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La téte de myosine est une ATPase, I'hydrolyse de 'ATP permet la fixation a l'actine,
une rotation de la myosine par rapport a I'actine et un glissement des filaments fins et
épais I'un par rapport a l'autre (Bowman 1990). Une fois 'ADP relachée, le calcium se
détache de la troponine C et retourne dans le RS aprés récupération par la pompe
SERCA (Stammers et al. 2015).

1.5.2. Le couplage excitation-contraction et le complexe de reldchement

du calcium

La contraction musculaire est induite par une augmentation de la concentration
en calcium intracellulaire qui entraine un glissement des filaments épais de myosine

sur les filaments fins d’actine et donc un raccourcissement des sarcomeéres.

C’est la stimulation nerveuse par le motoneurone qui entraine la dépolarisation de la
membrane plasmique et la libération de calcium depuis sa réserve intracellulaire ; le

réticulum sarcoplasmique (Fauré et al. 2007).

Le complexe de relachement du calcium est I'entité qui permet de coordonner la
dépolarisation de la membrane, le relachement de calcium et donc la contraction
musculaire (Figure 11). Ce processus est appelé le couplage excitation-contraction. I
nécessite deux canaux calciques majeurs : le récepteur des dihydropyridines (DHPR),
situé sur le tubule-T, qui active le récepteur a la ryanodine (RyR1), situé sur le RS au
niveau de la citerne terminale. Comme décrit précédemment, le contact entre ces deux

canaux forme la triade.

Le récepteur des dihydropyridines (DHPR) est un canal calcique de type-L voltage-
dépendant régulant les flux de calcium a travers la membrane plasmique. Il est trés
enrichi au niveau des tubules-T des muscles striés cardiaques et squelettiques (Fosset
et al. 1983).

Le DHPR est un hétéropentameére de 450kDa composé de cing sous-unités encodées
par 4 génes différents (Hu et al. 2015). La sous-unité a1s aussi appelée Cav-1.1 est
le senseur du voltage et forme le pore ionique, les sous-unités a2 et § sont
modulatrices des propriétés du canal et liées par un pont disulfure (Araya et al. 2003),

la sous unité f1interagit avec a1s au niveau de sa partie cytoplasmique (Wang et al.
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2002) et la sous-unité y est transmembranaire et ne semble pas impliquée dans le

couplage excitation-contraction (Ursu et al. 2001).

Le récepteur a la ryanodine (RyR) est un canal calcique géant (Takeshima et al. 1994).
Il posséde un large domaine cytoplasmique possédant une haute affinité pour la
ryanodine (Franzini-Armstrong et Protasi 1997) et lui donnant la forme d’un pied lors
de son observation par microscopie électronique. Il présente une large conductance
et permet de rapides sorties de calcium (Smith et al. 1985; Franzini-Armstrong et
Protasi 1997).

Le récepteur a la ryanodine existe sous trois isoformes ; RyR1, RyR2 et RyR3, issues
de trois génes et possédant entre 67 et 70% d’homologie (Lanner et al. 2010). Ces

trois canaux sont exprimés dans des tissus différents.

RyR1, la premiere isoforme décrite, est exprimée dans le muscle squelettique et est
impliquée dans le couplage excitation contraction grace a son association avec le
DHPR (Franzini-Armstrong et Protasi 1997). Elle est localisée, a trés haute densité,
au niveau du RS jonctionnel (Franzini-Armstrong et Nunzi 1983). L’isoforme RyR2 est
prédominante dans le muscle cardiaque et également retrouvée en grande quantité
dans le cerveau (Lanner et al. 2010). La derniére isoforme RyR3 est ubiquitaire et est
retrouvée en petite quantité dans tous les tissus (Giannini et Sorrentino 1995). Il a été
montré dans le muscle squelettique que I'expression de RyR3 augmente en début de
différenciation (Giannini et al. 1995), ce qui permettrait d’augmenter les relachements

de calcium du RyR1 dans le cytoplasme des fibres musculaires (Yang et al. 2001).

Le récepteur a la ryanodine 1 est un homotétramere composé de 4 sous-unités
d’environ 565 kDa chacune (Zalk et al. 2015). Il est composé de deux domaines ; un
domaine C-terminal transmembranaire qui forme le pore du canal et interagit avec la
junctine, la triadine, Homer et la calséquestrine (Bers 2004), et un domaine N-terminal
représentant 80% de la protéine et interagissant avec le DHPR (Paolini et al. 2004)

ainsi qu’avec les protéines régulatrice FKBP12 et calmoduline.

Chaque monomeére est constitué de six segments transmembranaires formant le pore
du canal. Le filtre de sélectivité ionique est formé par une boucle entre les domaines 5
et 6 (Gao et al. 2000; Meissner 2017).
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L’interaction entre les deux canaux du CRC est mécanique et physique et dépend de
'alignement des protéines (Protasi et al. 1998) (Figure 11). Une tétrade de DHPR
interagit avec un homotétramére de RyR1 sur deux au niveau de son domaine
cytoplasmique (Paolini et al. 2004). Au niveau de la triade on a donc chaque DHPR en
contact avec un RyR1 et des RyR1 non couplés. Ces canaux supplémentaires
pourraient avoir comme réle d’amplifier le relachement de calcium (Gao et al. 2000;
Zalk et al. 2015), ou de constituer une réserve de canaux en cas de besoin de

couplages E-C supplémentaires (Rios et al. 2019).
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Le bon fonctionnement de la triade nécessite aussi la présence de protéines
régulatrices. La calséquestrine permet la fixation du calcium dans le RS afin de
permettre une mobilisation rapide du calcium (Beard, Laver, et Dulhunty 2004). La
triadine et la junctine sont des protéines transmembranaires du RS dont les parties
luminales sont capables de se fixer au RyR1. La triadine existe sous quatre isoformes
dans le muscle squelettique, elles ont été nommées selon leur poids moléculaire
apparent : Trisk (de I'anglais TRladin Skeletal) 95 pour l'isoforme de 95kDa, Trisk 51
pour l'isoforme de 51kDa, Trisk 49 et Trisk 32 pour les isoformes de 49 et 32kDa
(Vassilopoulos et al. 2005). La triadine et la junctine permettent I'ancrage de la
calséquestrine a proximité du RyR1 ainsi que le maintien du RyR face au DHPR (Marty

2004; Zhang et al. 1997). FKBP12 aussi connue sous le nom de calstabine est capable
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de se lier a la partie cytoplasmique de RyR1 et coordonne I'association des quatre
monomeres afin de former un canal fonctionnel (Mei et al. 2013). Finalement la
calmoduline est une petite protéine pouvant lier le calcium. |l a été montré qu’elle
pouvait moduler la sous-unité a1s du DHPR (Peterson et al. 1999), ainsi que se lier

aux monomeéres de RyR1 afin d’activer le canal (Yamaguchi et al. 2003).

1.6. LA BIOGENESE DES TUBULES-T

La biogenése des tubules-T parait donc morphologiquement définie mais ses
mécanismes moléculaires restent évasifs car différentes protéines semblent étre

impliquées dans le processus.

En premier lieu, la cavéoline 3 (Cav-3), composant principal des cavéoles musculaires
et protéine qui nous intéresse particulierement dans cette thése, semble étre a I'origine
de la formation des tubules-T (Figure 12). En effet aux prémices de leur formation, les
tubules-T sont perlés (Franzini-Armstrong 1991), ont un diamétre et une morphologie
similaires aux cavéoles, et ont une composition lipidiques identique aux cavéoles
(riches en sphingolipides et en cholestérol) (Parton et al. 1997). L’implication de la
Cav-3 dans la biogenése des tubules-T sera détaillée dans la partie Il de cette

introduction ainsi que dans les parties résultats et discussion.

La seconde protéine semblant étre engagée dans la formation des tubules-T est
appelée Amphiphysine-2, ou Bin1 (Figure 12). C’est une protéine ubiquitaire, codée
par le géne BIN1, permettant de courber et de tubuler les lipides membranaires via
son domaine BAR (Bin/Amphiphysine/Rys) (Lee et al. 2002) et qui peut interagir avec
la dynamine 2 (DNM2) (Takei et al. 1999). Dans le muscle squelettique, I'isoforme
spécifique contient un exon 11 qui est inclus au cours de la différenciation musculaire
et qui entraine sa liaison aux phosphoinositides 4,5 bisphosphate (PI(4,5)P2) et 4
monophosphate (P14P). Dans les myofibres adultes, Bin1 a été localisée au niveau
des triades transversales (Butler et al. 1997; Lee et al. 2002) . C'est ce domaine de
liaison aux PI qui lui permet d’étre recrutée au niveau des tubules-T (Lee et al. 2002).
In vitro, le marquage Bin1 présente une organisation longitudinale colocalisant avec
RyR1 (Zalk et al. 2007) et Cav-3 (Parton et al. 1997). Les drosophiles ne synthétisant
pas la protéine Bin1 présentent des défauts musculaires tels que des altérations de

couplage excitation-contraction et de morphologie des tubules-T (Razzaq et al. 2001).
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De méme dans le cas de la myopathie centronucléaire (CNM) et de la dystrophie
myotonique (DM), deux maladies musculaires pouvant étre dues a des mutations ou
a un défaut d'épissage de I'exon 11 dans le géne BIN1, une centralisation des noyaux
ainsi que des défauts de tubules-T et de triades sont retrouvés (Fugier et al. 2011).
Ces résultats semblent confirmer I'implication de Bin1 dans la formation des tubules-

T au cours du développement.

Il a été montré au cours de la premiére semaine de régénération des muscles de rat
que la dysferline se situait au niveau des tubules-T avant de migrer au sarcolemme
(Klinge et al. 2010). La dysferline est une protéine de liaison au calcium impliquée dans
les mécanismes d'exocytose, de réparation et de fusion membranaire dépendants du
calcium (Al-Qusairi et Laporte 2011). Comme pour Cav-3, les souris n’exprimant pas
de dysferline présentent des altérations de tubules-T avec des défauts de
transversalisation (Klinge et al. 2010). Bien que son rdle dans la biogenése des
tubules-T ne soit pas totalement établi, on peut supposer que la dysferline y
participerait par la fusion des cavéoles musculaires (Al-Qusairi et Laporte 2011)
(Figure 12).

En plus de ces protéines impliquées dans la formation des tubules-T, plusieurs autres

protéines sont impliquées dans la maturation des citernes terminales de RS.

C’est le cas par exemple des mitsugumines 29 et 53 (MG29, MG53) respectivement
impliquées dans la formation précoce du RS jonctionnel (Komazaki et al. 1999) et la
formation de la triade par une liaison avec Cav-3 et la dysferline (Cai et al. 2009). Des
protéines de la famille des junctophilines sont impliquées dans la liaison des citernes
terminales du RS avec le tubule-T (Takeshima et al. 2000). Les membres de la famille
de junctophilines sont exprimés dans les cellules excitables qui nécessitent des
couplages entre la membrane plasmique et le réticulum endo/sarcoplasmique. Dans
le muscle squelettique, la junctophiline 1 est située a la membrane du réticulum
endo/sarcoplasmique et facilite Iinteraction protéine-protéine entre les canaux
calciques voltage-dépendant de la membrane plasmique et les canaux calciques
intracellulaires tels que RyR1. La junctophiline 1 permet donc d’assurer une
transmission optimale de I'influx calcique transmembranaire entre le sarcolemme et le
réticulum sarcoplasmique (Garbino et al. 2009). Les myotubularines font partie d’'une

super famille de tyrosine-dual specificity phosphatases exprimées ubiquitairement

Eline Lemerle - Thése de Doctorat - 2021



INTRODUCTION - Le muscle squelettique

(Laporte et al. 2003). Elles sont connues pour participer a de nombreux processus
cellulaires tels que le trafic endosomal (Dowling et al. 2012), le couplage excitation-
contraction (AlQusairi et al. 2009), I'organisation du cytosquelette (Hnia et al. 2011), la
structure de la jonction neuromusculaire (Tsujita et al. 2004), l'autophagie et la
prolifération des cellules satellites (Al-Qusairi et al. 2009). En l'absence de
myotubularine les souris présentent un phénotype de myopathie centronucléaire, avec
des défaut de tubules-T, ainsi la myotubularine semble avoir un réle dans la maturation
tardive de la triade (Al-Qusairi et al. 2009).
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Figure 12. Tubule-T et les protéines impliquées dans sa biogenése.

(A) Observation de microscopie électronique a transmission d’'une coupe longitudinale d’'un muscle
EDL de souris a 18 jours de développement in utero. Les tubules-T rendus denses aux électrons par
un traceur ont une orientation longitudinale. Des protrusions de structures ressemblant a des
cavéoles (fleche) sont retrouvées au niveau de la membrane du tubule. Barre d’échelle = 1ym
(Adapté de Franzini-Armstrong 1991). (B) et (C) Images en microscopie confocale
d'immunofluorescence sur des C2C12 différenciés. On observe un marquage Bin1 (M-Amph2) sur
des éléments tubulaires colocalisant partiellement avec Cav-3 et DHPR. Les inserts de (B) et (C)
montrent que les ponctuations du marquage du DHPR et de Cav-3 sont souvent alignées avec les
tubules positifs a Bin1. Barre d’échelle = 10um. (Adapté de Lee et al. 2002). (D) Localisation
subcellulaire de la dysferline par microscopie confocale dans les myotubes C2C12 aprés 6 jours de
différenciation. Un double marquage Dysferline / Bin1 démontre que la dysferline endogéne
colocalise avec Bin1. Barre d'échelle = 5 ym (Adapté de Klinge et al. 2007).
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Dans le muscle squelettique les tubules-T sont essentiels a la contraction musculaire
et donc au bon fonctionnement du tissu. Cette thése s’intéresse au lien entre le
développement du tubule-T et une structure membranaire abondante au sarcolemme,

la cavéole, qui sera décrite dans la partie suivante.
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Il. CAVEOLES

I.1. HISTORIQUE

1.1.1. Premiéres observations

Les cavéoles ont été observées pour la premiére fois par microscopie
électronique dans des cellules de capillaires et de vésicule biliaire dans les années
1950 par Palade (1953) et Yamada (1955). Elles ont été respectivement nommées
vésicules plasmalemmales et caveolae intracellularis. Yamada les a définies comme
“‘a small pocket, vesicle, cave, recess communicating with the outside of a cell, and
extending inward, indenting the cytoplasm and the cell membrane”, c’est-a-dire une
petite poche, vésicule, grotte, ou renfoncement communiquant avec le milieu extérieur
et bourgeonnant en intracellulaire, dentelant le cytoplasme et la membrane plasmique
(Figure 13). Elles sont caractérisées par leur diameétre de 50-100nm, ainsi que leur
typique aspect lisse di a I'absence d’'un manteau visible en coupes fines (Yamada
1955; Norkin et al. 2002), contrairement aux vésicules a clathrine (Palade et Bruns
1968; Rothberg et al. 1992).

Figure 13. Les cavéoles a la
membrane plasmique.
Fibroblastes humains in vitro
préparés pour la microscopie
électronique en coupe mince (A et
B) ou pour la microscopie a
congélation rapide et a gravure
profonde (C). (B) Les fleches
indiquent des stries légeéres sur la
membrane des cavéoles. (C)
fleches ouvertes : cavéole
invaginée ; fleche pleine : manteau
avec une morphologie arquée ou en
spirale ; fleche courbe : manteau
cavéolaire avec des crétes
paralléles. (Adapté de Rothberg et
al. 1992)
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11.1.2. Organisation des cavéoles

Chez les mammiféres les cavéoles sont présentes dans tous les types
cellulaires exceptés les neurones et les lymphocytes, bien que ces 2 types cellulaires
expriment la cavéoline 1, constituant principal des cavéoles. Elles sont trés
abondantes dans les adipocytes, fibroblastes ainsi que dans les cellules endothéliales
et musculaires (Parton et Simons 2007) et peuvent occuper 18-40% de la surface de

la membrane plasmique (Chang et al. 2014).

Les caveoles peuvent s’organiser de plusieurs fagons dans les cellules ; cavéoles
uniques, en agrégats (Pelkmans et Zerial 2005) ou associées a des structures

spécialisées (Schiaffino et al. 1977; Franzini-Armstrong 1991).

Bien que les cavéoles aient été décrites comme n’ayant pas de manteau, il a été
observé, au niveau du cytoplasme, des striations denses aux électrons sur ces
structures (Rothberg et al. 1992), une courbure variable (Anderson 1991), ainsi qu’un
désassemblage des cavéoles en cas de déplétion du cholestérol. L’hypothése de la
présence d’une protéine membranaire interagissant avec le cholestérol et formant les
cavéoles a donc été émise. Il aura fallu presque 40 ans pour caractériser la protéine
principale des cavéoles, la cavéoline (Rothberg et al. 1992), qui sera renommée
caveéoline 1 suite a la découverte de 2 autres protéines des cavéoles, la cavéoline 2 et
la cavéoline 3. La membrane des caveéoles est définie par une résistance a la
solubilisation par triton X-100 a 4°C, une densité flottante faible, ainsi qu’'un
enrichissement en glycosphingolipides, cholestérol et protéines membranaires
(Anderson 1998). Ces observations et caractérisations ont été le point de départ de

I'étude de la biogenése et fonction des cavéoles dans les cellules.

1.2 BIOGENESE DES CAVEOLES
1.2.1. Une composition hétérogéne
1.2.1.1. Les cavéolines comme squelette de la cavéole

En plus d’'une membrane riche en cholestérol et en sphingolipides, les cavéoles

sont formées de divers protéines. La protéine principale, la cavéoline, existe sous 3
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isoformes : Cav-1, Cav-2 et Cav-3. Dans les cavéoles, 144 protéines de cavéoline
s’oligomérisent et s’associent avec les cavines, le cholestérol et des protéines
accessoires (Parton et Simons 2007). Seules Cav-1 et Cav-3 sont capables de former
des cavéoles a la membrane plasmique (Fra et al. 1995; Capozza et al. 2005) et la

perte d’une de ces deux protéines entraine une perte de cavéoles a la membrane.

La cavéoline est une petite protéine de 18-24kDa. Son analyse a montré la présence
d’'une région hydrophobe en épingle a cheveux de 33 acides aminés qui permet son
ancrage dans la bicouche lipidique (Glenney et Soppet 1992). Les régions NH2- et
COOH- terminales de la cavéoline sont donc entierement cytoplasmiques

(Sargiacomo et al. 1993) (Figure 14).
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d'oligomérisation
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Figure 14. La cavéoline et son insertion dans la membrane plasmique.

Représentation schématique de Cav-1 et de son insertion dans la membrane plasmique. Cav-1 s’insére
dans des domaines spécifiques de la membrane plasmique riches en cholestérol et en sphingolipides
par un domaine intramembranaire en épingle a cheveux. Ses extrémités N et C terminales sont
cytosoliques. Trois sites de palmitoylation dans le domaine de liaison a la membrane permettent son
ancrage et sa stabilisation a la membrane plasmique. (Adapté de Parton et del Pozo 2013)

La caveoline 1 fut la premiére isoforme décrite (Rothberg et al. 1992) et est devenue
le premier marqueur des cavéoles. Cav-1 est exprimée ubiquitairement bien qu’a
différents niveaux dans différents tissus ; sa concentration étant la plus élevée dans
les adipocytes, les cellules endothéliales, les fibroblastes, le muscle lisse et les cellules
epithéliales (Williams et Lisanti 2004). La localisation principale de Cav-1 au sein des
cellules est a la membrane plasmique ou elle se lie étroitement et spécifiquement au
cholestérol (Murata et al. 1995).

La cavéoline 1 est une protéine de 21-24kDa, encodée par un seul géne (Figure 15).

Elle existe sous deux isoformes appelées a et 5, différant d’environ 3kDa. La cavéoline
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a contient les résidus 1 a 178, la methionine 32 jouant le réle de site d’initiation pour
former la cavéoline § (Scherer et al. 1996). Les deux isoformes peuvent étre envoyées
aux cavéoles a la membrane plasmique, former des homo-oligomeéres (Monier et al.
1996) et interagir avec les protéines G (Sargiacomo et al. 1993). Leur oligomérisation
a lieu au niveau de la membrane du réticulum endoplasmique gréace a leur séquence
d’oligomérisation (entre les résidus 61 et 101) (Sargiacomo et al. 1995) ainsi qu’a une
palmitoylation de trois cystéines en C-term (Dietzen et al. 1995).

En 1996, Scherer et ses collegues ont montré dans des adipocytes la co-expression
d’une autre protéine apparentée a Cav-1 au niveau des cavéoles qui lui est identique
a environ 38% et similaire a 58% (Scherer et al. 1996) (Figure 15). lls ont nommé cette
protéine cavéoline 2. Cette protéine de 20kDa forme des hétéro-oligomeres de 14 a
16 sous-unités trés stables avec Cav-1 (Scherer et al. 1997). Il faut noter que Cav-2
reste en mono ou dimeéres en I'absence de Cav-1. Elle est co-exprimée dans la plupart
des cellules et tissus et requiere la cavéoline 1 pour former des cavéoles a la
membrane plasmique. En effet lorsqu’elle est surexprimée seule, la cavéoline 2 ne

quitte pas le Golgi et y est dégradée (Mora et al. 1999).

Deux traductions possibles de TARNm CAV-2 donnent deux isoformes « et  de la
Cav-2 (Scherer et al. 1996), cependant trés peu de choses sont connues concernant
leur expression et leur fonction respectives. Telle que Cav-1, Cav-2 peut étre
palmitoylée sur ses résidus cystéine en C-term (Kwon et al. 2015).

La troisieme isoforme de la cavéoline a été identifiée par bio-informatique suite a une
recherche d’homologues de Cav-1. Elle est nommée cavéoline 3 ou M-cavéoline car
elle est exprimée principalement dans le muscle différencié ; lisse, squelettique, et
cardiaque (Way et Parton 1995; Tang et al. 1996). Elle est identique a Cav-1 a 65% et
similaire a 85% (Tang et al. 1996) (Figure 15). Cav-3 peut elle aussi étre palmitoylée
en C-term ce qui permet son oligomérisation. De plus il a été montré dans les
cardiomyocytes que Cav-1 et Cav-3 pouvaient s’hétéro-oligomériser et former des
cavéoles mixtes (Volonte et al. 2008). Etant I'isoforme musculaire de la cavéoline,
cette thése sera concentrée sur cette protéine qui sera détaillée en détails dans la

partie Ill.
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Les trois cavéolines sont localisées sur deux chromosomes différents. CAV-1 et CAV-
2 a environ 19 kilobases (kb) I'un de l'autre sur le chromosome 7 en position 7q31.1
et CAV-3 sur le chromosome 3 en position 3p25 (Engelman et al. 1999). Elles
possedent toutes les trois une séquence spécifique ‘FEDVIAEP’ dans leur domaine
hydrophile qui est appelée ‘caveolin signature motif’ soit la séquence signature de la
caveéoline (Scherer et al. 1996; Tang et al. 1996) (Figure 15).

Walser et ses collegues ont montré en 2012 que des vésicules membranaires,
appelées cavéoles hétérologues (h-caveéoles), issues de la scission de domaines
cavéolaires de la membrane plasmique, peuvent étre induites en exprimant de la
caveéoline recombinante dans un héte hétérologue comme Escherichia coli. lls ont
montré que les h-cavéoles induites par Cav-1 avaient une morphologie similaire aux
caveoles des mammiféres, le nombre de cavéolines dans une h-cavéole est similaire
a la densité de cavéolines dans une cavéole in vivo (163,9£19,5 contre 144+39), et les
cavéolines mutées et isoformes incapables de générer des cavéoles dans les
systémes mammiferes ne produisent pas non plus de h-cavéoles dans ce systeme

hétérologue.

Cependant afin d’avoir des cavéoles fonctionnelles les cavéolines doivent s’associer

a des protéines accessoires et en particulier aux cavines.

Séquence Domaine Domaine Domaine de liaison a
Yi4 signature d'oligomérisation intramembranaire la membrane
Cavéoline1 H,N I [ | e 1 1 1  Iewel
1 82 102 134 178
Cavéoline 2 H,N - S S COOH
1 64 87 119 162
Cavéoline 3 H,N - O COOH
1 55 74 106 151
Sites de palmitoylation

Figure 15. La famille des cavéolines et la conservation de ses domaines.

La famille des cavéolines présente de nombreux domaines conservés. Le domaine N-terminal contient
en particulier la séquence signature (FEDVIAEP) et le domaine d’oligomérisation qui permet ’homo
ou I'hétéro-oligomérisation des cavéolines. La différence de taille entre les membres de cette famille
dépend de la longueur du domaine N-terminal. (Adapté de Parton et del Pozo 2013)

11.2.1.2. Les cavines comme manteau de la cavéole

Les protéines de la famille des cavines sont localisées au niveau des cavéoles

et dépendent de Cav-1 (ou Cav-3 dans le muscle) pour s’associer a la membrane
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(Bastiani et al. 2009; McMahon et al. 2009). Elles sont nécessaires a la formation et/ou

a la stabilisation des cavéoles dans tous les tissus (Liu et al. 2014).

Cette famille est constituée de quatre protéines de 31-47kDa possédant une
homologie de séquence et une structure en hélice a chargée positivement dans deux
régions clairement délimitées appelées régions hélicales 1 et 2 (HR1 et HR2)
(Gustincich et al. 1999; Kovtun et al. 2014) (Figure 16). HR1 permet une liaison au
phosphatidyl-inositol tandis que HR2 permet celle a la phosphatidyl-sérine (Tillu et al.
2018). De plus les cavines peuvent subir de nombreuses modifications post-
traductionnelles. De nombreux motifs PEST (riches en proline, acide glutamique,
serine et thréonine) caractéristiques d’une sensibilité a la protéolyse suggerent que
’'homéostasie et la fonction des cavines sont régulées par la dégradation protéique
(Kovtun et al. 2015).

Cavine n’est pas leur nom d’usage et ainsi la cavine 1 est aussi appelée polymerase |
and transcript release factor (PTRF), la cavine 2, serum deprivation protein response
(SDPR), la cavine 3 est nommeée sdr-related gene product that binds to C-kinase
(SRBC) et la cavine 4, muscle restricted coiled-coil protein (MURC) (Hayer et al. 2010).
Des complexes hétéro-oligomériques de cavines peuvent étre retrouvés dans le
cytosol et sont recrutés par Cav-1 (ou Cav-3) pour étre adressés aux caveoles.
L’abondance des différentes isoformes de cavines varie selon les tissus (Bastiani et
al. 2009), les cavines 1 et 3 sont exprimées largement, et la cavine 4 est spécifique du
muscle (Hansen et al. 2013). On aurait donc des caveéoles différentes en fonction des
tissus et des types cellulaires (Hansen et al. 2013).

La cavine 1 (PTRF) a été en premier lieu identifiée en tant que facteur de stimulation
du relargage des pré-ARN et de la polymérase | (Pol |) lors de la transcription médiée
par Pol | (Jansa 1998). Elle est essentielle a la formation de cavéoles dans les cellules
mammiféres (Hill et al. 2008; Liu et al. 2008) et sa distribution tissulaire est trés proche
de celle de Cav-1 (Hill et al. 2008; Liu et al. 2008). La cavine 1 est cytosolique et
s’associe avec les cavéoles matures a la membrane plasmique mais pas avec la
cavéoline non cavéolaire, c'est-a-dire avec la cavéoline retrouvée au niveau de
I'appareil de Golgi ou avec les formes mutantes de la cavéoline. Cette interaction est
conservée au cours de I'évolution ainsi la cavine 1 de mammifére est capable de

générer des cavéoles a partir de cavéolines d’invertébrés.
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En 2008, Hill et al. se sont demandés comment la cavine 1 reconnaissait et stabilisait
les cavéoles. En effet malgré I'évidente association de Cav-1 et cavine 1, il leur a été
impossible de montrer leur liaison par immunoprécipitation, ce qui laisse penser que
le role de Cav-1 serait indirect et que des lipides membranaires pourraient étre
impliqués. lls ont finalement montré une liaison de cavine 1 recombinante avec de la
phosphatidyl-sérine (PS) in vitro ainsi qu’une présence nécessaire de cholestérol pour
permettre une interaction cavine 1/Cav-1. On sait que le domaine de repliement de
Cav-1 s’oligomérise in vitro afin de former des domaines membranaires riches en PS
et cholestérol (Wanaski, Ng, et Glaser 2003), il serait donc possible que la cavine 1 se
fixe a ces domaines afin de stabiliser la courbure de la membrane des cavéoles.

Cavine 1 sert donc de manteau a la cavéole.

Les autres membres de la famille des cavines, cavines 2, 3 et 4 (dans le muscle) sont
aussi impliqués dans 'assemblage des cavéoles. Ces protéines peuvent se trimériser
avec la cavine 1 au niveau du domaine HR. Il faut noter que cavine 2 et cavine 3 ne
peuvent pas s’hétéro-oligomériser (Gambin et al. 2013). En 2009, Bastiani et ses
collégues ont étudié la distribution tissulaire des cavines et ont montré que la
distribution des cavines 2 et 3 corrélait celle de Cav-1. Différentes striations a la
surface des cavéoles sont donc observées en fonction des différents oligomeéres

cavine 1/2, cavine 1/3 et cavine 1/4 (Gambin et al. 2013).

SDPR ou cavine 2 a été décrit et isolé dans les plaquettes en tant que protéine de
liasison a la phosphatidyl-serine (Burgener et al. 1990). De plus la traduction de la
cavine 2 a été montrée comme augmentée dans des cellules privées de sérum
(McMahon et al. 2009).

D’aprés Hansen et ses colléegues la cavine 2 est nécessaire a la formation des
caveoles dans les cellules endothéliales pulmonaires de souris ainsi que dans les
adipocytes. lls ont montré que la taille des complexes protéiques des cavines dans les
poumons et tissus adipeux est réduite comparée aux autres tissus. Et sachant qu'une
délétion de cavine 2 entraine une augmentation de la taille des complexes de cavines
dans le poumon, cavine 2 serait impliquée dans la détermination de la taille et la
stabilisation de ces complexes. De plus, en 'absence de cavine 2 a la fois in vivo et in
vitro dans des cellules endothéliales pulmonaires, cavine 1 et Cav-1 se retrouvent

dans des régions plates de la membrane plasmique ainsi que dans des cavéoles peu
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profondes. lls en ont conclu que les cavéoles endothéliales des différents tissus étaient
hétérogénes, que cavine 2 avait un rble important dans la génération de cette
hétérogénéité et que le role de cavine 2 était directement lié a I'établissement de la
forme des membranes cavéolaires (Hansen et al. 2013). En 2009, ils avaient montré
gu’une surexpression de SDPR dans des cellules de mammifére induisait la formation
de tubes de membrane plasmique, supposant que son role dans les cavéoles pouvait

étre en lien avec la courbure membranaire (Hansen et al. 2009).

Cependant il faut noter que cavine 2 n’'est pas nécessaire dans tous les types

d’endothéliums.

La cavine-3 ou SRBC a été découverte en 1997 comme un partenaire phosphorylé
par la PKCd activée in vitro et in vivo (lzumi et al. 1997). Elle a donc tout d’abord été
nommée PRKCDBP soit protein kinase C delta-binding protein. Elle a une grande
homologie de séquence avec cavine-2 et beaucoup de fonctions similaires. Elles se
lient toutes les deux a la phosphatidylsérine (PS), et sont surexprimées dans des
conditions sans sérum. La cavine-3 est aussi appelée SRBC pour SDR-related gene
product that binds to C-kinase (Nassar et Parat 2015).

La cavine 3 est exprimée dans le foie et le cerveau ou les autres protéines cavéolaires
sont trés faiblement exprimées. De plus elle est fortement exprimée dans le coeur
(Bastiani et al. 2009). McMahon et ses collégues ont été les premiers a rapporter que
SRBC était localisé au niveau des cavéoles. Son domaine leucine-zipper ainsi que
'expression de Cav-1 permettent un adressage correct. La cavine 3 étant sous-
régulée en cas de déplétion de Cav-1, ils ont avancé I'hypothése que Cav-1 la
stabiliserait. Finalement leur étude leur a permis de conclure que la cavine 3 régulait
le bourgeonnement et le transport des cavéoles le long des microtubules (McMahon
et al. 2009).

En 2008, suite a un séquencage SAGE (de I'anglais serial analysis gene expression)
d’ARNm isolés de cceurs de souris adultes, une nouvelle protéine de 362 acides
aminés a été identifiée. La cavine 4 a ainsi été la derniére cavine décrite (Ogata et al.
2008). Elle est retrouvée abondamment dans les muscles cardiaque et squelettique,
ainsi qu’a un niveau moindre dans le muscle lisse au niveau de 'aorte et des poumons.

Cette protéine étant retrouvée principalement dans le tissu musculaire et possédant
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un domaine globulaire supposée elle a été nommée muscle-restricted putative coiled-
coil (MURC). A la base décrite comme une protéine purement cytosolique (Ogata et
al. 2008; Tagawa et al. 2008), il a été montré par Bastiani et ses collégues qu’elle
s’associait avec les cavéoles a la membrane plasmique et qu’elle pouvait étre
impliquée dans des pathologies musculaires liées aux cavéoles (cf. IV. Pathologies)
(Bastiani et al. 2009).

11 47 53 75 136 152 166186193 219 233 249 257 297 339 357
Cavine 1 HN (NN ] @l cooH
1 392
22 4853 100 323 351 387 405
Cavine2 H.N [N B B8 cooH
1 418
32 53 140 174 213 246
Cavine 3 H,N I [ COOH
1 260
131 9 321339
Cavine 4 H,N i @ coou
1 362
@ Domaine PEST Domaine riche en leucine NLS

Figure 16. Structure des cavines.

Les cavines ont des tailles différentes mais elles possédent toutes des domaines PEST et riches en leucine permettant
des interactions protéiques. La cavine 1 est la seule possédant des séquence NLS favorisant sa translocation au noyau.
(Adapté de Bastiani et al. 2009).

11.2.1.3. Les protéines accessoires stabilisatrices de la cavéole

by

Bien que non essentielles a la formation des cavéoles, des protéines

accessoires y sont présentes afin de les stabiliser et de réguler leurs fonctions.

Les protéines EHD (Eps 15 homology domain containing) s’associent avec le col des
caveoles. EHD2 est la principale protéine de cette famille retrouvée au niveau
cavéolaire. C'est une ATPase formant des anneaux de 14 monomeres au niveau du
col des cavéoles (Shah et al. 2014). Yeow et ses collégues ont récemment montré que
EHD1 et EHD4 pouvaient aussi étre recrutés aux cavéoles lorsque le niveau d’EHD2
était reduit (Yeow et al. 2017). La perte de ces trois protéines n’affecte pas la cavéole
en elle-méme mais la morphologie de son col. De plus il a été montré qu’un déficit en
protéines EHD entrainait une diminution de regroupements multi-cavéolaires. Cela
suggere que ces protéines ont un réle dans la stabilisation de ces complexes (Yeow
et al. 2017).
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Les pacsines (ou syndapines) se lient aux protéines EHD grace a leur motif NPF (Asn-
Pro-Phe). Il existe trois pacsins : pacsin 1 retrouvée essentiellement dans les neurones
(Plomann et al. 1998), pacsine 2 qui est ubiquitaire et pacsine 3 exprimée
principalement dans le tissu musculaire (Ritter et al. 1999). Une inhibition de
I'expression de la pacsine 2 dans des cultures cellulaires entraine une modification de
la morphologie des cavéoles (Hansen et al. 2011), et une extinction du géne codant
pacsine 3 dans des souris entraine une perte de cavéoles musculaires (Seemann et
al. 2017). Ces découvertes suggéerent que les pacsines sont importantes dans le
processus de formation des cavéoles par déformation des membranes. Une autre
fonction de ces protéines est le recrutement de la dynamine Il au niveau des cavéoles
(Senju et al. 2011). La dynamine Il est une GTPase ayant un réle dans le
bourgeonnement des caveéoles depuis la membrane plasmique afin de permettre leur
endocytose (Henley et al. 1998; Pelkmans et al. 2002; Yao et al. 2005).

11.2.1.4. La caveéole comme compartiment lipidique

Une des caractéristiques importantes des cavéoles est leur insolubilité dans le
Triton X-100 a 4°C. Cela suggére qu’elles présentent une grande concentration de
sphingolipides saturés et de cholestérol (Capozza et al. 2003). Des analyses
quantitatives ont certifié un enrichissement en cholestérol et en glycosphingolipides
(Ortegren et al. 2004).

De plus, les différents constituants cavéolaires ont la capacité de se fixer aux lipides.
Ainsi Cav-1 se lie au cholestérol (Murata et al. 1995) au niveau d’une séquence de
reconnaissance du cholestérol spécifique d’acides aminés (Epand et al. 2005) et on a
estimé jusqu’a 22,000 molécules de cholestérol par cavéole (Ortegren et al. 2004).
Cav-1 posséde aussi des sites palmitoylation sur ses trois résidus cystéines qui
permettent la fixation de palmitate (Dietzen et al. 1995). Les cavines possédent elles
aussi une activité de fixation aux lipides sur leur site HR1 de liaison au phosphatidyl-
inositol (4,5) et sur leur site de fixation a la phosphatidyl-serine (Wanaski et al. 2003).
La concentration élevée de ces protéines de liaison aux lipides dans les cavéoles (140
caveolines et 50 cavines) confirme la présence d’'un enrichissement en ces différents

lipides.
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On sait aussi qu’une déplétion en cholestérol cause un aplatissement des cavéoles
(Rothberg 1992) ainsi que la dissociation des cavines de la membrane plasmique
(Breen et al. 2012; Hill et al. 2008). Le role essentiel de la phosphatidyl-sérine dans la
formation et la stabilité des cavéoles a aussi été montré (Hirama et al. 2017).

Les cavéoles représenteraient donc des domaines lipidiques spécialisés.

11.2.2. Svynthése et formation des cavéoles : Du réticulum endoplasmique

a la membrane plasmique

Les cavéoles sont formées par 'assemblage de différentes protéines et lipides

qui rejoignent la membrane plasmique par différents mécanismes (Figure 17).

La protéine intégrale cavéoline est synthétisée dans le réticulum endoplasmique (RE)
ou elle s’associe en complexes 7S (Monier et al. 1995; Fernandez et al. 2002). Chaque
complexe contient 7 a 14 molécules de Cav-1 (ou Cav-3 dans le muscle) oligomérisées
par leur séquence spécifique (Sargiacomo et al. 1995). Si Cav-2 est synthétisée dans
le type cellulaire en question elle peut alors s’oligomériser avec Cav-1 (Scherer et al.
1996; Scheiffele et al. 1998). Grace a la présence d’une séquence DXE en N-term les
complexes protéiques rejoignent les sites de sortie du RE et sont envoyés a 'appareil
de Golgi dans des vésicules COPII (Scheiffele et al. 1998).

Les cavéolines s’accumulent alors dans le Golgi médian ou elles perdent leur capacité
de diffusion dans la membrane, changent de conformation, s’associent avec le

cholestérol et forment des complexes protéiques 70S (Hayer et al. 2010).

Le transport de la cavéoline a la membrane plasmique a lieu dans des vésicules
caveolae-like. Ces vésicules ont été décrites comme des cavéoles finalisées (Tagawa
et al. 2005) mais il a été montré par la suite que le manteau n’était pas mature (Parton
et Simons 2007; Liu et al. 2008; Bastiani et al. 2009). En effet les protéines accessoires
ne se lient aux cavéoles qu’a la membrane plasmique. Cependant en rejoignant la MP,
les complexes de Cav-1 sont stables. Leur assemblage a donc lieu au niveau du Golgi
tardif ou dans les vésicules de transit (Hayer et al. 2010). Une fois a la membrane
plasmique les molécules de Cav-1 sont relativement immobiles et ne migrent pas d’un
domaine caveéolaire a 'autre (Tagawa et al. 2005). Il faut noter que leur mobilité

augmente en cas de déplétion du cholestérol (Pelkmans et al. 2004).
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Les cavines sont synthétisées dans le cytosol puis recrutées dans les domaines riches
en cavéolines en interagissant non pas avec Cav-1 directement mais avec les lipides
spécifiques des cavéoles comme la PS. Comme décrit précédemment la cavine 1
forment des hétéro-triméres avec les cavines 2 et 3 et est nécessaire pour

I'invagination des cavéoles.

Cet assemblage tardif des cavéoles démontre qu’'elles ne sont pas formées
uniqguement par des interactions protéines-protéines mais aussi grace a
I'environnement unique de la membrane plasmique et en particulier sa composition

lipidique.

Un désassemblage des cavéoles peut survenir en cas de besoin par exemple en cas
de stress mécanique afin de protéger 'intégrité de la cellule en permettant de changer
sa forme (cf. 1.3 Fonctions). On a alors un relargage des protéines accessoires dans
le cytosol et un aplatissement des cavéoles. Le terme aplatissement correspond donc

a une perte de l'identité cavéolaire.

Agglomératon ___, Assemblage des

j des lipides cavéoles .
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Export depuis le ® ® :
Golgi médié par
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cavines et EHD2 _ Reticulum
¥ Endoplamsique Cholestérol
V4 — ® EHD2
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Figure 17. Assemblage des cavéoles a la membrane plasmique.

La protéine Cav-1 formant la cavéole est synthétisée au niveau du réticulum endoplasmique (RE). Son
domaine hydrophobe permet son accumulation sur des gouttelettes lipidiques bourgeonnant du RE.
La Cav-1 synthétisée est transportée vers 'appareil de Golgi, ou elle s'assemble en un complexe riche
en cholestérol qui est ensuite transféré a la membrane plasmique. L'insertion de Cav-1 dans la MP
entraine un regroupement des lipides et le recrutement d'autres composants cavéolaires telles que les
cavines et EHD2 (Adapté de Parton et al. 2020).
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Une cavéole mature a la membrane plasmique présente donc trois couches. Tout
d’abord une bicouche lipidique formée de cholestérol, sphingolipides, phosphatidyl-
sérine. Ce domaine permet I'attraction des protéines d’'intérét au niveau de la
membrane plasmique. On a ensuite un échafaudage de protéines intégrales de Cav-
1 (et Cav-2) ou Cav-3 dans les cellules musculaires, oligomérisées en complexes 70S,
liées trées fortement au cholestérol, et stable dans la MP. Finalement une couche
périphérique au niveau cytosolique de la cavéole et formée par des cavines permet sa

stabilisation, I'induction de la courbure et la régulation du bourgeonnement.

I.3. FONCTIONS

Comme décrit précédemment les cavéoles sont donc des structures stables a
la membrane plasmique. Leurs fonctions dans les cellules ont été trés étudiées et |l

semblerait qu’elles soient multiples.

11.3.1. L’endocytose des cavéoles

En 2001, Pelkmans, Kartenbeck et Helenius ont montré que le papovavirus
SV40 utilisait les cavéoles pour entrer dans les cellules et ainsi contourner la voie
lysosomale. Le SV40 est un virus a ADN non enveloppé qui se fixe a la membrane
plasmique. Il se meut ensuite latéralement pour atteindre les cavéoles. Il y active une
cascade de signaux dépendante d’une tyrosine kinase qui permet de perturber le
cytosquelette d’actine environnant, et de recruter la dynamine Il au niveau du site
d’internalisation (Pelkmans et al. 2002). Les cavéoles se détachent alors et se
déplacent dans le cytosol sous la forme de vésicules d’endocytose cavéolaires. Les
virions sont délivrés par fusion membranaire indépendante de RAB5 a un
compartiment membranaire intracellulaire stationnaire appelé cavéosome (Pelkmans
et al. 2001). Ces structures ne présentent pas de marqueur de la voie d’endocytose
dépendant de la clathrine, leur membrane est riche en cholestérol, elles ne sont pas
connectées a I'espace extracellulaire, présentent un pH neutre (contrairement aux
endosomes qui ont un pH acide) (Pelkmans et al. 2001). Les cavéosomes permettent
le tri des molécules qu’ils contiennent. Par exemple la toxine cholérique est dirigée
vers I'appareil de Golgi, Cav-1 est renvoyée a la membrane plasmique et SV40 est
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transporté au RE par des protéines migrant sur les microtubules (Pelkmans et al.
2004).

Les cavéoles gardent une structure stable au cours de I'endocytose. En plus de leur
fusion avec le cavéosome, elles peuvent étre recrutées par des GTPases spécifiques
et fusionner aux endosomes précoces d’une maniere dépendante de RABS5 (Pelkmans
et al. 2001).

Le réle de la dynamine |l dans ce processus d’endocytose par les cavéoles n’est pas
entierement défini mais semble crucial et est en premier lieu démontré par une
interaction directe de la dynamine |l avec Cav-1 dans des cellules endothéliales en
culture (Yao et al. 2005). De plus, en 1998 Henley et ses collegues ont montré dans
des cellules épithéliales qu’une inhibition de la dynamine 2 entrainait 'accumulation
attendue de puits de clathrines mais aussi de caveéoles. lIs ont de méme observeé une

diminution de I'entrée de la toxine cholérique (Henley et al. 1998).

Cependant il faut noter que cette toxine peut toujours entrer dans les cellules en se
fixant sur le ganglioside GM1 et en diffusant a travers la membrane plasmique
(Kirkham et Parton 2005). Il en est de méme pour d’autres lipides qui entrent

habituellement dans les cellules par la voie cavéolaire.

11.3.2. La mécano-protection par les cavéoles

Des variations de tension de membrane peuvent mettre I'intégrité des cellules
en péril. Ainsi il est intéressant de noter que les cellules présentant le plus de cavéoles
a la membrane plasmique sont celles subissant le plus de stress mécanique in vivo
(Lo et al. 2015). Sinha et ses collégues ont montré que la réponse des cellules
endothéliales et musculaires a un stress était /'aplatissement des cavéoles (Sinha et
al. 2011) (Figure 18). Ce désassemblage passif, c’est-a-dire indépendant de 'ATP et
de l'actine (Sens et Turner 2006), permet de contrer les variations de quantité de
membrane (Sinha et al. 2011). La présence d'un pool stable de cavéoles a la
membrane plasmique permet une réponse rapide des cellules. De plus, ils ont montré
que des mutations dans les cavéolines, par exemple des mutations dans Cav-3,
fragilisent la membrane plasmique. Bien entendu, ce désassemblage des cavéoles

génere des signaux mécano-sensoriels.
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Figure 18. Mécano-protection par les cavéoles dans les fibres musculaires squelettiques.

(A) Visualisation cytosolique de répliques de métal de I'enveloppe cavéolaire en microscopie
électronique a transmission. Différents types de structures cavéolaires sont apparents, allant du plat
(A’) a compléetement invaginé (A”’). (B) Modéle schématique de I'aplatissement des cavéoles qui se
produit lors d'une contrainte mécanique sur la membrane. On pense que les cavéoles s'aplatissent,
libérant ainsi des composants tels que EHD2 et les cavines qui se déplacent ensuite vers le noyau
ou ils régulent I'expression des genes (Adapté de Vassilopoulos 2020).

11.3.2.1. Les cavéoles comme mécano-senseurs

Le désassemblage des cavéoles entraine un relargage des cavines et autres
protéines accessoires dans le cytosol (McMahon et al. 2019). Elles peuvent alors
interagir et réguler des protéines intracellulaires. Cette régulation a lieu en particulier

en cas de modifications dans la tension de membrane.

Ainsi lorsque la tension de membrane augmente la protéine accessoire EHD2 est

relachée dans le cytosol, transportée dans le noyau ou elle y régule négativement des
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genes du cycle cellulaire, du développement cellulaire et des points de contréle du

cycle cellulaire (Torrino et al. 2018).

De méme Hetmanski et ses collégues ont montré que lorsque la tension de membrane
diminue le nombre de cavéoles augmente. En effet la migration des cellules sur un
substrat rigide nécessite une rétractation rapide de la membrane. Ces cavéoles
supplémentaires recrutent la protéine Ect2, un facteur d’échange Rho-GTP, qui
suractive RhoA et la machinerie d’acto-myosine afin de permettre la rétractation de la
membrane et la migration des cellules (Hetmanski et al. 2019).

11.3.2.2. Les caveéoles comme signalisation du stress

Les cavéoles n’ont pas vraiment un role dans les signaux cellulaires sous forme
de caveéoles. En effet lorsque le nombre de cavéoles est diminué 'organisation des
protéines et récepteurs impliqués dans les signaux n’est pas modifiée (Gonzalez et al.
2004). Ces protéines interagissent avec la cavéoline au niveau de son domaine
d’échafaudage qui n’est pas accessible dans les cavéoles. Elles sont donc en
interaction avec le pool de protéines cytosoliques (Dewulf et al. 2019), par exemple
apres le désassemblage des cavéoles.

La libération de Cav-1 dans le cytosol peut entrainer sa phosphorylation sur la tyrosine
14 ce qui lui permet de recruter des protéines spécifiques. Cela entraine par exemple
'augmentation de la traduction des protéines cavéolaires dans le cas d’'un stress
meécanique (Joshi et al. 2012), ou un recrutement de TRAF2, un récepteur essentiel

dans l'induction de la mort cellulaire suite a un stress oxydatif (Jung et al. 2018).

De nombreuses voies de signalisation ont aussi été liées aux cavines. Aprés
désassemblage des cavéoles elles sont retrouvées libres soit en complexes
cavine1/cavine2 ou cavine1/cavine3, soit en monomeres de cavine3 dans le cytosol
(McMahon et al. 2019). McMahon et ses collégues ont montré qu’un traitement aux
UV dans différents types cellulaires entrainait 'augmentation de la concentration en
cavine3 cytosolique. La cavine 3 interagit alors avec la phosphatase PP1a en inhibant
son activité catalytique ce qui provoque l'augmentation de la phosphorylation de

I'histone H2AX entrainant I'apoptose (McMahon et al. 2019).
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Il a été montré dans les adipocytes que la cavine 1 était relachée suite au traitement
par insuline afin d’interagir avec des cibles nucléaires (Briand et al. 2014). Afin de
réguler ce processus, la cavine 1 posséde un site accessible d’ubiquitination sur ses
lysines lorsqu’elle est libre, ce qui entraine sa dégradation par le protéasome et donc

la régulation de la concentration cytosolique en cavine 1 (Tillu et al. 2015).

Les cavéoles pourraient donc servir de réservoir de protéines de signalisation pouvant
étre relachées dans la cellule en cas de réponse des cavéoles a des conditions de
stress. Cependant on ne sait pas encore comment le stress cellulaire induirait le
désassemblage des cavéoles. Plusieurs hypothéses existent comme par exemple la
phosphorylation de Cav-1 ou la formation d’espéces réactives de I'oxygene (ROS)

suite a la peroxydation des lipides cavéolaires.

11.3.3. Les autres fonctions des cavéoles

Tout d’abord elles auraient un role dans ’homéostasie des lipides (Frank et
Unger 2006). Cav-1 interagit avec le cholestérol, se fixe aux acides gras et s’associe
aux gouttelettes lipidiques. Les cavéoles ont été montrée comme impliquées dans le
stockage des lipides en fonction des besoins cellulaires (Razani et al. 2002). Et il a été
montré qu’une délétion de Cav-1 altérait la formation de gouttelettes lipidiques au

cours de la régénération du foie (Fernandez et al. 2006).

En 2006, Cheng et ses collégues ont démontré qu'en l'absence de Cav-1 les
relachements de calcium ainsi que les courants potassiques découlant de ses
relachements sont augmentés (Cheng et Jaggar 2006). En 2017, Tonogawa et ses
collégues ont montré, dans le muscle cardiaque, une activation cavéole-spécifique de
CaMKIl, une kinase activée de fagon calcium et calmoduline dépendante (Tanaka et
al. 2018; Tonegawa et al. 2017). Les cavéoles pourraient donc avoir un role dans la

signalisation calcique.

Enfin, les cavéoles seraient aussi impliquées dans la réparation tissulaire. En effet, en
2004 il a été montré que la sécrétion du facteur de croissance HGF par les cellules
musculaires Iésées provoque la diminution de la concentration en Cav-1 dans les
cellules satellites musculaires. Cette réduction entraine I'activation de ERK et de la

voie p42/44 des MAP kinases impliquant la prolifération et la migration des
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progéniteurs musculaires vers la zone lésée (Volonte et al. 2005). En 2003, Bansal et
ses collégues avaient aussi émis I’hypothése que la réparation de la membrane par la
dysferline dans le cas de dystrophies musculaires pouvait étre en lien avec Cav-3
sachant que Cav-3 et dysferline interagissent (Bansal et al. 2003). On pourrait donc
penser que la dysferline interagirait avec Cav-3 afin d’activer certaines fonctions

spécifiques des cavéoles.

Les caveéoles sont des structures présentes dans de nombreux types cellulaires et aux
fonctions variées. Elles sont particuliérement abondantes et spécialisées dans le
muscle squelettique car formées par une cavéoline spécifique du muscle. C’est cette
caveéoline que jai étudié au cours de ma thése et qui sera introduite dans la partie qui

suit.
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M. CAVEOLINE 3 ET CAVEOLES DANS LE MUSCLE
SQUELETTIQUE

n.1. LES CAVEOLES SPECIFIQUES DU MUSCLE STRIE

Le muscle strié présente un type de caveéoles particulier. En effet la cavéoline 3

et la cavine 4 sont deux protéines exprimées spécifiqguement dans le tissu musculaire.

La cavéoline 3 est donc une cavéoline spécifique du muscle. Elle a été décrite par Way
et Parton en 1995 et fut initialement nommée M-caveolin. Le géne codant pour Cav-3
est situé sur le chromosome 3p25, est constitué de 2 exons codants et possede 65%
d’homologie avec Cav-1. Cav-3 est une petite protéine de 151 acides aminés et 17kDa
(Way et Parton 1995). En 2012, Whiteley et ses collégues I'ont purifiée et déterminée
sa structure 3D. lls ont ainsi décrit que sa partie N-terminale (acides aminés 1 a 74),
etait cytosolique, et contenait la séquence signature de la cavéoline (acides aminés

41 a 48) ainsi que le domaine d’oligomérisation (acides aminés 55 a 74).

Domaine
intramembranaire

Milieu extracellulaire

Domaine
d'oligomérisation

Domaine de liaison a ]
la membrane

55

NH, Cystéines palmitoylées

Figure 19. La protéine cavéoline 3.

Représentation schématique de Cav-3 et de son insertion dans la membrane plasmique. Cav-3 s’insére
dans des domaines spécifiques du sarcolemme riches en cholestérol et en sphingolipides grace a son
domaine intramembranaire en épingle a cheveux. Ses extrémités N et C terminales sont cytosoliques.
Trois sites de palmitoylation dans le domaine de liaison a la membrane permettent son ancrage et sa
stabilisation a la membrane plasmique.

Cav-3 est une protéine intégrale et sa région transmembranaire (acides aminés 75 a
106) forme un domaine en épingle a cheveux dans la membrane plasmique en
association avec les phospholipides membranaires. Son extrémité C-terminale (acides
aminés 106 a 151) est donc elle aussi cytosolique (Whiteley et al. 2012) (Figure 19).
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Les cellules satellites, les précurseurs myogéniques ainsi que les myoblastes en
culture expriment seulement Cav-1 et Cav-2 (Volonte et al. 2005; Schubert et al. 2007).
En 1996 Tang et ses collegues ont étudié I'expression de Cav-3 dans des C2C12 au
cours de la différenciation. lls ont montré une induction considérable des ARNm de
Cav-3 et de ceux de la troponine | au cours des deux premiers jours de différenciation,
suggérant que Cav-3 aurait un rdle dans le développement précoce du tissu
musculaire (Tang et al. 1996). Bastiani et ses collégues ont montré que cette
augmentation apparaissait environ 12h aprés I'induction de la différenciation (Bastiani
et al. 2009). De plus, Galbiati et ses collegues ont émis I'hypothése que Cav-3 était un
régulateur de la fusion car sa déplétion dans des myoblastes C2C12 empéche la

formation de myotubes (Galbiati et al. 1999).

Cav-3 est localisée dans les caveéoles au niveau du sarcolemme (Way et Parton 1995).
Il a été proposé que Cav-3 soit associée avec le complexe de la dystrophine et des
Glycoprotéines associées (DGC de l'anglais dystrophin-associated glycoprotein
complex) (Figure 20) qui permet la connexion entre la matrice extracellulaire et le
cytosquelette (Sotgia et al. 2000). Cependant, de nombreuses études ont montré par
la suite que Cav-3 n'est pas un composant du complexe DGC au sens strict du terme
(Crosbie et al. 1998). Cav-3 interagit avec de nombreux autres complexes ou
protéines, en particulier la dysferline (Matsuda et al. 2001), nNOS (Garcia-Cardefia et
al. 1997), la P13 kinase (Smythe et Rando 2006), la Src kinase (Smythe et al. 2003) et
la phosphofructokinase (Scherer et Lisanti 1997).

Afin de former des cavéoles, la cavéoline musculaire s’associe aux cavines 1, 3 et 4
ainsi qu’aux protéines accessoires. L'association de Cav-1 avec des cavéoles Cav-3
est trés débattue. Au cours de la différenciation, le niveau de Cav-1 semble diminuer
alors que celui de Cav-3 augmente. Il n'est pas clair a ce jour si Cav-1 est capable de

former des cavéoles avec Cav-3.

La cavine 4, aussi appelé MURC pour muscle-restricted putative coiled-coil, est
spécifique du tissu musculaire. Comme Cav-3 son expression augmente aprés
induction de la différenciation et ceci légerement plus t6t que Cav-3 (Bastiani et al.
2009). La cavine 4 est majoritairement cytosolique et régule les voies de signalisation
ERK, RhoROCK et RhoA influengant ainsi la différenciation du muscle squelettique et

modulant la fonction cardiaque (Bastiani et al. 2009). En effet il a été montré que sa
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surexpression promouvait la myogenése, et entrainait des dysfonctionnements
cardiaques et des défauts de conductance (Ogata et al. 2008; M. Tagawa et al. 2008).
La cavine 4 peut aussi s’associer en complexes avec la cavine 1 afin de former le
manteau des cavéoles (Bastiani et al. 2009), mais est incapable d’étre transportée a
la membrane en son absence. En effet la cavine 4 est localisé dans le noyau dans des

fibres musculaires n’exprimant pas la cavine 1 et ne présentant donc pas de cavéoles

(Lo et al. 2015).
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Figure 20. Cav-3 et le complexe Bdystroglycan.

Représentation schématique des interactions entre le complexe du g-dystroglycan et Cav-3. Il existe
plusieurs sites d’interaction : Cav-3 peut interagir directement avec les canaux et le domaine
d'échafaudage de Cav-3 peut interagir avec d'autres protéines du cytosquelette comme la dystrophine
et l'actine. Il n’a pas été montré si Cav-3 était associée au DGC sous forme libre a la membrane ou
sous forme de cavéoles. J'ai donc choisi de schématiser I'interaction du DGC avec la Cav-3 libre a la
membrane plasmique (Adapté de Huang et al. 2013).

Dans le muscle les cavéoles peuvent s’organiser en différentes structures formant de
simples cavéoles, des rosettes ou des tubes (Figure 21). Comme dans les autres
tissus, elles ont de nombreuses fonctions allant de la transduction du signal,
I'hnoméostasie des lipides, la mécano-protection, jusqu’a I'autophagie (Kassan et al.
2016). Dans mon travail de thése je me suis intéressée principalement a I'implication
des cavéoles dans le muscle squelettique et plus particulierement dans la biogenése

des tubules transverses. Dans la suite de mon introduction je m'attacherai a présenter
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les concepts qui sont pertinents pour la compréhension de ce processus méme si le

réle des cavéoles n’est pas limité a la formation de tubes.

Cavéole traditionnelle

O

Cavéole vésiculaire

Rosette

Vo > >

Canal trans-cellulaire

Figure 21. Les différents types d’organisation des cavéoles a la membrane plasmique.
Représentation schématique des différentes organisations cavéolaires possibles a la membrane
plasmique. Les cavéoles peuvent exister sous de nombreuses autres formes que celle traditionnelle
invaginée @ membrane plasmique. On peut les trouver sous forme de vésicules ou d'agrégats tels
que des grappes ou des rosettes et méme en tubules allongés. Dans les cellules endothéliales, les
tubes allongés peuvent parfois s'accoler au c6té luminal, créant ainsi un canal transcellulaire (Adapté
de Razani et al. 2002).

l.2. LES FONCTIONS DIVERSES DES CAVEOLES MUSCULAIRES

1.2.1. L’histoire des cavéoles et des tubules-T

Le mécanisme le plus important du tissu musculaire, qui permet le mouvement
du corps, est la contraction. Elle est rendue possible par la connexion entre les tubules-
T et le RS au niveau des triades. La recherche de l'implication des cavéoles dans la

formation des tubules-T remonte a 1968 et se précise au fil des années (Figure 22).

L’hypothése initiale de la formation des tubules-T grace au bourgeonnement répété
des cavéoles a été émis par Ishikawa en 1968. En effet une similarité entre la
configuration et la dimension des cavéoles et celle des tubules-T naissants a été
démontrée par microscopie électronique dans des myotubes en culture (Ishikawa
1968).
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(A) et (B) Images de microscopie électronique a transmission de réseaux tétragonaux observés dans
des myotubes en culture a un jour de différenciation. Ces réseaux sont constitués d'unités cavéolaires.
Grossissement x 62,000. (A) Réseau tétragonal typique observé sous le sarcolemme (SL). Ce réseau
est continu avec le sarcolemme par l'intermédiaire des parois des canaux (fleches) espacés assez
régulierement le long du réseau. (B) Tubules étendus avec des réseaux tétragonaux d'unités
cavéolaires et proche de réticulum sarcoplasmique (RS). (Adapté de Ishikawa 1968) (C) Observation
de microscopie électronique a transmission d’une coupe longitudinale d’'un muscle EDL de souris a 18
jours de développement in utero. Les tubules-T rendus denses aux électrons par un traceur ont une
orientation longitudinale. Des protrusions de structures ressemblant a des cavéoles (fleche) sont
retrouvées au niveau de la membrane du tubule. Barre d’échelle : 1um (Adapté de Franzini-Armstrong
1991). (D) Des sections de tissu musculaire squelettique de souris de type sauvage (WT) (panneau de
gauche) et de souris knockout (KO) Cav-3 (panneau de droite) ont été soumises a une coloration du
systeme de tubules-T a l'aide de ferrocyanate de potassium. Les tubules T apparaissent alors denses
aux électrons (colorés en noir). Le systéme des tubules-T est dilaté et orienté longitudinalement chez
les souris caveolin-3 KO. En (D’), deux images de microscopie électroniques a transmission
représentatives de sections de muscles squelettiques de souris Cav-3 KO sont présentées en détail
(Adapté de Galbiati et al. 2001).

Cette hypothese fut confirmée en 1977 par I'équipe de Stefano Schiaffino qui a montré
une accumulation de structure ressemblant aux cavéoles suite a une inhibition de la
formation des tubules-T (Schiaffino et al. 1977). Par la suite, il a été montré que la
membrane des tubules-T était enrichie en cholestérol (Hidalgo et al. 1983). Et en 1991
Yvan et son équipe ont décrit une composition de la membrane des tubules-T similaire
a celle des cavéoles (Yuan, Arnold, et Jorgensen 1991). En 1984 il a été montré dans
des muscles soléaires de rat en régénération précoce que les tubules-T étaient
associés a des éléments cavéolaires (Miike et al. 1984). En 1991, les observations par
microscopie électronique de muscles de souris par Clara Franzini-Armstrong ont
montré une association des cavéoles a l'entrée des tubules-T au niveau de la
membrane plasmique, une agrégation des complexes de 6 a 20 cavéoles ouverts vers

I'extérieur et des agrégats de simili-cavéoles connectés aux tubules-T en intracellulaire
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(Franzini-Armstrong 1991). La méme année Bernard Flucher et ses collégues ont émis
I'hypothése que la formation des tubules-T serait la combinaison de deux modeéles.
Des tubes connectés au sarcolemme se développeraient longitudinalement et
potentiellement grace aux cavéoles pour se connecter plus tardivement au cours de la
différenciation avec un compartiment interne différent du sarcolemme qui permettrait

de donner son organisation transversale au tubule-T (Flucher et al. 1991).

En 1997 une observation précise des cavéoles musculaires a été entreprise par
I'équipe de Rob Parton qui a montré qu’au cours de la différenciation de la lignée de
cellules musculaires C2C12 en culture Cav-3 apparait associée a des éléments
tubulaires insérés dans la membrane plasmique et marqués avec un anticorps dirigé
contre le DHPR. lls ont donc proposé I'hypothése que Cav-3 était associée aux
précurseurs longitudinaux des tubules-T au début de la différenciation (Parton et al.
1997). Et en effet, une interaction directe entre Cav-3 et la sous-unité alphals du
DHPR a été démontrée plus tard au niveau du tubule-T de myotubes en culture
(Couchoux et al. 2011). Dans les cellules matures Cav-3 est retrouvée au niveau du

sarcolemme et s’accumule au niveau du cou de l'invagination des tubules-T.

Les souris n‘exprimant pas Cav-3 présentent des défauts d’organisation et de
localisation des marqueurs des tubules-T. Les tubules sont dilatés, orientés dans des
directions irréguliéres et majoritairement longitudinaux (Galbiati et al. 2001) (Figure
22). Alors que ces résultats semblent fortement suggérer que les cavéoles et Cav-3
sont impliqués dans la maturation des tubules-T, le mécanisme par lequel des
vésicules de la membrane plasmique s’assemblent pour former un tube n’est toujours

pas compris.
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1) Initiation du tubule-T  2) Tubule-T immature en
elongation

m Cavéoline 3

: Bin1

DNM2

. RyR1
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3) Maturation du tubule-T ?

Figure 23. Représentation schématique de I’hypothése de la biogenése des tubules-T médiée
par les cavéoles.

Des cavéoles (Cav-3) bourgeonneraient au sarcolemme et seraient rejointes par des protéines
impliquées dans la tubulation des membranes telles que Bin1 et la dynamine (1), Le tubule-T immature
pourrait croitre grace aux interactions entre Bin1, le cytosquelette d’actine et les microtubules (2). Les
protéines de la triade (DHPR, RyR1, Triadine) ainsi que les citernes terminales du RS (ER : réticulum
endoplasmique, N : noyau) rejoindraient finalement le tubule-T afin de former la triade mature (3). Le
RS pourrait cependant aussi étre impliqué dans la croissance du tubule-T par son allongement.

11.2.2. Une variété de fonctions cavéolaires

Les autres fonctions de Cav-3 et des cavéoles dans le muscle sont variées. En
premier lieu elles pourraient permettre le maintien de l'intégrité structurelle du
sarcolemme. En effet, méme si Cav-3 n’appartient pas directement au complexe
dystrophine-glycoprotéines (DGC) qui unit le cytosquelette et la matrice extracellulaire
et qui confere sa stabilité a la membrane plasmique (Crosbie et al. 1998; Song et al.
1996) de nombreux travaux font état d’'un lien important avec les protéines du
complexe DGC y compris la dystrophine. Des variations dans le niveau de Cav-3
entrainent une perturbation du DGC et une diminution de I'expression de la

dystrophine (Herrmann et al. 2000; Sotgia et al. 2000).

Une fragilisation de la membrane a été décrite dans le cas de mutations dans le géne
de Cav-3 ainsi que dans la perte de la cavine 1 (Lo et al. 2015) impliquant une

importance du complexe cavéoline-cavine dans la mécano-protection. Une étude dans
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des fibres isolées a permis de proposer un modeéle de réservoir de membrane dans
les cavéoles qui permettrait de protéger la membrane des cellules musculaires au

cours des cycles de contraction-relaxation (Lo et al. 2015).

Des modifications dans la régulation de certaines voies de signalisation a aussi été
décrite dans le cas de mutations de CAV-3. Ainsi la voie IL6/STAT3 est hyperactivée
au repos. Lors d’un stress mécanique, on a donc une surexpression de certains génes
comme MYH8, SOCS3 et ACTC1 associés a la régénération musculaire (Dewulf et al.
2019).

Cav-3 est aussi impliquée dans le maintien de 'homéostasie du glucose dans le
muscle. En effet une surexpression de Cav-3 entraine une activation de la réponse a
I'insuline, Cav-3 est impliquée dans la translocation du récepteur a l'insuline dans le
cytosol et les souris n'exprimant pas Cav-3 présentent un phénotype de résistance a
I'insuline (Oshikawa et al. 2004).

Les cavéoles et protéines les constituant (Cav-3, cavine 1, cavine 4) semblent donc
jouer un réle important dans la formation du muscle squelettique en particulier dans la
différenciation et la biogenése des structures contractiles. Il semble donc cohérent que
des mutations dans ces protéines entrainent différentes pathologies musculaires que

je vais présenter par la suite.
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IV. PATHOLOGIES DES CAVEOLES ET DES TUBULES-T

IV.1. PATHOLOGIES DES CAVEOLES
V.1.1. En dehors du muscle
IvV.1.1.1. Lipodystrophie

L’'importance des cavéoles dans I'homéostasie des lipides ainsi que leur
interaction directe avec le cholestérol et de nombreux acides gras expliquent la

dérégulation des phénomeénes lipidiques en présence de défauts de cavéoles.
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Figure 24. Modification de la composition cellulaire du tissu adipeux chez les souris Cav-1-
KO.

Des coupes de tissu adipeux inguinal de souris WT, Cav-1-KO ont été marquées pour les noyaux
avec de la DAPI et pour la périlipine, protéine associée aux gouttelettes de lipides (A) ou avec des
marqueurs de surface des macrophages (B). (Adapté de Briand et al. 2011)

Il a été montré, dans les souris n’exprimant pas Cav-1, un tissu adipeux restreint une
résistance a I'obésité induite ainsi que des niveaux élevés de triglycérides et d’acides
gras libres dans le cytosol (Razani et al. 2002) (Figure 24) ainsi qu’une résistance a
I'insuline (Yamamoto et al. 1998) et des défauts de stabilisation du récepteur a

I'insuline a la membrane des adipocytes in vivo (Cohen et al. 2003).
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Les souris n’exprimant pas la cavine 1 présentent un phénotype similaire avec un taux
élevé de triglycérides circulants, une réduction drastique du tissu adipeux, une

intolérance au glucose et une hyperinsulinemie (Liu et al. 2008).

Ces défauts sont retrouvés chez les patients dans le cas de mutations dans le géne
CAV-1 (Kim et al. 2008; Cao et al. 2008; Schrauwen et al. 2015) et dans le géne de la
cavine 1 (Hayashi et al. 2009; Ardissone et al. 2013).

IV.1.1.2. Défauts vasculaires et pulmonaires

Les souris n’exprimant pas Cav-1 ou la cavine 1 présentent aussi des
dysfonctionnements vasculaires. Par exemple elles développent des troubles dans la
vasodilatation et la vasorelaxation artérielle, sGrement dus a une augmentation de
I'activité de eNOS (endothelial nitric oxyde synthase) qui est habituellement inhibée
par Cav-1(Razani et al. 2001). Elles voient aussi leur angiogenése diminuée. Cela
serait d0 a une dérégulation de la voie VEGF (vascular endothelial growth factor)

habituellement associée a Cav-1 (Woodman et al. 2003).

Des défauts peuvent aussi apparaitre en cas de surexpression de ces protéines
caveolaires. Ainsi une surexpression de Cav-1 entraine de [Iathérosclérose
probablement due a l'inhibition de l'activité de eNOS et donc a une diminution de la
production de NO (Kuhlencordt et al. 2001), et a une augmentation de I'expression de

VCAM (vascular cell adhesion molecule) induisant une inflammation.

La suppression de Cav-1 dans les tissus de souris induit aussi des défauts
pulmonaires dus a une hyper-prolifération des cellules et donc a la présence d’un
septum alvéolaire plus épais (Razani et al. 2001) . Cela induit aussi une initiation de
fibrose pulmonaire (Drab et al. 2001). Les patients présentant des mutations dans le
gene CAV-1 démontrent aussi une hypertension pulmonaire (Austin et al. 2012;
Schrauwen et al. 2015; Han et al. 2016).

IV.1.1.3. Cancer

Les cavéoles ont aussi été indirectement liées a de nombreuses autres
pathologies en particulier les cancers (Figure 25). Les cavéoles et Cav-1 sont
impliquées dans des cancers de par leur association avec des processus tels que la

Eline Lemerle - Thése de Doctorat - 2021



INTRODUCTION - Pathologies des cavéoles et des tubules-T

transformation cellulaire, la tumorigenése, la migration et l'invasion cellulaire,

'angiogenése et la résistance a certains traitements.

Il semble que I'expression de Cav-1 puisse rester inchangée, étre surexprimée ou
réduite en fonction des types de cellules tumorales. On ne sait donc pas bien si son
réle est bénéfique ou néfaste. C’est-a-dire si Cav-1 est un suppresseur tumoral ou un

oncogeéne.

Etant trés souvent supprimée dans de nombreux cancers humains tels que celui du
sein, rein, prostate, cou, ovaires et colon, Cav-1 pourraient étre un suppresseur
tumoral. En effet certains oncogénes tels que Src, Ras et Bcr-Abl réduisent
'expression de Cav-1. Dans le mutant dominant négatif Cav-1 P132L aucunes
cavéoles ne sont observées a la membrane suite a la rétention de la cavéoline a
I'appareil de Golgi entrainant une régulation a la hausse des voies de signalisations
EGF et MAPK (Hayashi et al. 2001). Cette mutation semble se retrouver dans certains
cancers (Hayashi et al. 2001), bien que ce résultat soit controversé (Lacroix-Triki,
Geyer, et Reis-Filho 2010). De plus, une réduction de Cav-1 dans des fibroblastes
NIH-3T3 entraine la formation de tumeurs dans des souris immunodéficientes suite a
I'hyperactivation de la voie p42/44 MAPK (Galbiati et al. 1998). Et dans des souris
n’exprimant pas Cav-1, un traitement carcinogénique chimique entraine la formation
de tumeurs épithéliales suite a une surexpression de la cycline D1, régulatrice du cycle
cellulaire, une hyperactivation de la voie ERK1/2, impliquée dans la division, la
croissance et la prolifération cellulaire, ainsi qu’une prolifération de I'épiderme
(Capozza et al. 2003).

Au contraire, la surexpression de Cav-1 dans d’autres types tumoraux tels que cancers
de la vessie, de I'cesophage, de la thyroide, suppose un réle oncogéne.

L’expression de Cav-1 entraine une augmentation de la migration et invasion des
cellules (Figure 25). En effet, Cav-1 empéche l'inactivation de Rab5 par le recrutement
de la PI3 kinase qui habituellement active la Rab5 GTPase qui elle-méme active Rac1
qui accélére la migration, l'invasion et 'adhésion tumorale (Diaz et al. 2014). La
cavéoline 1 peut aussi promouvoir la migration et l'invasion cellulaire en régulant
'adhésion focale des cellules grace a la phosphorylation dépendante de Src de sa

tyrosine 14 (Joshi et al. 2008). Différentes études ont montré une régulation a la
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hausse de l'expression de Cav-1 pendant la métastase. Ainsi les cellules
métastatiques de cancer de la prostate chez les souris surexpriment Cav-1 comparé
a I'expression dans la tumeur primaire (Yang et al. 1998). L’'expression de Cav-1 dans
les cellules de cancer du sein est associée a une diminution de la survie (Pinilla et al.
2006). L’expression de Cav-1 est aussi corrélée a des métastases dans les cancers
de I';esophage (Kato et al. 2002), du rein (Joo et al. 2004), et 'adénocarcinome du

poumon (Ho et al. 2002).

A

Figure 25. Mutations de Cav-1 (KO et P132L) cancer du sein.

(A) Hyperplasie de I'épithélium mammaire. Les souris femelles vierges Cav-1(-/-) KO présentent une
hyperplasie épithéliale mammaire significative méme a I'age de 6 semaines. L'hyperplasie des cellules
épithéliales mammaires est considérée comme une Iésion mammaire prémaligne. Cav-1 (P132L), une
mutation associée aux cancers du sein humains. Des cellules épithéliales mammaires humaines
(HMECs ; immortalisées avec la télomérase) ont été transduites de fagon stable avec des formes
épitope-taggées de Cav-1 WT ou Cav-1 (P132L). L'immunomarquage révéle que le mutant Cav-1
(P132L) est retenu de maniére intracellulaire, au niveau du complexe de Golgi. Des expériences
supplémentaires ont révélé que Cav-1 (P132L) se comporte de maniére dominante-négative,
provoquant I'accumulation intracellulaire de Cav-1 de type sauvage (Adapté de Lee 2002).
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IV.1.2. Cavéolinopathies

IV.1.2.1. Un gene pour différentes pathologies

Les cavéolinopathies sont une famille de maladies neuromusculaires dues a
des mutations dans le gene CAV-3. La vaste majorité de ces maladies sont
autosomiques dominantes et six sont récessives (Gazzerro et al. 2010). Il a été décrit
24 mutations faux-sens, 1 insertion, 3 délétions de quelques nucléotides, 1 macro
délétion et 1 substitution au niveau d’un site d’épissage (Gazzerro et al. 2010) (Figure
26).

Ces mutations peuvent donner lieu a quatre pathologies neuromusculaires
différentes ; la dystrophie musculaire des ceintures de type 1c (de I'anglais Limb girdle
muscular dystrophy LGMD1c), la maladie des muscles ondulants (de I'anglais Rippling
muscle disease RMD), une hyperCKémie et une myopathie distale (Woodman et al.
2004). Chez les patients il n’y a pas de lien entre le génotype et le phénotype. Pour un
génotype identique au sein d'une méme famille les patients peuvent avoir des
phénotypes hétérogénes. De plus une accumulation de plusieurs phénotypes est
possible pour une seule mutation. Les scientifiques parlent donc de continuum clinique
(Kubisch et al. 2003). Cependant les fibres musculaires présentent toujours une
réduction de I'expression de Cav-3 (Gazzerro et al. 2011) Les phénotypes et les

mutations associées sont présentés dans le Tableau 1.

La dystrophie musculaire des ceintures de type 1C (LGMD1c) fait partie du groupe des
dystrophies musculaires des ceintures, maladies caractérisées par une faiblesse
musculaire progressive principalement des muscles des ceintures scapulaire ou
pelvienne (Gazzerro et al. 2010). La premiere description d'une LGMD1c associée a
un défaut de Cav-3 date de 1998 quand Minetti et son équipe ont rapporté des patients
affectés provenant de deux familles non-liées (Minetti et al. 1998).

La maladie des muscles ondulants est une maladie neuromusculaire rare caractérisée
par une hyperirritabilité du muscle suite a un étirement ou un mouvement. Les patients
présentent des contractions musculaires spontanées, une rigidité et une hypertrophie
musculaire frequemment associés a des niveaux de Créatine-Kinase élevés dans le

sérum (Gazzerro et al. 2010).
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R26Q (Figarella-Branger et al. 2003)
- Muscles pelviens D27E (FiSCher et al. 2003)
N32K (Sugie et al. 2004) Domaine N-
- Myalgie A45T (Herrmann et al. 2000) term
K37X (Mdller et al. 2006)
- Faiblesse V43E (Sugie et al. 2004)
musculaire G55S (McNally et al. 1998)
T63P (Matsuda et al. 2001) .
LGMD1c - Hypertrophie des _S60R (Fulizio et al. 2005) gg?i:geérisa
mollets ATFT63-65  (Carlo Minetti et al. 2002) ton 9
C71W (McNally et al. 1998)
- Crampesaprés  AQ2T (Traverso et al. 2008)
exercice P104L (Carlo Minetti et al. 2002) Domaine de
T77M (Traverso et al. 2008) liaison a la
- HCK AF96 (Cagliani et al. 2003) membrane
R125H (de Paula et al. 2001)
R26Q (Vorgerd et al. 2001)
D27E (Fischer et al. 2003)
P28T (Van den Bergh et al. 2004) Domaine N-
A45T (Betz et al. 2001) term
A45V (Betz et al. 2001)
o E46K (Kubisch et al. 2003)
- Hyper-irritabilite  "EzgA (Lorenzoni et al. 2007)
RMD musculaire S52G (Dotti et al. 2006) (I;)’olr_naine, |
oligomérisa
Hypertrophic W70X (Ueyama et al. 2007) ton”
L85P (Kubisch et al. 2003)
A92T (Kubisch et al. 2003) Domaine de
AF103 F104 (Bae et al. 2007) liaison & la
P104L (Betz et al. 2001) membrane
AF96 (Cagliani et al. 2003)
R125H (de Paula et al. 2001)
R26Q (Carbone et al. 2000) ,
P28L (Merlini et al. 2002) tZ?rr:a'”e N-
N33K (Fulizio et al. 2005)
V56M (Reijneveld et al. 2006; Alias  Domaine
HCK - HCK et al. 2004) d’oligomérisa
S60R (Fulizio et al. 2005) tion
T77K (Traverso et al. 2008) Domaine de
T77M (Alias et al. 2004) liaison a la
AF96 (Cagliani et al. 2003) membrane
- Muscles distaux _
oM . Faiblesse D27E (Fischer et al. 2003) Domaine N-
musculaire term
. HCK N33K (Fulizio et al. 2005)

Tableau 1. Mutations de Cav-3 et pathologies musculaires associées.
(Adapté de Gazzerro et al. 2010)
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Figure 26. Mutations de Cav-3 et maladies musculaires associées.

Représentation schématique de la localisation des mutations référencées dans la protéine Cav-3.
Chaque mutation peut étre associée a un ou plusieurs phénotypes : LGMD1¢, RMD, HCK et DM
(Adapté de Parton et del Pozo 2013).

O LGMD1c

L’hyperCKémie est par définition la présence d’'une concentration trop élevée de
créatine kinase (CK) dans le sérum. La CK est essentielle pour la production d’énergie
au sein du muscle puisqu’elle catalyse la créatine et 'ATP (adénosine triphosphate)
pour former la phosphocréatine et 'ADP (adénosine diphosphate) (Silvestri et Wolfe
2019). Une élévation de sa concentration dans le sérum témoigne d’'une détérioration

du muscle.

Le terme de myopathies distales (MD) est réservé a des myopathies non identifiables
par un autre élément spécifique. Elles recouvrent un groupe hétérogene d'affections
musculaires d'origine génétique ayant en commun un début clinique caractérisé par

une faiblesse des muscles distaux des membres supérieurs et/ou inférieurs.

Les patients développent les symptémes des cavéolinopathies au cours de leurs 20
premiéres années. lls peuvent présenter une faiblesse musculaire progressive,
proximale et symétrique, une hypertrophie des mollets, des douleurs ou des raideurs
musculaires aprés exercice, une hyperirritabilité musculaire, une ondulation
musculaire ainsi que des niveaux de créatine kinase élevés dans le sérum (Gazzerro
et al. 2011). lls sont aussi régulierement positifs au signe de Gower qui témoigne de
la diminution du recrutement volontaire d'unités motrices au cours de la contraction de

la musculature proximale des membres inférieurs (Pearce 2000).

Un diagnostic de ces patients est possible en recherchant une insuffisance de Cav-3
dans des biopsies musculaires, en réalisant une analyse génétique et en montrant des

mutations.
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IV.1.2.2. Différents phénotypes associés

Nombres de phénotypes sont observés dans les fibres musculaires en fonction
des différentes mutations (Figure 27). La majorité des génotypes étant autosomiques
dominants il faut garder en mémoire que la moitié de la quantité de Cav-3 disponible

est normale (WT de I'anglais wild-type).

Cependant, toutes les mutations entrainent une diminution du nombre de cavéoles au
sarcolemme (Figure 27), la formation de grandes vacuoles et une structure en nids
d’abeille visible en microscopie électronique témoignant d’'une prolifération anormale
des tubules-T (Minetti et al. 2002).

Certaines mutations (P104L, ATFT63-65, R26Q, T77K) entrainent une agrégation et
une rétention de Cav-3 au niveau de l'appareil de Golgi, ainsi qu'un mauvais
adressage a la membrane plasmique (Galbiati et al. 1999) (Figure 27). En
s’oligomérisant avec la Cav-3 WT, la Cav-3 mutée entraine aussi sa rétention au Golgi
suivi de son ubiquitination et de sa dégradation, expliquant la diminution du nombre
de cavéoles au sarcolemme (Galbiati et al. 1999). Le mutant ATFT63-65 réduit
'adressage membranaire de la protéine kinase Src, entrainant son accumulation en
périnucléaire et induisant I'apoptose (Smythe et al. 2003). Chez les patients atteints
de LGMD1c et dans les modéles de souris P104L et ATFT63-65 les mutations de Cav-
3 entraine une délocalisation de la dysferline. Normalement située a la membrane en
interaction avec Cav-3 qui inhibe son endocytose, elle s'accumule dans ce cas dans
le cytoplasme ou irrégulierement a la membrane plasmique (Hernandez-Deviez et al.
2006). Le modele de souris P104L présente quant a lui une suractivation de la voie de
signalisation des myostatines, régulant la balance atrophie/hypertrophie par une
augmentation de la phosphorylation de Smad 2/3 (Sunada et al. 2001). La membrane
des myotubes issus de patients cavéolinopathiques se trouve fragilisée par la
réduction de l'efficacité de la mécano-protection par les cavéoles (Sinha et al. 2011;
Dewulf et al. 2019).

Les souris Cav-3 KO n’ont pratiqguement pas de cavéoles a la membrane des fibres
musculaires et présentent des légers signes de dystrophie musculaire ainsi que des

défauts d’organisation des tubules-T (Galbiati et al. 2001) (Figure 28). Leurs cellules
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musculaires présentent aussi une adiposité accrue et elles sont résistantes a l'insuline
(Capozza et al. 2005).

Dans le cas dune surexpression de Cav-3 dans des souris on observe une
augmentation du taux de créatine Kinase (CK) dans le sérum liée a la dégénération et

a la nécrose du muscle, phénotype qui pourrait étre di a la régulation négative accrue

de la dystrophine par Cav-3 (Sotgia et al. 2000; Herrmann et al. 2000).

Cav3 endoléne Cav3 (WT) GEP Cav3 (P104L) GFP

A
Cav3

Controle Patient

Cav3

RCAS1

Figure 27. Mutations de CAV-3 dans le muscle squelettique.

(A) Les mutations de CAV-3 entrainent une diminution sévére de I'expression et de la localisation
membranaire de Cav-3. Des sections congelées de la biopsie de muscle squelettique d'un patient
représentatif et d'un contréle apparié a I'age ont été préparées et immunomarquées avec des
anticorps spécifiques contre Cav-3. Dans le muscle témoin, Cav-3 présente un motif uniforme au
niveau du sarcolemme. Chez le patient, Cav-3 est nettement réduite. (Adapté de Traverso et al. 2008)
(B) Une coloration H&E révele un aspect largement normal du muscle quadriceps de type sauvage
a l'age de 26 semaines, comparé au muscle quadriceps d'un animal transgénique présentant une
variabilité du calibre des fibres musculaires et des noyaux de fibres musculaires internalisés. (Adapté
de Gonzalez Coraspe et al. 2018). (C) L'expression de la mutation Cav-3 dans la dystrophie
musculaire des ceintures-1C (P104L) localise Cav-3 au Golgi. (Adapté de Shah et al. 2020)

IV.1.2.3. Phénotypes cardiaques

Les patients présentant une mutation P104L souffrent de cardiomyopathie
(Ohsawa et al. 2004) et en effet dans les modéles animaux des défauts cardiaques
ont été observés. Woodman et ses colléegues ont montré dans des souris KO Cav-3
une hypertrophie, une dilatation, et une fibrose cardiaques ainsi qu’une hyperactivation

de la voie p42/44 MAPK impliquée dans la réparation tissulaire (Woodman et al. 2002).
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Une surexpression de Cav-3 chez le rat entraine une inhibition de I'hypertrophie
cardiaque alors que la sous-expression de Cav-3 entraine I'hypertrophie (Koga et al.
2003). Dans le cceur, les cavéoles auraient donc une fonction de centre de controle
de I'hypertrophie (Kikuchi et al. 2005).

IV.1.3. Maladies musculaires des cavéoles sans mutation dans CAV-3

Des mutations dans les protéines accessoires comme les cavines peuvent étre
a l'origine de phénotypes semblables aux cavéolinopathies car elles entrainent des
défauts dans la formation des cavéoles et dans leur stabilisation et donc une diminution

de la quantité globale de Cav-3 dans les fibres musculaires.

Hayashi et son équipe ont montré dans des biopsies de patients exprimant de la cavine
1 mutée une réduction drastique de I'expression de Cav-3. En effet, la cavine 1 mutée
perd sa capacité d’association a Cav-3 et entraine donc le démantelement des
cavéoles a la membrane, ce qui comme dans le cas de cavéolinopathies entraine par
exemple des dérégulations de la voie de signalisation des myostatines ou la

dégradation de la Cav-3 par le protéasome (Hayashi et al. 2009).

De méme, la cavine 4 semble avoir un rdéle important dans le muscle strié. Sa
surexpression dans la souris entraine des défauts cardiaques ainsi que la présence
de cavéoles plus larges (Ogata et al. 2008; 2014), et des mutations dans la cavine 4

sont impliquées dans des cardiomyopathies (Rodriguez et al. 2011).
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Figure 28. Défauts d’organisation des tubules-T dus a des défauts d’expression des protéines
impliquées dans I'organisation des triades dans le muscle squelettique.

(a) Image de microscopie électronique montrant un muscle murin WT traité au ferrocyanate
(coloration noire des tubules-T). (b) Image de microscopie électronique montrant un muscle traité au
ferrocyanate d'une souris déficiente en Cav-3 (cavéoline 3). L'apparence et l'orientation des tubules-
T sont modifiées (Galbiati et al. 2001). (¢) Image de microscopie électronique d'un muscle normal de
drosophile. Les dyades sont localisées a proximité de la ligne Z (comme chez les vertébrés). (d a f)
Images au microscope électronique d'une drosophile sans Bin1 montrant une altération des tubules-
T résultant en (d) une mauvaise localisation, (e) des tubules longitudinaux et (f) des tubules dilatés
(Razzaq et al. 2001). (g a j) Images de microscopie électronique de muscles murins traités au
ferrocyanate (g et h) de type sauvage et (i et j) de souris sans MG29 (mitsugumin 29), démontrant
les altérations de l'organisation des tubules-T. On remarque l'absence de (i) tubules-T ou (j)
d'orientation longitudinale (Nishi et al. 1999). (k et I) Images de microscopie électronique de muscles
squelettiques de souris (k) de type sauvage et (I) de souris n’exprimant pas JPH1 (junctophiline)
montrant les triades altérées avec des RS gonflés (Komazaki et al. 2002). (m et n) Images de
microscopie électronique de muscles murins traités au ferrocyanate provenant (m) de souris de type
sauvage et (n) de souris n’exprimant pas Dysf (dysferline), montrant une organisation anormale du
systeme de tubules-T (Klinge et al. 2010). (o et p) Images de microscopie électronique de muscles
traités au ferrocyanate de (o) souris de type sauvage et (p) de souris n’exprimant pas Mtm1
(myotubularine) révélant une altération sévére de l'organisation des tubules-T. On remarque
I'absence (téte de fleche) ou I'orientation longitudinale (fléche) des tubules-T (Al-Qusairi et al. 2009).
(Adapté de Al-Qusairi et Laporte 2011)
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IvV.2. AUTRES PATHOLOGIES DES TUBULES-T

IV.21. La dystrophie myotonique

La dystrophie myotonique de type 1 (DM1) est une maladie neuromusculaire
caractérisée par une myotonie, une faiblesse musculaire progressive, une atrophie,
des défauts cardiaques ainsi que des troubles cognitifs. Des répétitions CUG et CCUG
dans 'ARNm du géne DMPK (DM1 protein kinase) entraine la séquestration de
MBNL1 (de I'anglais muscleblind like splicing regulator) une protéine impliquée dans
I'épissage des ARNm (Miller et al. 2000). MBNL1 ne peut donc plus se fixer au preé-
ARNs dont celui de Bin1 et son épissage est modifié. Le défaut d’épissage de Bin1
entraine des défauts dans sa liaison au phosphatidylinositol 3 phosphate et son

incapacité a tubuler les membranes (Fugier et al. 2011).
A..
Figure 29. Défauts dans l'organisation des triades et des tubules-T dans les muscles de
patients atteints de DM1.

(A) Images de microscopie confocale représentant le marquage par immunofluorescence de BIN1 et
CACNA1S (DHPR) dans des sections longitudinales de muscles squelettiques d’un individu témoin
et d'un adulte atteint de DM1 d’un age similaire. En inserts, grossissements plus importants des
localisations de BIN1 et CACNA1S. Barres d'échelle, 10 um. (B) Images de microscopie électronique
de sections longitudinales de muscles squelettiques d'un adulte atteint de DM1 et d'un individu

témoin. Les fleches blanches indiquent les structures des tubules-T. Barres d'échelle, 100 nm.
(Adapté de Fugier et al. 2011)

Control
Control

DM1
DM1

On retrouve dans les fibres musculaires de patients des tubules-T altérés (Figure 29).
De méme dans le modéle murin de la DM1 l'orientation et I'organisation des tubules-
T est déficiente. Dans les cellules musculaires humaines en culture une restauration
de Bin1 permet de récupérer une bonne organisation des structures contractiles
(Fugier et al. 2011).
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IV.2.2. La myopathie centronucléaire

La myopathie centronucléaire (CNM) est une maladie musculaire caractérisée
par une faiblesse musculaire et une centralisation des noyaux dans les fibres
musculaires non liée a la régénération musculaire. Des mutations dans trois génes
différents sont connues pour étre a l'origine des différentes formes de CNM. Elle est
récessive liée a I'’X dans le cas de mutations dans les génes MTM1, autosomique
dominante dans le cas de mutations dans le géne DNM2 et autosomique récessive

dans le cas de mutations dans BIN1.

alpha-actinin

BIN1 DHPR-alpha

control 1.5 m.o

Asp380fs

XLMTM (MTM1 mutations)

421insFIQ

Figure 30. Défauts de BIN1 et de T-tubules/triades dans la myopathie centronucléaire.
Immunolocalisation de Bin1, DHPR-a, RYR1, et a-actinine dans des biopsies musculaires des patients
avec des mutations dans MTM1 par rapport au contréle (1,5 mois). Bin1 est détecté mais mal localisé
autour des noyaux centraux (fleches blanches) dans les muscles mutés par MTM1. L'organisation de la
ligne Z semble normale, tandis que l'organisation des marqueurs de triade est anormale avec quelques
accumulations (fleches blanches). Images confocales : barre d'échelle 10 um (Adapté de Toussaint et
al. 2011).

MTM1 (myotubularin 1) est une protéine permettant la déphosphorylation en position
3 des phosphoinositides, phosphoinositide-3-monophosphate (Blondeau et al. 2000)
et phosphoinositide-3,5-biphosphate (Schaletzky et al. 2003) cruciaux dans plusieurs
étapes clé du trafic membranaire intracellulaire, de la croissance et de la différenciation
cellulaire (Laporte et al. 1996; Laporte et al. 2003) (Figure 30). DNM2 est le gene
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codant pour la protéine dynamine 2, une large GTPase avec un réle bien établi dans
'endocytose, le trafic membranaire, 'assemblage de l'actine et les fonctions du

centrosome (Bitoun et al. 2005).

Les mutations dans le gene BIN1 perturbent la tubulation des membranes et
empéchent son interaction avec la dynamine 2 et donc son recrutement a la membrane
plasmique. Nicot et ses collegues ont étudié Bin1 dans le cas de la CNM a cause de
son implication dans le remodelage de la membrane, sa régulation par les
phosphoinositides, et son réle dans I'organisation des tubules-T. En effet, ceux-ci sont
altérés dans la CNM. lIs ont montré que les mutations interféraient avec le remodelage
des tubules-T et des membranes endocytiques ainsi qu’une augmentation du
marquage Cav-3 et DHPR et des vacuoles anormales de Cav-3 en intracellulaire
(Nicot et al. 2007).

Le tubule-T est donc une structure essentielle au bon fonctionnement musculaire et sa

mise en place au cours du développement précoce nécessite d’étre étudié en détails.
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V. OBJECTIFS DE LA THESE

L’objectif général de ma thése a été de comprendre le lien mécanistique entre
les cavéoles et la formation des tubules-T. Pour cela, j'ai utilisé des cellules
musculaires saines et des cellules de patients extensivement différenciées afin de

pousser la différenciation musculaire le plus loin possible.

Les tubules-T sont des structures musculaires spécialisées dans la propagation des
potentiels d'action au cceur de la fibre musculaire, et donc essentiels dans le couplage
excitation-contraction du muscle. Bien que leur composition et leur rdle soit
précisément décrit dans les fibres musculaires matures, la biogenése des tubules-T
reste a ce jour incomprise. De nombreuses protéines telles que la cavéoline 3, Bin1,
la dysferline, les mitsugumines etc ont été décrites comme pouvant participer au
processus mais on ne comprend toujours pas comment ces protéines s'articulent et
les étapes essentielles a la formation d'un tube capable de transmettre le potentiel
d'action en profondeur de la fibre musculaire.

Dans ce travail je me suis focalisée sur deux protéines majeures, Cav-3 comme
composante des cavéoles, et Bin1 comme protéine capables de tubuler les lipides
membranaires et de former des tubes. En effet 'importance de ces protéines dans la
physiologie du muscle squelettique est soulignée par le fait que des mutations dans le
gene CAV-3 sont mises en cause dans une famille de maladies neuromusculaires
autosomiques dominantes appelées cavéolinopathies (Han et al. 2016) et que des
mutations de BIN1 induisent des défauts de tubules-T et de triades dans la myopathie
centronucléaire (Nicot et al. 2007) alors que des défauts d'épissage dans l'exon
responsable de l'interaction de BIN1 avec les membranes induisent des défauts de

tubules-T dans la dystrophie myotonique (Fugier et al. 2011).

Ma thése est divisée en deux parties. La premiére partie avait pour but de mettre au
point pour la premiére fois en France une technique de microscopie corrélative afin
d'analyser la localisation ultrastructurale de nombreuses protéines connues (ou
suspectées) d’appartenir aux cavéoles et aux tubules-T. Cette technique est décrite
en détails dans la partie Matériel et Méthodes. Nous avons ensuite étudié la
nanotopographie des composants cavéolaires au cours de la différenciation des

myotubes en disséquant la composition et la localisation des cavéoles dans des
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myotubes différenciés in vitro. J'ai ensuite utilisé mes observations et la technique de
microscopie corrélative afin d’étudier les cavéoles dans la biogenése des tubules-T
dans les myotubes extensivement différenciés. La technique de microscopie
corrélative m’a permis de montrer directement que Cav-3 forme de nouvelles
structures que j’ai découvertes et que la protéine Bin1 est directement impliquée dans
leur formation. L'utilisation d’ARN interférents et de cellules de patients présentant des
mutations dans le géne CAV-3 a permis d’étudier I'impact des défauts cavéolaires
dans le processus de différenciation et en particulier dans la formation des tubules-T.
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. CULTURE CELLULAIRE

Historiquement, la mise en culture de cellules musculaires a permis de mieux
comprendre la physiologie musculaire ainsi que certaines pathologies. Lors de la
différenciation des cellules musculaires squelettiques in vitro les myoblastes
(prolifératifs) cessent de se diviser et fusionnent pour former des myotubes
multinucléés exprimant des génes spécifiques du muscle. Ce processus dépend de la
déplétion des facteurs de croissance et du sérum du milieu de culture et montre que
la prolifération et la différenciation semble étre mutuellement exclusifs (Mohun 1992).
Au cours de la maturation des myofibres un réseau de signalisation et de protéines du
cytosquelette se met en place. |l est a l'origine de l'organisation des structures
musculaires telles que les myofibrilles et les triades qui permettent le couplage
excitation-contraction (Falcone et al. 2014). On peut noter également la migration des
noyaux a la périphérie des myotubes (Franzini-Armstrong et al. 1986; Flucher et al.
1991; Starr et Fridolfsson 2010; Metzger et al. 2012). Cependant il est aujourd’hui
encore difficile de générer des myotubes in vitro qui présentent une organisation
transversale des tubules transverses couplés au réticulum sarcoplasmique en formant
des triades transversales (Flucher et al. 1991; Cooper et al. 2004; Cusimano et al.
2009).

Afin d’étudier la formation des tubules-T au cours de la différenciation il m’a été
nécessaire de mettre au point les conditions de culture optimales dans le but d'obtenir
des myotubes extensivement différenciés. Pour ce faire, je me suis appuyée sur le
protocole développé par I'équipe d'Edgar Gomes (Falcone et al. 2014). J'ai utilisé des
cellules satellites murines primaires présentant de nombreux avantages, notamment
leur haut potentiel de différenciation qui est crucial pour notre étude des tubules-T et
du réle des cavéoles dans ce processus. J’ai aussi utilisé des myoblastes immortalisés
provenant de sujets contrdles sains et de patients présentant les mutations P28L et
R26Q dans le géne CAV-3. Ces cellules ont été immortalisées par K. Mamchaoui et
A. Bigot a la plateforme d’immortalisation MyoLine du Centre de Recherche. Les ADNc
TERT et Cdk4 ont été clonés dans deux vecteurs lentiviraux contenant respectivement
des marqueurs de sélection de la puromycine et de la néomycine. Les myoblastes ont
été transduits avec les vecteurs lentiviraux TERT et Cdk4 a une multiplicité d’infection

(MOI) de 3 a 5 en présence de 4 pg/ml de polybréne (Sigma-Aldrich). Les cultures
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cellulaires transduites ont été ensuite sélectionnées par la résistance a la puromycine
(0,2 ug/ml) et/ou a la néomycine (0,3 mg/ml) pendant 10 jours. Les cellules transduites
ont été ensemenceées a la densité clonale et des clones individuels sélectionnés ont

été isolés pour chaque population afin d'obtenir la lignée immortalisée.

1.1. CELLULES PRIMAIRES MURINES

1.1.1. Préparation des cellules primaires murines

Les muscles des membres postérieurs de souriceaux de 3 jours sont stérilisés
rapidement avec de I'éthanol a 70 % puis disséqués et recueillis dans une solution
saline tamponnée au phosphate (PBS) froid. lls sont ensuite hachés a l'aide de
scalpels. L'échantillon de tissu résultant est immergé dans un mélange de digestion
(0,5 mg/mL de collagénase de type 2 (#LS004202 ; Worthington Biochem, USA) et 3,5
mg/mL de dispase (#1105-041 ; Thermo Fisher, France) dans le milieu modifié de
Dulbecco Eagle's medium (DMEM) Glutamax (#61965-026 ; Thermo Fisher, France)
a 37°C sous agitation pendant 10 minutes. La digestion est arrétée avec du milieu de
dissection (DMEM Glutamax, 50 U/ml de pénicilline, 50 mg/ml de streptomycine, 10%
de sérum feetal bovin (FBS, #10270-106 ; Life Technologies, France)) et la suspension
centrifugée a 600 tours par minute (rpm) pendant 5 minutes. Le surnageant contenant
les cellules est centrifugé a 1300 rpm pendant 5 minutes, puis remis en suspension
dans 1mL de milieu de dissection et stocké sur glace. Les culots sont de nouveau
digérés dans le milieu de digestion pendant 10 minutes a 37°C. Cette procédure est
répétée au moins 5 fois, jusqu'a ce que le culot de muscle digéré soit réduit et

transparent.

Les suspensions cellulaires sont ensuite filtrées a travers un tamis a pores de 40 um
dans un ordre séquentiel inverse ; c'est-a-dire en commencgant par la derniere
digestion en premier pour éviter l'obstruction du filtre. Puis les cellules sont mises en
suspension dans du milieu de dissection et pré-ensemencées sur des boites de Pétri
de 100mm pendant 4 heures afin de promouvoir la fixation des fibroblastes tout en
gardant les cellules musculaires en suspension. Le surnageant du pré-
ensemencement est ensuite collecté et centrifugé a 1500 rpm pendant 10 minutes, le

culot remis en suspension dans du milieu de prolifération : DMEM Glutamax, 50 U/ml
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de pénicilline, 50 mg/ml de streptomycine, sérum foetal bovin 10%, Extrait d'embryon
de poulet (#CE-650-J ; Seralab, Royaume-Uni) 1%, et ensemencé sur des boites de
Pétri de 100 mm recouvertes de Matrigel 1:100 (#354234; Corning, France).

Les cellules sont congelées 2 jours aprés ensemencement dans 90% de sérum feetal
bovin (#10270-106 ; Life Technologies, France) et 10% de DMSO (#D2650, Sigma-
Aldrich, France).

1.1.2. Culture des cellules primaires murines

Les cultures de cellules musculaires primaires sont constituées d'un mélange
de myoblastes et de fibroblastes en prolifération. Ces cultures ne peuvent se maintenir
que quelques passages avant que les myoblastes ne perdent leur capacité de
prolifération ou que les fibroblastes ne prennent le relais. Il faut également veiller a
maintenir les cultures de cellules musculaires primaires a une densité inférieure a 60
%. Au-dela, les myoblastes commencent a fusionner et a se différencier spontanément

en myotubes.

Les myoblastes sont ensemencés a 25.102 cellules par cm? et sont cultivés a 37°C et
5%CO0O2 dans du milieu de prolifération sur des boites de Pétri de 100mm recouvertes
de Matrigel a facteurs de croissance réduits (GFR) a 1:10 (#356231 ; Corning, France).
Les boites sont préalablement incubées avec le Matrigel pendant une heure a 37°C,

et le surplus est éliminé avant 'ensemencement des cellules.

1.1.3. Différenciation des cellules primaires

Le but de notre étude est d’étudier la formation de structures apparaissant au
cours de la différenciation musculaire. Les myoblastes en culture sont capables de
fusionner et de former des myotubes différenciés et plurinucléés (Figure 31). Pour se
faire, le milieu de prolifération est remplacé 48h aprés ensemencement par un milieu
de différenciation composé de DMEM Glutamax, de sérum de cheval a 2% (#16050-
130 ; Life Technologies, France), de 50 U/mL de péniciline, de 50 mg/mL de
streptomycine. Aprés 2 jours de différenciation 80ng/mL d’agrine (#550-AG, R&D
Systems, USA) sont ajoutés afin d'induire le regroupement des récepteurs de
I'acétylcholine et promouvoir ainsi une différenciation plus avancée. De plus, une

couche de Matrigel GFR 1:3 est déposée sur les myotubes afin de prévenir leur
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détachement dG a leur contraction (Falcone et al. 2014). Les cellules sont

extensivement différenciées pendant 9 jours.

@ N Migration et Fusion avec
Différenciation - Adhésion Cg des myotubes
@ e B

e &

Myoblastes

Myocytes Myotubes naissants

Myotubes matures

Figure 31. Fusion des myoblastes en culture
(Adapté de Abmayr et Pavlath 2012)

1.2 CELLULES
MUTEES

IMMORTALISEES HUMAINES CONTROLES ET

Des lignées de myoblastes contrdles et de patients immortalisées (Cav-3 P28L,
Cav-3 R26Q) (Tableau 2) sont cultivées dans du milieu de prolifération : 1 volume de
M199 (#41150020, Invitrogen, France), 4 volumes de DMEM Glutamax, 20% de sérum
bovin feetal, 50pg/mL de gentamicine (Life Technologies, France), 25 pg/mL de fétuine
(#10344026 ; Life Technologies, France), 0,5 ng/mL de facteur de croissance des
fibroblastes de base (bFGF ; #PHG0026 ; Life Technologies, France), 5 ng/mL de
facteur de croissance épidermique humain (hEGF ; #PHG0311 ; Life Technologies,
France), 0,2 yg/mL de dexaméthasone (#D4902-100mg ; Sigma, France), 5 pg/mL
d'insuline (#91077C-1g ; Sigma, France). Le tableau 2 récapitule les lignées cellulaires

utilisées. Les cellules sont ensemencées a 15.102 cellules par cm?.

Lignées Mutations Patients Muscle
AB1079 Contréle Homme - 38 ans | Quadriceps
C7304 Contréle ? ?

Cav69 P28L Femme ?
Cav62/01 R26Q Homme ?

Tableau 2. Lignées de cellules immortalisées utilisées.
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[.2.1. Différenciation des cellules immortalisées

Les boites sont recouvertes de Matrigel GFR 1:100 afin de permettre une
longue différenciation (entre 10 et 20 jours). La différenciation est induite 48h apres
ensemencement en utilisant un milieu de différenciation constitué de DMEM Glutamax,
5% de sérum de cheval, 50ug/mL de gentamicine, complétée par Sug/mL d'insuline
(#91077C-1G ; Sigma, France). Apres 2 jours de différenciation 80ng/mL d’agrine
(#550-AG, R&D Systems, USA) sont ajoutés.

[.2.2. Transduction par le vecteur lentiviral Cav-3 GFP

Afin d’étudier au mieux Cav-3 au cours de la différenciation deux lignées de
cellules musculaires contréles AB1079 et C7304 (Tableau 2), ont été utilisées. Elles
ont été transduites avec des vecteurs lentiviraux exprimant Cav-3 WT et un géne
rapporteur GFP. Les myoblastes ont été transduits avec une MOI de 5, et les cellules
ont été congelées 3 jours aprés transduction dans 90% de SVF (#10270-106 ; Life
Technologies, France) et 10% de DMSO (#D2650, Sigma-Aldrich, France).

1.3. INACTIVATION DES PROTEINES PAR TRANSFECTION ARN
INTERFERENCE

Afin de diminuer I'expression de génes cibles nous avons utilisé une stratégie
de siARN (petit acide ribonucléique interférent) pour provoquer le silencing par ARN
interférence des protéines d’intérét a court terme apres le début de la différenciation.
Nous avons sélectionné puis séquencé des siARN double brins de 19 nucléotides
complémentaires a la séquence de I'ARNm que nous voulons cibler. lls sont
transfectés dans des cellules ou le brin guide est transporté dans le RISC (de I'anglais
RNA-induced silencing complex). Une fois activé, ce complexe de protéines et d'acides
nucléiques peut induire le silencing du géne en se liant a une séquence cible d'ARNm
complémentaire, induisant ainsi son clivage et sa dégradation. Tous les siARN ont été
obtenus commercialement (Eurogentec, Belgique). La liste des séquences utilisées se

trouve dans 'annexe 2.

La transfection de siRNA est effectuée a I'aide du réactif de transfection Lipofectamine

RNAiMax (#13778, Invitrogen, France). Les mélanges sont préparés conformément
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au tableau 3. Aprés 10 secondes d’homogénéisation, les mélanges sont incubés
pendant 10 minutes a température ambiante pour permettre la formation de complexes
de transfection (Tableau 3). Les complexes sont ensuite déposés goutte a goutte sur
les cellules avant I'ajout du milieu de différenciation. Les myotubes sont cultivés dans
leurs conditions normales de croissance, sur une couche de Matrigel 1:10 dans du
milieu de différenciation pendant toute la durée de la transfection. Pour une diminution
efficace de la quantité des protéines cibles dans les cultures de myotubes, deux
traitements successifs de 48 heures par le siRNA sont nécessaires et permettent
d'obtenir une diminution de respectivement 95,3% et 87,7% de Cav-3 en fonction du
siARN utilisé (Figure 22).

Volume de Volume de Concentration
Formats des
milieu sur les réactif finale de
puits
cellules (uL) RNAiMax siARN (nM)
Plaque 6 puits 2000 9 50
Plaque 4 puits 500 6 50

Tableau 3. Schéma de pipetage pour la transfection de cellules
adhérentes avec Lipofectamine RNAiMax

1.4. TRANSDUCTION PAR LE VECTEUR ADENO-VIRAL BIN1 +/- EXON
11

Le vecteur adénoviral est I'un des virus les plus utilisés dans I'acheminement
des genes. C’est un virus a ADN double brin non enveloppés, d'une capacité
d'emballage d'environ 35kb. Il existe plus de 50 sérotypes adénoviraux différents,
regroupés en 6 espéces (Kaspar 2009). En raison de leur production relativement
simple et des niveaux élevés d'expression des transgénes, les vecteurs adénoviraux
sont couramment utilisés comme outils de recherche, tant in vitro que dans les petits
modeéles animaux. Les vecteurs adénoviraux ont un excellent tropisme pour les

cellules musculaires en culture.

Ici nous avons utilisé des adénovirus exprimant la protéine Bin1 comprenant I'exon 11,
spécifique du muscle et codant pour le domaine de liaison aux phosphoinositides
P1(4,5)P2 et P14P (E. Lee 2002) et l'isoforme de Bin1 sans I'exon 11, in vitro dans des
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cultures de cellules musculaires primaires murines ou immortalisées humaines. Cela
nous a permis d’étudier le rble des différentes protéines dans la tubulation des

membranes par I'exon 11 de Bin1.

Les myotubes en différenciation sont transduits avec les vecteurs adénoviraux avec
une MOI de 75, pendant 36h, avant fixation ou décapage (cf. 11.3 Microscopie
électronique). Les virus sont déposés et incubés sur les cellules durant 4 heures a
37°C dans du milieu DMEM Glutamax. Le milieu est ensuite changé pour du milieu de

différenciation additionné de 80ng/mL d’agrine.
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Il. ANALYSES HISTOMORPHOLOGIQUES ET
ULTRASTRUCTURALES

1. IMMUNOFLUORESCENCE

Les cellules cultivées sur différents substrats (lamelles en verre, Fluorodish
(#FD35, WPI, France), Ibiditreat udish (#81156, Ibidi, France), ou Glass bottom udish
(#81168, Ibidi, France)) sont fixées (15 min, 4% de paraformaldéhyde dans du PBS) a
température ambiante (RT), perméabilisées (10 min, 0,5% de Triton X-100 dans du
PBS a RT) et bloquées (30 min, PBS avec 0,1% de Triton X-100, 5% de sérum
albumine bovine (BSA)) sous agitation. Les échantillons sont incubés avec un
anticorps primaire dilué dans le tampon de blocage pendant une nuit a 4°C sous
agitation. La liste des anticorps utilisés ainsi que les dilutions sont retrouvées dans le
tableau 4. Le lendemain, les échantillons sont lavés dans du PBS additionné de 0,1 %
de Triton X-100 avant l'incubation avec les anticorps secondaires (60 min, a RT)
(Tableau 5). lIs sont finalement lavés une derniére fois dans du PBS 0,1% de Triton
X-100, et montés avec la solution anti-décoloration Vectashield contenant du DAPI
(#H-1200 ; Vector Laboratories, USA). Pour le double ou triple marquage, les anticorps
primaires (de différentes espéces) ont été ajoutés simultanément a I'étape appropriée.
Les molécules fluorescentes utilisées, telles que la phalloidine qui permet de marquer
les filaments d'actine (ThermoFischer Scientific, France), sont incubées en méme

temps que les anticorps secondaires.

Les immunomarquages ont été observés a l'aide d'un microscope confocal a disque
rotatif Nikon Ti2, piloté par le logiciel Metamorph (Molecular Devices) et équipé d'une
platine motorisée et d'une téte a disque rotatif Yokogawa CSU-W1 couplée a une
caméra sCMOS Prime 95 (Photometrics). Des images de super-résolution sont

obtenues grace au module LiveSR (Gataca Systems).
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Anticorps Référence Dilution Dilution Dilution
(Immunofluo.) | (Immunogold) (WB)
Cav-3 (Souris) 610421 1:200 1:10 1:1000
Cav-3 (Lapin) ab2912 1:200 1:20 /
Cav-1 (Lapin) sc894 1:200 1:10 1:1000
Cavine 4 (Lapin) HPA020973 1:500 1:20 1:1000
DHPR (Souris) ab2862 1:200 1:20 /
RyR1 (Lapin) / 1:500 1:20 /
Triadine (Lapin) / 1:500 1:20 /
Bin1 (Souris) 05-449-C 1:100 1:15 1:750
GFP (Lapin) A11122 / 1:20 /
a-actinin (Souris) A7811 1:200 / /
GAPDH (Lapin) sc25778 / / 1:1000
a-tubuline (Souris) | 236-10501 / / 1:1000
Cavine 1 (Lapin) A301.269A 1:200 1:20 1:1000
Tableau 4. Liste des anticorps primaires utilisés
Anticorps Référence Dilution Dilution Dilution
(Immunofluo.) | (Immunogold) (WB)
Goat anti-Mouse A488 A32723 1:250 / /
Goat anti- Rabbit A488 A11034 1:250 / /
Goat anti-Mouse 568 A11004 1:250 / /
Goat anti-Rabbit 568 A11036 1:250 / /
Donkey anti-Rabbit 647 A31573 1:250 / /
Donkey anti-Mouse 647 A31571 1:250 / /
Goat anti-Rabbit HRP 111-035-144 |/ / 1:10000
Sheep anti-Mouse HRP 515-035-062 |/ / 1:10000
Goat anti-Mouse gold 15nm | 815.022 / 1:25 /
Goat anti-Mouse gold 18nm | 115.215.146 |/ 1:25 /
Goat anti-Rabbit gold 15nm | 815.011 / 1:25 /
Goat anti-Rabbit gold 25nm | 825.011 / 1:25 /
Goat anti-Rabbit gold 18nm | 111.215.144 |/ 1:25 /

Tableau 5. Liste des anticorps secondaires utilisés

11.2. MARQUAGE DES MEMBRANES SUR DES MYOTUBES
DIFFERENCIES POUR L'IMAGERIE DES TUBULES-T
11.2.1. Etude de la connexion des tubules a la membrane plasmique

Afin de visualiser la formation des tubules-T sur des myotubes en culture, nous
avons utilisé une sonde lumineuse, MemBright (Cytoskeleton, Inc, France) a base de

cyanines qui permet de visualiser la membrane plasmique (Collot et al. 2019). Profitant
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de la structure symétrique des cyanines, ces sondes ont été modifiées a I'aide de deux
radicaux zwitterioniques et amphiphiles assurant une coloration sélective et
persistante de la membrane plasmique. En milieu aqueux, ces sondes forment des
agrégats sombres non fluorescents, alors qu'en présence de membranes lipidiques,
les agrégats se dissocient en espéces moléculaires hautement fluorescentes
solubilisées dans la bicouche (Figure 32). Cette capacité d'activation des sondes
MemBright permet l'imagerie cellulaire sans aucune étape de lavage avec un rapport
signal/bruit élevé dans les cellules vivantes ou fixées (Collot et al. 2019).

Etat OFF

. % % 1 EtatONI

o"o"g":’: ?ﬁo’o’o’"’n"’o’” 0008800 000eeeese
A O YR i
o“ 00 '"'co'o‘ OOCBEBAABAEAE )
Particules de MemBright agrégées Désassemblage et insertion dans Propagation dans la membrane
entre elles la membrane

Figure 32. Mécanisme d’activation des sondes MemBright
(adapté de Collot et al. 2019)

Les myotubes différenciés entre 7 et 9 jours sont placés dans une chambre
d’incubation afin d’étre maintenus a 37°C et 5% de COz2 tout au long de I'expérience.
Au moment de I'observation le milieu est changé pour du DMEM Glutamax, le sérum
interagissant avec la sonde, et 0,1uM de MemBright 640 (#MG-04, Cytoskeleton, Inc,
France) est ajouté. De méme que pour les immunomarquages les cellules sont
observées a l'aide du microscope confocal a disque tournant Nikon Ti2 grace a
I'objectif @ immersion x100 sur une épaisseur de S5um pendant 20min a raison d’'une
image toutes les 3 minutes. Les images générées sont ensuite analysées par le logiciel
ImageJ.

11.2.2. Etude des tubules induits connectés a la membrane plasmique

Afin d’étudier la connexion des tubules formés suite a la surexpression de la
protéine Bin1-GFP exon 11, nous avons transduit des myotubes avec le vecteur
adénoviral Bin1-GFP exon 11 et utilisé la sonde lumineuse, MemBright (Cytoskeleton,

Inc, France).

Eline Lemerle - Thése de Doctorat - 2021



MATERIEL ET METHODES - Analyses histomorphologiques et ultrastructurales

Les myotubes sont transduits a sept jours de différenciation avec les vecteurs
adénoviraux avec une MOI de 75 36h avant observation. Les virus sont déposés et
incubés sur les cellules durant 4 heures a 37°C dans du milieu DMEM Glutamax. Le
milieu est ensuite changé pour du milieu de différenciation avec 80ng/mL d’agrine.

A huit jours et demi de différenciation, les myotubes sont placés dans une chambre
d’incubation afin d’étre maintenus a 37°C et 5% de CO:2 tout au long de I'expérience.
Au moment de 'observation le milieu est changé pour du DMEM Glutamax et 0,1uM
de MemBright 640 (#MG-04, Cytoskeleton, Inc, France) est ajouté. Les conditions

d’imagerie sont les mémes que dans la partie précédente.

I.3. MICROSCOPIE ELECTRONIQUE

11.3.1. Préparation des échantillons de microscopie électronique

La microscopie électronique a transmission (MET) consiste en un faisceau
d'électrons transmis a travers des sections ultra-minces pour former une image
reflétant la densité des électrons. La préparation des échantillons peut étre trés
complexe, et les étapes nécessaires - allant du processus de fixation a l'inclusion dans
la résine, en passant par la coloration ou le contraste avec les métaux lourds - peuvent
toutes introduire des artefacts ou une dégradation structurelle. Les sections minces
sont intrinsequement limitées puisqu'elles ne fournissent qu'une vue bidimensionnelle

des structures sectionnées.

Dans le cas de ce que nous appelons décapage par sonication, c’est-a-dire le
décapage du « toit » de la cellule pour avoir accés a la partie ventrale de la membrane
plasmique, le fond des cellules étant suffisamment mince pour que les électrons
puissent le traverser et offrir un excellent contraste tout en conservant leur structure
tridimensionnelle. Dans la version originale de cette expérience décrite par J. Heuser
(Heuser et Kirschner 1980), les cellules ou tissus sont fixés par congélation rapide
pour éviter la formation de cristaux de glace dans l|'échantillon. Les structures
biologiques sont ensuite ouvertes par une technique appelée "freeze-fracture" ou
directement séchées a froid par sublimation de l'eau. L'élimination de l'eau par
sublimation permet de retirer I'eau a la surface de I'échantillon sans endommager les

structures sous-jacentes. Ensuite, une couche de métal extrémement fine
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(généralement du platine) est déposée a la surface de I'échantillon, suivie d'une
couche de carbone pour stabiliser le grain de platine. Heuser introduira par la suite le
décapage cellulaire pour adapter sa technique a la visualisation des faces
cytoplasmiques des membranes biologiques et des protéines membranaires (Heuser

2000b).

Face extracel!ulairéadq la’
membrane plasmique supériegire
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Figure 33. Réplique de métal révélant la structure de la membrane interne/cytoplasmique des
cellules.

Image a faible grossissement d'une cellule musculaire humaine en culture partiellement décapée par
sonication. Le décapage par sonication permet de visualiser la face cytosolique de la membrane
adhérente, constellée de réseaux de cytosquelette d'actine formant des fibres de stress, des cavéoles
ainsi que des puits de clathrine.

S. Vassilopoulos a mis au point le protocole suivant avec l'aide de J. Lainé, M. Trichet
(Plateforme de microscopie électronique, Sorbonne Université) et Agathe Franck
(Figure 33). Les membranes plasmiques adhérentes de cellules cultivées sur des
lamelles de verre sont obtenues par sonication selon un protocole publié
précédemment (Heuser 2000b). Les cellules sont rincées intensément trois fois avec
le tampon Ringer avec Ca?* (Annexe 1) puis briévement soumises a une concentration
de 0,5 mg/mL de poly-L-lysine (Sigma-Alrich, France), permettant de fixer les cellules
a la lamelle, et diluée dans le tampon Ringer sans Ca?* (Annexe 1). La poly-L-lysine
est éliminée par lavage a l'aide d'un tampon Ringer sans Ca?*. Les lamelles sont
plongées dans un bain de tampon KHMgE (Annexe 1) a 37°C avant décapage par

sonication & I'aide d'un processeur ultrasonique Vibra-Cell VCX130 (Sonics, Etats-
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Unis) a 20 % d'amplitude. Les membranes décapées par sonication sont
immédiatement fixées pendant 30 minutes avec 2 % de glutaraldéhyde / 2 % de
paraformaldéhyde. Les cellules sont traitées séquentiellement avec 1 % d'OsO4, 1,5
% d'acide tannique et 1 % d'acétate d'uranyle avant d'étre déshydratées par des bains
successifs d'éthanol. L'alcool est enfin substitué pas du hexaméthyldisilazane (HMDS)
(#C16700-250 ; LFG Distribution, France) un solvant avec une tension de surface
faible permettant de préserver I'ultrastructure des molécules au moment du séchage

sous vide.

Pour le marquage avec des billes d'or des protéines d’intérét (Immuno-gold), les
membranes plasmiques soniquées sont fixées uniquement avec 4 % de
paraformaldéhyde. Avant l'incubation avec des anticorps primaires et des anticorps
secondaires couplés a des billes d’or (Tableaux 4 et 5), les membranes sont incubées
avec une solution de NaBH4 qui permet d'inactiver les aldéhydes. Les membranes
sont enfin fixées avec 2 % de glutaraldéhyde avec d'étre soumises au méme traitement

que pour les études de morphologie.

Les échantillons déshydratés sont ensuite métallisés par métallisation rotative. Les
lamelles de verre sont placées dans I'enceinte d'un métalliseur de type ACEG600 (Leica
Microsystems, Allemagne). Une fois sous vide poussé (10° a 10° mBar) les
membranes cellulaires sont recouvertes de 2 nm de platine par pulvérisation et par 4
a 6 nm de carbone en tresse. Le revétement par pulvérisation cathodique ou sputtering
est le processus d'application d'un revétement ultrafin de métal tel le platine (Pt) sur
un échantillon. Ceci empéche I'accumulation de champs électriques statiques sur
I’échantillon et est trés utilisé pour la microscopie électronique. Il augmente également
la quantité d'électrons secondaires qui peuvent étre détectés a la surface de
I'échantillon et augmente donc le rapport signal/bruit. Le revétement de carbone par
évaporation thermique est utilisé pour stabiliser le dépbdt de métal précédent. Une
source de carbone, sous forme de tresse ou de tige, est montée dans un systéme a
vide entre deux bornes électriques a courant élevé. Lorsque la source de carbone est
chauffée a sa température d'évaporation, un fin jet de carbone est déposé sur les

échantillons.

Les répliques de platine obtenues sont séparées du verre par flottaison sur de I'acide

fluorhydrique dilué a 5 %, lavées plusieurs fois par des bains d'eau distillée contenant
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0.1% de détergent (une goutte dans 10ml, Photo-Flo, Kodak) et récupérées sur des
grilles de microscopie électronique (ME) recouvertes d'une pellicule de carbone (200
mesh formvar/carbone, LFG Distribution, France). Les grilles sont montées dans le
porte-objet du goniométre a entrée latérale eucentrique d'un microscope électronique
a transmission fonctionnant a 80 kV (modéle CM120 ; Philips) et les images sont
enregistrées avec la caméra numérique Morada (Olympus, Tokyo). Les images sont
traitées par le logiciel Adobe Photoshop ou Imaged afin ajuster la luminosité et le

contraste et sont présentées en contraste inversé.

11.3.2. Anaglyphes et Tomogrammes

Les images en anaglyphe 3D sont obtenues en combinant deux images
stéréoscopiques en une seule pour créer un effet 3D. Il nous a été particulierement
utile d'examiner les structures tridimensionnelles fixées a des membranes non
recouvertes, surtout dans le cas de structures membranaires complexes. L'échantillon,
dans le porte objet du MET, est incliné avec un angle de + 10°, et les deux images
sont ensuite modifiées dans le logiciel Photoshop (Adobe) pour ajuster la luminosité
et le contraste et présentées en contraste inversé. Les anaglyphes sont réalisés en
convertissant I'image inclinée a -10° en rouge pur et I'image inclinée a +10° en cyan
(bleu/vert), en les superposant, et en les alignant les unes par rapport aux autres (J.
Heuser 2000a).

La méthode de prise d’images est similaire pour réaliser des tomogrammes.
L'échantillon, dans le porte objet du MET, est incliné avec un angle de + 20° et une
image est prise tous les 5°. La luminosité et le contraste des images sont ajustés dans
Photoshop et les images présentées en contraste inversé. Les films sont réalisés en

montant bout a bout les images des tomogrammes sur ImagedJ en format GIF.

11.3.3. Etude des structures membranaires

Sur les images de microscopie électronique et a l'aide du logiciel ImageJ, les
structures d’intérét ont été détourées et leur aire moyenne a été mesurée dans les ROI
correspondants (Figure 34). L’aire moyenne de la zone de membrane plasmique a
également été mesurée. L'analyse des données a été réalisée sur le logiciel GraphPad

Prism 8.
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Figure 34. Mesure des structures membranaires d’intérét

Image a haute résolution de la surface interne d'un myotube humain en culture. Cette image n'est
pas encore inversée. Afin de quantifier les anneaux de cavéoles a l'aide du logiciel Imaged, les
structures d’intérét sont détourées en régions d'intérét (ROI) et leur aire moyenne mesurée.

11.3.4. Microscopie Corrélative

Au cours de ma thése j'ai adapté cette technique de microscopie électronique
sur répligues de métal afin de réaliser de la microscopie corrélative entre la
microscopie confocale spinning disk a super-résolution et la microscopie électronique.

La technique est schématisée en Figure 35.

Les myotubes sont cultivés sur des boites au fond alpha-numériquement quadrillé
(Glass bottom udish (#81168, Ibidi, France)) et recouvertes de Matrigel 1:10. Les
expériences sont réalisées aprés 7 a 8 jours de différenciation. Les cellules sont
d'abord rincées avec du tampon Ringer +Ca?* froid afin de dépolymériser le Matrigel.
Les échantillons sont ensuite incubés 10 secondes dans de la poly-L-lysine a 0,5
mg/mL (Sigma-Alrich, France) et rincés au tampon Ringer -Ca?* avant décapage par
sonication (Heuser 2000b). Les membranes décapées par sonication sont
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immédiatement plongées dans un bain de paraformaldéhyde a 4% pendant 30
minutes. Les protéines d’intérét sont ensuite marquées par immunofluorescence. Les
échantillons sont saturés (30 min, KHMgE avec 0,5% de sérum albumine bovine
(BSA)) sous agitation. lls sont ensuite incubés avec un anticorps primaire dilué dans
le tampon de saturation pendant 1h30 a température ambiante sous agitation avant
d’étre rincés au KHMgE et incubés avec les anticorps secondaires (60 min,
température ambiante). La liste des anticorps utilisés ainsi que les dilutions sont
retrouvées dans les tableaux 4 et 5. Les immunomarquages sont acquis a l'aide du
microscope Nikon Ti2, et les images a trés haute résolution sont obtenues grace au
module LiveSR (Gataca Systems). Les observations sont réalisées a différents
grossissement afin d’optimiser la localisation des myotubes d’intérét (Objectifs x4, x20
et x100). Les échantillons sont ensuite incubés dans du glutaraldéhyde 2% a 4°C sur

la nuit.

Figure 35. Protocole de préparation des échantillons pour la microscopie corrélative

(a) Les cellules sont cultivées sur des boites de culture en verre. (b) Les cellules sont soniquées afin
de décaper leur partie supérieure et d’exposer la face ventrale de la membrane plasmique. (c) Les
cellules sont ensuite fixées chimiquement. (d) Les protéines d’intérét sont marquées avec des anticorps
primaires puis secondaires fluorescents. (e) Les échantillons sont imagés en super-résolution. (f) Les
échantillons sont déshydratés et séchés. (g) Les échantillons sont recouverts d’une fine couche de
platine et de carbone afin de créer une réplique de la membrane. (h) Les répliques sont séparées de la
boite, rincées et transférées sur des grilles de ME a transmission (Adapté de Sochacki et al. 2014).
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Le lendemain, les cellules sont traitées séquentiellement avec 1% de tetroxyde
d'osmium OsO4, 1,5% d'acide tannique et 1% d'acétate d'uranyle avant d'étre
déshydratées a I'éthanol et au HMDS (#C16700-250 ; LFG Distribution, France). Les
échantillons séchés sont ensuite recouverts par rotation avec 2 nm de platine et 6 nm

de carbone a l'aide de 'ACE600 (Leica Microsystems, Allemagne).

Les zones d’intérét des répliques de platine ainsi obtenues sont retirées du verre aprées
une incubation d’'une heure sur de l'acide fluorhydrique a 5%, lavées plusieurs fois a
I'eau distillée et déposées sur des grilles de ME recouvertes d'une pellicule de carbone
(200 mesh formvar/carbone (#FFTH200-CU-50, LFG Distribution, France)). Les grilles

sont ensuite observées comme décrit précédemment dans 11.3.1.

Les images de microscopie a super-résolution et celles de microscopie électronique
sont superposées grace au logiciel Adobe Photoshop. Les images de ME sont

présentées en contraste inversé (Figure 36).
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Figure 36. Corrélation des images de microscopie a super-résolution et des images de
microscopie électronique

(A) et (B) Les myotubes sont cultivés sur des boites de culture dont le fond est en verre quadrillé afin
de permettre une localisation exacte des cellules d’'intérét. La fluorescence des cellules est d’abord
imagée a faible grossissement x4 afin d’avoir une vue d’ensemble des zones avec des myotubes
décapés par sonication. (C) Les images de microscopie électronique sont d’abord prises a un trés faible
grossissement afin de localiser les myotubes et de superposer I'image de fluorescence facilement. (D),
(E) et (F) Corrélation de la microscopie a super-résolution et de la microscopie électronique d’un
myotube murin a 8 jours de différenciation. (D) Image en super-résolution. La Cav-3-GFP apparait en
vert. (E) Observation en microscopie électronique a transmission de la réplique de métal du méme
myotube. (F) Superposition de I'image en SR avec I'image de ME.
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M. BIOCHIMIE

1. WESTERN BLOT

Les échantillons de cellules sont collectés en utilisant directement du bleu
Laemmli 4X (Laemmli 1970) ou un tampon NaCl (150 mM)-EDTA (10 mM) avec ajout
d'un cocktail d'inhibiteurs de protéase 1:100 (#P8340 ; Sigma-Aldrich, USA). Les
échantillons de protéines sont séparés par électrophorése dans des gels pré-coulés
de bis-acrylamide 4-12% 1,5mm 10 ou 15 puits (#NP0335BOX ; Life Technologies,
France) et un tampon de migration NUPAGE MOPS SDS (#NPO0001 ; Life
Technologies, France), puis transférés par électrophorése sur des membranes de
nitrocellulose 0,45 um (#LC2001 ; Life Technologies, France) et marqués avec des
anticorps primaires qui figurent dans le tableau 4 et des anticorps secondaires couplés
a la HRP (Jackson Laboratories, Etats-Unis) (Tableau 5). La présence de protéines
dans les échantillons est détectée a l'aide du substrat chemiluminescent HRP
d'Immobilon (#WBKLS ; Sigma-Alrich, France). L'acquisition est effectuée sur une G-

Box (Ozyme, France) ou un Chemidoc (BioRad, France).

l.2. EXTRACTION D’ARN ET RT-QPCR

L'extraction de I'ARN et les expériences de RT-PCR quantitatives présentées
dans ce manuscrit ont été réalisées par G. Moulay. Les ARN sont isolés des myotubes
quatre jours aprés la transfection des siARN en utilisant le réactif TRIzol (Life
Technologies, France) selon le protocole du fabricant. L'ARN total est ensuite soumis
a un traitement DNasel (New England Biolabs, USA) suivi d'une extraction phénol-
chloroforme, et stocké a -80°C aprés quantification au spectrophotométre Nanodrop
ND-1000 (Nanodrop Technologies, USA). 1 ug d'ARN est transcrit de maniere inverse
en utilisant le systéme de synthése de premier brin M-MLV selon les instructions du
fabricant (Invitrogen, France) sur un total de 20 pL. Pour quantifier I'expression de
I'ARNm, une PCR en temps réel est effectuée a l'aide d'un Lightcycler 480 Il (Roche,
Suisse) et de réactif 1X SYBR Green (Roche, Suisse) en utilisant 0,2 pmol/uL
d'amorces avant et arriére, et 5 yL de chaque ADNCc dilué a 1:10 dans de I'eau exempte
de nucléase. Les séquences d'amorces PCR pour I'ADNc humain et de souris sont
eénumeéreées dans I'annexe 3. Les cycles de PCR sont : une étape de pré-incubation de
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10 min 95°C suivie de 45 cycles avec une dénaturation a 95°C pendant 10 s, une
hybridation a 60°C pendant 15 s et une extension a 72°C pendant 8 s. Chaque niveau
d'expression cible a été normalisé en utilisant la moyenne géométrique RPLPO et
HPRT1.

l.3. ANALYSE STATISTIQUE

Les analyses statistiques ont été réalisées par des t-tests de Student ou des
ANOVA sur le logiciel GraphPad Prism 8.
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. LES CAVEOLES DANS LE MUSCLE SQUELETTIQUE

Les cavéoles sont des structures membranaires particulierement abondantes
dans le muscle squelettique et possédant des fonctions variées allant de I'homéostasie
du cholestérol jusqu'a la mécano-protection du sarcolemme. Pourtant, il manque
encore des informations précieuses sur leur structure dans les cellules musculaires
qui pourraient s'avérer déterminantes pour comprendre comment des défauts dans
leur organisation contribuent a la physiopathologie de nombreuses myopathies. Parmi
les fonctions variées qui ont été attribuées aux cavéoles, une est particulierement
énigmatique. Il s'agit de leur role dans la formation des tubules-T dans les cellules
musculaires différenciées. Pour mon projet j'ai choisi de me focaliser précisément sur
ce rble. Jai étudié la distribution et l'ultrastructure des cavéoles aux cours des
différents stades de la différenciation des myoblastes en myotubes dans différents
modeéles cellulaires, humains et murins, sains et pathologiques, afin de mieux
comprendre leur organisation et leur structure au cours de la différenciation des

myotubes.

Cette étude a été réalisée majoritairement dans des cultures de myotubes primaires
murins. En effet, suite a de nombreuses expériences de microscopie nous avons
déterminé que ce systéme se différenciait beaucoup plus extensivement et permettait
la formation d'un appareil contractile plus mature et donc un meilleur modéle d'étude

de la formation des tubules-T.

J’ai combiné des techniques de microscopie a fluorescence dites a super-résolution
avec l'analyse des myotubes par microscopie électronique (ME). Grace a un lentivirus
généreusement partagé par I'équipe de C. Lamaze (Institut Curie, Paris) et dans le but
d’étudier les cavéoles musculaires j'ai généré plusieurs lignées de cellules humaines
contréles exprimant la cavéoline 3 GFP (Cav-3-GFP). Cela a permis de mettre au point
la microscopie corrélative pour I'étude des cavéoles et de la cavéoline 3 (Cav-3) au
cours de la différenciation musculaire avec comme obijectif principal de comprendre
leur réle dans la formation des tubules-T naissants dans les myotubes les plus

différenciés.
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1.1. LES PROTEINES DES CAVEOLES

Dans un premier temps nous avons décidé d’étudier I'expression protéique de
Cav-3 et Cav-1 dans les cellules humaines et murines afin de caractériser I'évolution
de ces protéines dans nos modéles cellulaires. |l a été décrit précédemment une
augmentation de Cav-3 aprés induction de la différenciation (Tang et al. 1996). Une
étude par Western Blots et immunofluorescence nous a permis de retrouver une
expression similaire (Figure 37 (A, C, D)). Nous avons cependant été surpris
d’'observer que, dans les cellules humaines immortalisées d’individus contrdle, une
quantité non négligeable de Cav-1 était toujours distribuée a la surface des myotubes.
Ceci se traduit par une colocalisation des marquages Cav-1 et Cav-3 en
immunofluorescence (Figure 37 (C)). Afin d'observer en face les caveéoles et leur
composants protéiques nous avons réalisé des expériences de doubles marquages
avec des anticorps couplés a des billes d’or de tailles différentes sur des répliques de
métal de myotubes différenciés pendant 3 a 4 jours et observés par ME a transmission.
Cela m'a permis de montrer la présence simultanée au sarcolemme de caveéoles

marquées avec Cav-3 et de cavéoles marquées avec Cav-1 (Figure 37 (B)).

Les cavéoles musculaires sont cependant formées principalement de la cavéoline
spécifique du muscle, Cav-3, ainsi que de la cavine 1 et de la cavine 4, elle aussi
spécifique du tissu musculaire (Bastiani et al. 2009). J'ai montré dans les myotubes en
culture une colocalisation des marquages de Cav-3 et de la cavine 4.
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Figure 37. Expression de la cavéoline au cours de la différenciation musculaire.

(A) Analyse par Western Blot et quantification densitométrique de la quantité de Cav-3 et de Cav-1 dans
des myotubes humains au cours de la différenciation. (B) Image de ME sur réplique de métal de
myotubes immortalisés humains a 5 jours de différenciation avec immuno-marquage a 'or des protéines
Cav-3 (bille d’or de 15nm), indiqué par une fleche verte et Cav-1 (bille d’or de 25nm), indiqué par une
fleche rouge. Les billes d’or sont pseudo-colorées en jaune. (C) Immuno-marquage d’'un myotube
immortalisé humain a 5 jours de différenciation. Les marquages de Cav-1 (rouge) et Cav-3 (vert) sont
observés. On observe la présence et la colocalisation des deux cavéolines dans les cellules
différenciées. (D) Immuno-marquage de myoblastes immortalisés humains. Les noyaux sont marqués
au DAPI (bleu).

La cavine 4 s’hétéro-oligomérise avec la cavine 1 afin de former avec Cav-3 le
manteau des cavéoles musculaires. Nous avons donc voulu étudier I'aspect de ce
manteau par rapport aux cavéoles d’autres tissus. Pour cela nous avons réalisé des
répliques de métal de la membrane cytosolique de myotubes et de fibroblastes. En
effet, le manteau des cavéoles est facilement observable en ME a transmission a partir

des répliques de métal car les objets maintiennent leur tridimensionnalité. Ce manteau
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apparait sous forme de bandelettes transversales a la surface des cavéoles (Figure
38 (A-C)). Son organisation est différente de celle des cavéoles des fibroblastes, sur
lesquelles les oligoméres de cavines apparaissent moins rugueux et mieux définis
(Figure 38 (D)). De plus, les cavéoles des cellules musculaires se caractérisent par
leur capacité a former des structures inhabituelles dans des régions de forte densité
cavéolaire (Figure 38 E-G)). On retrouve des structures en grappes (Figure 38 (E)), ou

des fusions de caveéoles avec le sarcolemme (Figure 38 (F-G)).

Figure 38. Les cavéoles musculaires ont une structure et une organisation différente des
cavéoles de fibroblastes.

(A) Image a faible grossissement d’'un myotube humain décapé par sonication et observé par
microscopie électronique a transmission. (B) Image a fort grossissement de la région correspondant a
I'encart dans (A) montrant des cavéoles musculaires. (C) Image a fort grossissement de la région
correspondant a l'encart dans (B) montrant des cavéoles musculaires. Le manteau des cavéoles
composé de cavines présente des bandelettes caractéristiques des cavéoles musculaires. (D) Vue a
fort grossissement des cavéoles présentes dans un fibroblaste en culture. Le manteau des cavéoles
présente un aspect plus strié formant occasionnellement une spirale. (E) Vue a fort grossissement de
structure formée par le regroupement de cavéoles dans des myotubes humains décapés par sonication
et observés par microscopie électronique a transmission. (F) Image a faible grossissement de la
membrane cytosolique d’'un myotube humain décapé par sonication et observé par ME a transmission.
(G) Image a fort grossissement de la région correspondant a l'encart dans (F). Les cavéoles
s’organisent sur une structure émanant du sarcolemme.
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1.2 LES CAVEOLES MUSCULAIRES AU SARCOLEMME

1.2.1. L’organisation et la structure des cavéoles est différente entre les

myotubes humains et les myotubes murins

Au cours de mes travaux, j'ai utilisé deux différents types cellulaires. J'ai cultivé
des myotubes humains ainsi que des cultures primaires de myotubes murins. J'ai
remarqué une organisation différente des cavéoles entre ces deux types de myotubes.
Dans les cellules humaines les cavéoles ont un diaméetre moyen de 70nm et peuvent
former des regroupements trés denses a la membrane plasmique. Dans les myotubes
murins issus des cultures primaires et extensivement différenciés 8 a 10 jours, les
caveéoles sont plus petites, avec un diameétre moyen de 60nm. |l est décrit dans la
littérature que les caveéoles peuvent prendre différentes organisations a la membrane
plasmique (Razani et al. 2002) (cf. Introduction Figure 21 et Figure 38). Nous avons
tres frequemment observé sur des répliques de métal des myotubes en culture des
grappes de cavéoles (fusionnées ou non) (Figure 38 (E-G)), des rosettes formées d'au
moins 5 cavéoles, des petits tubes correspondant a la fusion de 3 ou 4 cavéoles et
possédant encore a leur surface le manteau caractéristique de cavines. Des structures
similaires sont observables dans différents types cellulaires (Parton 2018) mais nous
avons remarqué dans les myotubes que ces structures deviennent plus complexes a

mesure que la différenciation avance.

1.2.2. Les cavéoles s’accumulent entre les fibres de stress d’actine mais

ne fusionnent pas en tubes

Dans les myotubes, le cytosquelette d’actine est organisé en fibres de stress
qui courent le long de la cellule et occupent la majorité de la membrane plasmique.
Nous avons observé dans des myotubes humains a quatre jours de différenciation,
une organisation longitudinale du marquage cavéolaire, par la cavine 4, sur des
images d'immunofluorescence (Figure 39 (A)). Notre hypothése est donc que les
cavéoles s’organisent dans les zones disponibles du sarcolemme. On aurait donc des
regroupement cavéolaires dus a I'encombrement de la membrane par les fibres de
stress d’actine, et qui pourraient par conséquent étre dus au mouvement et a la

contraction des cellules musculaires.
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Nous avons voulu observer les cavéoles au niveau du sarcolemme par ME afin de
savoir sous quelles formes elles étaient organisées. Pour cela nous avons réalisé des
répliques de métal de cellules humaines décapées apres sonication, nous permettant
d’avoir acces a la partie cytosolique de la membrane plasmique adhérente (Figure 39
(B-B’)). J'ai ainsi remarqué que les cavéoles étaient systématiquement organisées
longitudinalement entre les fibres d’actine elles-mémes longitudinales au niveau de la
membrane (Figure 39 (B)). Nous nous sommes donc demandés si cette organisation
longitudinale était due a l'alignement de cavéoles individuelles ou si déja les cavéoles
étaient capables de fusionner entre-elles pour former un tube de membrane. Des
observations de myotubes peu différenciés par microscopie électronique m'ont permis
de montrer qu'a ce stade de différenciation, les cavéoles sont organisées en grappes
situées entre les fibres de stress d’actine (Figure 39 (B’)) mais qu'elles ne formaient

pas de tubes qui pourraient correspondre a des tubules-T en formation.

A Cavine 4

Figure 39. Les cavéoles musculaires s’organisent longitudinalement dans les myotubes en
cours de différenciation.

(A) Marquage immunofluorescent de la cavine 4 (vert) et de RyR1 (rouge) sur des myotubes humains
a 6 jours de différenciation. Les tétes de fleches montrent un alignement longitudinal des marquages
cavine 4 et RyR1 le long de la cellule. (B) Vue a faible grossissement d’'un myotube humain décapé par
sonication. Un alignement de cavéoles (tétes de fléches blanches) est visible entre les fibres de stress
d’actine. (B’) Grossissement de la région marquée par les fleches dans (B). On remarque qu'a ce stade
de différenciation, les cavéoles alignées ne forment pas de tubes et restent individialisées .

Eline Lemerle - Thése de Doctorat - 2021



RESULTATS - Les cavéoles dans le muscle squelettique

1.3. MISE EN EVIDENCE D’UNE NOUVELLE ORGANISATION
CAVEOLAIRE DANS LES CELLULES MUSCULAIRES: LES
ANNEAUX DE CAVEOLES

Ce qui nous a frappé lors de nos observations des cavéoles par microscopie
électronique sur répliques de métal, c’est la présence de nouvelles structures de
cavéoles particulierement complexes. En effet, au cours de la différenciation
musculaire, les cavéoles semblent s’organiser en anneaux formant des plateformes
circulaires de membrane plasmique (Figures 40 et 41). De par leur ressemblance avec
des marguerites nous avons nhommé ces structures "caveolae daisies” (littéralement

marguerites de cavéoles).

Ces structures, qui sont visibles en microscopie sur réplique de métal de myotubes a
partir de 4 jours de différenciation, sont différentes des structures multilobées comme
les rosettes que les cavéoles forment dans les nombreux autres types cellulaires dans

lesquels elles sont présentes.

| A - T
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Figure 40. Organisation des cavéoles a la membrane des cellules musculaires en cours de
différenciation.

(A-C) Galerie d'images obtenues par PREM (platinum-replica electron microscopy) d'anneaux formés
de cavéoles dans des myotubes humains en culture décapés par sonication. Les images du bas
correspondent aux grossissements des encarts dans les images du haut. Les fleches blanches
indiquent des cavéoles et du matériel d'origine cavéolaire retrouvé sur les anneaux de cavéoles. L’étoile
indique une vésicule a clathrine caractérisée par son manteau polygonal.
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Les anneaux de cavéoles sont formés par I'association circulaire de plusieurs cavéoles
(Figure 40). La partie centrale de l'anneau, dépourvue de cytosquelette d'actine,
contient systématiquement des protéines membranaires qui semblent s'accumuler
dans cette région. Les mesures effectuées sur les micrographies m'ont permis de
montrer que le diamétre de ces anneaux est d’environ 570 nm dans des myotubes
humains et de 370 nm dans des myotubes murins issus de cultures primaires (Figure
41 (B)). Bien que la taille des anneaux de cavéoles soit assez variable et oscille entre
270 nm et 1 ym entre les cellules humaines et murines, le nhombre de cavéoles
retrouvées au niveau de ces structures, c’est-a-dire le nombre moyen de cavéoles
nécessaires pour leur formation semble constant entre les différents types cellulaires
étudiés. En effet, la quantification du nombre de cavéoles par anneau, de 16 en
moyenne, n'a pas montré de différence entre le nombre de cavéoles moyen nécessaire

a leur formation dans les myotubes humains et murins (Figure 41 (C)).

C
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Figure 41. Taille des anneaux de cavéoles.
(A) Image de microscopie électronique PREM d'un exemple d'anneau formé par le rassemblement de
cavéoles caractéristique a la surface d'un myotube humain en culture. (B) Quantification du diamétre
moyen des anneaux ainsi que (C) du nhombre moyen de cavéoles qui les composent.

Afin de visualiser simultanément ['ultrastructure des myotubes et la localisation des
protéines d'intérét, j'ai réalisé des expériences de microscopie corrélative en
combinant les marquages de Cav-3 observés par microscopie confocale sur un
systéme capable de générer des images de super-résolution (Live SR) avec la
technique de PREM (platinum-replica electron microscopy). L'identification des
myotubes sur des lamelles quadrillées (udish, Ibidi, France) lors de limagerie
photonique permet de retrouver le méme myotube sur la réplique de métal et ainsi de

superposer le marquage de Cav-3 avec l'ultrastructure sous-jacente (Figure 42).
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Figure 42. Microscopie corrélative de Cav-3 a la surface des myotubes humains.

(A), (B) et (C) Images de microscopie corrélative d’'un myotube humain exprimant Cav-3-GFP. Les
images sont obtenues a des grossissements croissants de gauche a droite qui combinent des images
de microscopie a super-résolution de Cav-3-GFP avec les images du méme myotube obtenues par
PREM. Dans cet exemple on peut voir que la surface interne/cytoplasmique d'un myotube décapé est
criblée de groupements de cavéoles marquées par la GFP et qui sont indiquées par des pointes de
fleches blanches dans (C).

Grace a la microscopie corrélative, j'ai pu visualiser directement I'ultrastructure des
caveoles musculaires en ciblant des régions d'intérét présentant une organisation
particuliere des cavéoles marquées par Cav-3. Ces expériences m'ont permis de
démontrer que ces structures circulaires sont marquées précisément par Cav-3
(Figure 43).

g s il

Figure 43. Organisation des cavéoles en anneaux a la surface des myotubes visualisée par
microscopie corrélative.

(A-B) Images de microscopie corrélative combinant des images de microscopie a super-résolution de
Cav-3-GFP avec les images du méme myotube humain a 5 jours de différenciation obtenues par PREM.
La premiére colonne correspond a I'observation de la fluorescence Cav-3-GFP, la colonne du milieu
correspond a la méme zone imagée en ME a transmission, la derniére colonne correspond a la
superposition des deux images. Les fleches blanches indiquent des groupes de cavéoles présentant
une organisation circulaire .
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Les anneaux de cavéoles sont donc des structures qui émanent de la membrane
plasmique. De plus, elles semblent entrer en interaction avec d'autres compartiments
de la membrane et en particulier avec le réticulum endo/sarcoplasmique (RE/RS)
cortical (Figure 44). En effet, on observe un réseau de réticulum endo/sarcoplasmique
dense enchevétré dans les anneaux de cavéoles. Les observations de microscopie
corrélative de co-marquage de Cav-3 et du récepteur a la ryanodine (RyR1), se situant
a la membrane du réticulum sarcoplasmique au niveau de la triade, montrent, elles
aussi, une proximité entre les deux protéines (Figure 45). Les deux marquages ne
colocalisent pas strictement mais les structures marquées par le RyR1 sont denses au
niveau des anneaux de cavéoles. Les anneaux de cavéoles sont aussi régulierement
entourés de cytosquelette d’actine, de quelques filaments intermédiaires ainsi que de
microtubules (Figure 44). Le réseau d’actine est trés dense autour de ces anneaux.

Figure 44. Les anneaux de cavéoles entrent en contact avec le réticulum endo/sarcoplasmique
cortical.

(A-C) Galerie d'images montrant des anneaux de cavéoles en contact avec des citernes de réticulum
endo/sarcoplasmique cortical (pseudo-colorés en violet) au niveau de la partie cytosolique du
sarcolemme adhérent. Les fleches blanches indiquent les anneaux de cavéoles. Les tétes de fleches
vides indiquent le cytosquelette d’actine situé proche des anneaux de cavéoles. Les étoiles rouges
indiquent les puits de clathrine bourgeonnant du sarcolemme. (C’) Agrandissement de I'encart dans
(C). On peut voir des protéines membranaires qui s'accumulent dans le centre de I'anneau (pointes de
fleches blanches). L'anneau de cavéoles est formé de cavéoles fusionnées présentant encore leur
manteau en bandelettes caractéristique (pointes de fleches jaunes).
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La découverte de ces structures dans les cellules musculaires en cours de
différenciation nous a permis d’émettre ’hypothése qu’elles pourraient étre impliquées
dans la formation de plateformes membranaires a la surface des cellules musculaires
qui participeraient a la formation des tubules-T. En effet, il a ét¢é montré dans la
littérature que des quantités importantes de cavéoles en grappes sont présentes lors
de la formation précoce des tubules-T en particulier au niveau de la membrane
plasmique (Ishikawa 1968; Franzini-Armstrong 1991). De plus, on sait que la
composition lipidique des tubules-T est similaire a la composition lipidique des
caveéoles, c’est-a-dire enrichie en cholestérol et en sphingolipides (Parton et al. 1997).
Les anneaux de cavéoles pourraient ainsi concentrer des protéines comme le
récepteur des dihydropyridines (DHPR) a la membrane et entrer en interaction avec le
RS cortical afin de former des sites de couplage excitation-contraction (E-C) précoces,
permettant a ces deux compartiments membranaires distincts d'entrer en contact dés

les premiéres étapes de la biogenése du tubule.
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Figure 45. Images de
microscopie corrélative des
anneaux de cavéoles entrant
en contact avec le réticulum
endo/sarcoplasmique cortical.
Galerie d'images de microscopie
corrélative montrant des
anneaux de cavéoles en contact
avec des citernes de réticulum
endo/sarcoplasmique  cortical.
Les protéines sont marquées par
des anticorps contre Cav-3 (vert)
et RyR1 (rouge). (A-D) Images a
fort grossissement d’un myotube
décapé par sonication en
fluorescence (A-B) et en ME a
transmission (C). (D)
Superposition des marquages
fluorescents et de I'image de ME
a transmission. Les fleches
blanches indiquent les sites de
contact entre les tubes de
réticulum observés en ME, le
marquage de RyR1 et les
anneaux de cavéoles. (E-H)
Images a fort grossissement d’un
myotube décapé par sonication
en fluorescence (E-F) et en ME a
transmission (G). (H)
Superposition des marquages
fluorescents et de I'image de ME
a transmission. Les fleches
blanches indiquent les sites de
contact entre les tubes de
réticulum observés en ME, le
marquage de RyR1 et les
anneaux de caveéoles.
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C’est la question a laquelle jai décidé de répondre dans la seconde partie de ma thése.
Comment ces anneaux formés de cavéoles sont-ils impliquées dans la formation des
tubules-T et les contacts avec le RS ? Et comment ces structures se forment-elles au

sarcolemme au cours de la tubulation ?
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Il. LA BIOGENESE DES TUBULES-T

On sait peu de choses sur la fagon dont le réseau membranaire des tubules-T
est formé et maintenu. L’importance de ce réseau est majoritairement reconnue en
raison de son lien avec de nombreuses myopathies, telles que les myopathies a cores,
la dystrophie myotonique, les différentes formes de myopathie centronucléaire ainsi
que les cavéolinopathies. Un lien entre les tubules-T naissants et les cavéoles est
cependant depuis longtemps évoqué bien que le mécanisme par lequel la fusion des
caveéoles pourrait conduire a la formation d'un tubule demeure a ce jour inconnu
(Ishikawa 1968; C. Franzini-Armstrong 1991). J'ai donc, au cours de ma thése, étudié
ce lien en émettant 'hypothése que les anneaux de cavéoles que j'ai découverts
pourraient former des plateformes permettant le départ de plusieurs tubules a partir du

sarcolemme.

1. LES TUBULES-T PRESENTENT UNE ORIENTATION
LONGITUDINALE DANS LES MYOTUBES IN VITRO

Un des problémes majeurs dans l'analyse des tubules-T découle du manque de
marqueurs protéiques pour les visualiser dans des cultures de myotubes. En effet, ils
sont majoritairement constitués de lipides comme le cholestérol et certains
phosphoinositides (Gonzalez Rodriguez et al. 2014; Al-Qusairi et al. 2009) qui
semblent étre requis pour obtenir un couplage excitation-contraction fonctionnel. Afin
de marquer et observer les tubules-T, j'ai utilisé la protéine Bin1 qui a été montrée
comme étant un marqueur des tubules-T naissants (Butler et al. 1997; Lee 2002). Et
afin de marquer spécifiquement les lipides membranaires j'ai utilisé la sonde lipidique
fluorescente MemBright (Collot et al. 2019). Cette sonde imperméable permet de
rendre fluorescentes les membranes biologiques sur lesquelles elle se fixe (cf. Matériel
et Méthodes 11.2.1). Dans notre cas, lors d'incubations bréves de 10 minutes sur des
myotubes vivants, la premiére membrane a intégrer la sonde est le sarcolemme. Nous
avons émis I'hypothése que cette sonde pourrait rapidement diffuser dans les tubules
et ainsi nous permettre de les visualiser sans passer par l'utilisation de marqueurs
protéiques. Dans un second temps, la sonde devrait étre endocytée et marquer les
membranes intracellulaires. J'ai donc cultivé des myotubes humains et murins et les

ai différenciés extensivement afin d'atteindre le meilleur niveau de maturation des
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tubules-T possible. Je les ai ensuite incubés avec la sonde MemBright et jai
immeédiatement lancé I'acquisition de coupes optiques tous les 0,3nm a travers le
myotube avec le microscope confocal équipé du module de super-résolution. Dans les
premiéres minutes apres ajout de la sonde, la membrane plasmique est entierement
marquée par la sonde fluorescente (Figures 46 et 47). De plus, la sonde marque des
tubules qui émanent de la surface du myotube. Afin de savoir si les tubules observés
avec la sonde MemBright pouvaient étre considérés comme des tubules-T, nous
avons utilisé le vecteur adénoviral Bin1+exon 11-GFP et ainsi observé simultanément
les tubules-T et les tubes émanant du sarcolemme marqués par MemBright. Les
invaginations de la membrane marquées par la sonde sont co-localisées avec le
marquage de Bin1+exon11-GFP et suggerent que les tubules-T formés par Bin1 sont
en continuité avec le milieu extracellulaire puisque la sonde y diffuse rapidement
(Figure 46). Ces tubes sont majoritairement présents a la surface du myotube et peu
de tubes pénétrent en profondeur jusque dans le cceur de la cellule musculaire. Lors
d’acquisitions a des temps plus longs que 10min, on observe l'apparition d'un
marquage important des compartiments intracellulaires comme les endosomes, les
lysosomes et I'appareil de Golgi périnucléaire trés probablement par endocytose de la
sonde puis trafic intracellulaire le long de la voie endocytaire (résultats non montrés).
Malheureusement, cette accumulation de la sonde lipidique dans les compartiments
membranaires intracellulaires s'est avérée toxique pour les cellules et ne nous a pas
permis d'acquérir des images sur des temps plus longs que 30 minutes. Elle reste
cependant trés utile pour marquer le réseau de tubules-T en contact avec la surface

cellulaire et suivre ainsi ce réseau en paralléle des protéines qui le composent.
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A Bin1-GFP Membright Bin1-GFP Membright Bin1-GFP Membright

Figure 46. Les tubules formés par Bin1 sont en contact avec le milieu extracellulaire.

(A-C) Images de microscopie optique a super-résolution des structures rencontrées a différents plans
optiques dans des myotubes murins en culture transduits par un vecteur adénoviral Bin1-GFP (vert) et
immédiatement incubés avec une sonde lipidique imperméable (rouge). Les deux canaux vert/rouge
sont séparés dans (A). (C) Images a plus fort grossissement correspondant a I'encart dans (B) montrant
la colocalisation entre le marquage de Bin1 et celui de la sonde lipidique. Les pointes de fléches
blanches indiquent les tubules marqués par Bin1, émanant de la surface et marqués par la sonde. Barre
d’échelle : 10um.

Pour étudier la formation des tubules-T au cours de la différenciation nous avons donc
utilisé un anticorps fluorescent dirigé contre la protéine spécifique des tubules-T
naissants, Bin1. Comme décrit dans la littérature (Veratti 1902; Kelly 1980), nous
avons observé grace au marquage Bin1 un réseau de tubules-T majoritairement
longitudinaux présentant des petites bifurcations transversales qui émanent de la
membrane plasmique (Figures 46 et 47 (C-D)). Nous avons alors voulu comparer la
localisation de Bin1 avec la localisation d'autres marqueurs des tubules-T, y compris
les protéines des triades comme le récepteur a la ryanodine de type 1 (RyR1). Par des
doubles marquages immunofluorescents, j'ai montré une colocalisation partielle de ces

tubes avec RyR1 (Figure 47 (A-B)) ou les différentes isoformes de la triadine qui
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marquent le RS jonctionnel en formation. La colocalisation du marquage Bin1-GFP
avec la fluorescence de la sonde MemBright a permis de déterminer que ce sont bien
les tubules-T que nous observons (Figure 46) mais que les protéines des triades telles
que RyR1 ne suivent pas le marquage exact du tubule-T. Elles sont plut6t localisées
sous forme de "cluster" formant des points distincts situés tout le long du tubule

longitudinal.
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Figure 47. Les tubules-T sont organisés longitudinalement lors de la différenciation in vitro avec
un départ transversal depuis la membrane plasmique.

(A) Marquage immunofluorescent avec des anticorps dirigés contre Bin1 (vert) et RyR1 (rouge) sur des
cultures de myotubes primaires différenciés pendant 7 jours sur Matrigel. Le marquage RyR1 est
longitudinal. Le marquage Bin1 apparait comme tubulaire partant de la membrane plasmique. (B) Image
d'un myotube dont les tubules-T sont marqués par la sonde lipidique MemBright. On remarque que les
tubules émanent transversalement du sarcolemme et s’organisent longitudinalement dans la longueur
du myotube (tétes de fleches blanches). (B') Reconstruction 3D du marquage du myotube (B) par la
sonde lipidique MemBright. Certains tubules sont colorés a partir de la membrane plasmique afin de
permettre une meilleure visualisation de leur orientation. (C) Image de la surface d'un myotube marqué
par une incubation rapide (10min) avec la sonde MemBright. Barres d’échelle : 10um .

Ces expériences m'ont ainsi permis de montrer l'orientation majoritairement
longitudinale et la localisation superficielle des tubules-T dans les cultures de
myotubes humains et murins. Les travaux de microscopie électronique de Clara
Franzini-Armstrong sur le développement musculaire post-natal murin ont montré que
I'organisation transversale qui permet l'invagination des tubules-T en profondeur entre
les sarcomeéres n’apparaissait in vivo qu’environ deux semaines aprés la naissance

(Franzini-Armstrong 1991). Nous avons émis I'hypothése que des facteurs externes
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tels que la contraction musculaire, linnervation et la formation d’'une matrice
extracellulaire pouvaient étre nécessaires a la réorientation des tubes
transversalement. J'ai donc appris la technique de co-cultures de myotubes et de
motoneurones pour permettre l'innervation des cellules musculaires in vitro.
Cependant, ces expériences n’ont pas permis de différencier plus extensivement les
myotubes et d'obtenir des tubules organisés transversalement et identiques a ceux
observés dans le muscle adulte (résultats non montrés), I'innervation in vitro dans nos

conditions ne suffirait donc pas pour réorienter les tubules-T transversalement.

Bien que les tubules-T gardent leur orientation longitudinale au cours de la
différenciation in vitro, les protéines de la triade, elles, sont capables d’acquérir une
orientation transversale caractéristique d’une différenciation extensive (Falcone et al.
2014). Cinq jours aprés induction de la différenciation, le co-marquage du DHPR
(canal calcique du tubule-T) et du RyR1 (canal calcigue du RS), par
immunofluorescence sur des myotubes murins, apparait majoritairement longitudinal
(Figure 48 (A)). Lorsque les myotubes sont différenciés sur une matrice extracellulaire
épaisse et recouverts d'une fine couche de Matrigel (#356231 ; Corning, France)
durant neuf a dix jours, le marquage caractéristique des triades matures en doubles
rangées de points transversales retrouvé dans les fibres musculaires adultes (Falcone
et al. 2014) est clairement observable (Figure 48 (B)). Cette organisation est surtout
présente a la surface des myotubes et cette périodicité du marquage RyR1/DHPR est

perdue en profondeur du myotube.
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Superposition RyR1 DHPR

Inset

Figure 48. Les marqueurs des triades sont organisés longitudinalement puis transversalement
lors de la différenciation in vitro.

(A) Marquage immunofluorescent du récepteur des dihydropyridines (DHPR) (vert) et du récepteur a
la Ryanodine (RyR1) (rouge) dans des myotubes primaires murins différenciés pendant 5 jours. Le
marquage apparait longitudinal. (B) Marquage immunofluorescent du DHPR (vert) et du RyR1
(rouge) sur des myotubes primaires murins extensivement différenciés pendant 10 jours. Le
marquage apparait en doubles rangées de points. Barre d’échelle : 10um .

Notre modeéle cellulaire est donc capable de reproduire les étapes précoces de la
différenciation des cellules musculaires in vitro. C'est pourquoi nous avons entrepris
d’étudier les cavéoles dans ce contexte de différenciation et en particulier leur

localisation en rapport avec les protéines marqueurs des tubules-T et de la triade.

I.2. LA BIOGENESE DES TUBULES-T

La technique de microscopie électronique sur réplique de métal aprés décapage
des cellules par sonication permet d’accéder a des vues de la membrane plasmique
cytosolique de face et donc d’observer facilement et précisément les structures du
sarcolemme. Les questions auxquelles nous voulons répondre a ce stade de notre

étude sont les suivantes : Comment les anneaux de cavéoles entrainent-ils la
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formation des tubules-T ? Les anneaux de cavéoles présentent-ils des interactions

avec Bin1 ?

Afin de visualiser simultanément I'ultrastructure des myotubes et la localisation des
protéines d'intérét, j'ai effectué des expériences de microscopie corrélative en
combinant les marquages fluorescents de Cav-3 avec d’autres protéines d’intérét,
telles que Bin1 et RyR1 sur des myotubes issus de cultures primaires de cellules

murines.

J'ai ainsi pu montrer qu'en plus des cavéoles canoniques rencontrées a tous les stades
de la formation des muscles, les myotubes différenciés extensivement présentent de
nombreux tubes marqués par Cav-3 (Figure 49). L'inspection minutieuse des
micrographes permet de retrouver le méme matériel protéique, les petits filaments
formés par I'association des oligoméres de cavéoline et les oligoméres de cavines sur
des tubes courts qui s'invaginent depuis la membrane plasmique des myotubes.
Cependant, les tubes marqués par Cav-3 sont souvent issus de structures
membranaires complexes et pléomorphes. lls n'émanent jamais directement du
sarcolemme et semblent bien plus complexes que de simples tubes formés par des

cavéoles mises bout a bout.

S

Figure 49. Les cavéoles forment des tubes qui sont marqués par Cav-3.

L’'image de gauche correspond a une image a faible grossissement d'un myotube murin décapé par
sonication. L'image du marquage Cav-3 (vert) en super-résolution est superposé a I'image de ME a
transmission. (A’-A’’) Images a fort grossissement des régions correspondant aux encarts de I'image
de gauche. Pour chaque encart la fluorescence correspondant au marquage Cav-3 est superposée
avec l'image de PREM dans l'image de droite. On remarque un marquage Cav-3 de structures
tubulaires au niveau du sarcolemme.
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J'ai voulu savoir suite a ces observations, si les tubes observés par la PREM et la
microscopie corrélative pouvaient avoir un lien avec les anneaux de cavéoles décrits

précédemment.

11.2.1. Les cavéoles semblent fusionner au niveau des anneaux de

cavéoles

J'ai émis I'hypothése dans la premiére partie de mes travaux que la formation
des tubules-T dans les cellules musculaires serait dépendante de la formation des
anneaux de cavéoles, les "caveolae daisies". Pourtant, le mécanisme par lequel des

tubes pourraient étre formés a partir des plateformes cavéolaires restait énigmatique.

Figure 50. Les tubes émanent des anneaux de cavéoles.

(A-C) Galerie d'images a fort grossissement des anneaux de cavéoles observés sur des myotubes
contrbles issus de cultures primaires de souris et décapé par sonication avant le PREM. Les cavéoles
sont pseudo-colorées en violet pale. Les fleches blanches indiquent les tubes perlés qui émanent de
structures formées de cavéoles en anneaux. (A’) Image a plus fort grossissement correspondant a
I'encart dans (A). (D-F) Galerie d'images a fort grossissement des anneaux de cavéoles observés au
sarcolemme de myotubes primaires de souris décapés par sonication et observés en ME a
transmission. Les fléeches blanches indiquent les tubes perlés qui émanent de structures formées de
cavéoles en anneaux.

Nous avons donc observé plus précisément en ME sur répliques de métal ces
structures en anneaux a la surface cytosolique du sarcolemme des myotubes. Et au
cours de mes observations, j'ai remarqué que, parfois, les anneaux étaient connectés
a un tube perlé présentant les mémes bandelettes caractéristiques du manteau
cavéolaire (Figure 50). Afin d’affiner cette découverte, j'ai une nouvelle fois eu recours

a la microscopie corrélative pour tester I'hnypothése selon laquelle les anneaux de
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caveéoles pourraient donner naissance a des plateformes permettant I'élongation de
tubes de membrane plasmique marqués par Bin1 (Figure 51). Pour cela j’ai réalisé un
double marquage Cav-3 et Bin1 avant d’observer les répliques de membrane par
microscopie électronique. En utilisant la microscopie corrélative, jai montré la
présence de Bin1 marqué par des anticorps sur les anneaux de cavéoles et les tubules

qui en émanent (Figure 51 Inserts).

Figure 51. Les anneaux de cavéoles forment des plateformes a partir desquelles émanent des
tubules sur lesquels on peut détecter du Bin1 endogéne.

(A-C) Microscopie corrélative entre le marquage de Cav-3 (vert) et de Bin1 (rouge) sur un myotube issu
de cultures primaires murines extensivement différenciés durant 9 jours. (B) Image correspondant a un
grossissement de I'encart dans (A) présentant le marquage Cav-3. (C) Images a fort grossissement
correspondant a I'encart dans (B). Les tétes de fleches blanches indiquent la présence de Bin1 et de
Cav-3 sur des anneaux de cavéoles desquels émanent des tubes perlés de cavéoles. (D-F) Exemple
supplémentaire de marquage Cav-3 et Bin1 sur les cultures primaires. (E) Image correspondant a un
grossissement de I'encart dans (D). (F) Images a fort grossissement correspondant a I'encart dans (E).
Les tétes de fleches blanches indiquent la présence de Bin1 et de Cav-3 sur des anneaux de cavéoles
desquels émanent des tubes perlés de cavéoles.

11.2.2. Bin1 entraine la formation de plateformes circulaires a la

membrane plasmique tout en tubulant les lipides

La tubulation des cavéoles en tubes perlés nous a amenés a émettre
I'nypotheése selon laquelle des protéines capables de tubuler les membranes pouvaient
étre impliquées dans le processus en interagissant directement avec les cavéoles de

la surface cytosolique du sarcolemme. J'ai donc décidé d’étudier la protéine Bin1, bien
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connue pour son implication dans la formation des tubules-T et qui tubule les
membranes biologiques grace a son domaine N-BAR (Lee 2002). Bin1 est aussi
capable d'interagir avec les tubules-T grédce a son domaine de liaison aux
phosphoinositides codé par l'exon 11, spécifiguement inclus dans le muscle

squelettique (Lee 2002; Razzaq et al. 2001).

Nous avons utilisé pour cela le vecteur adénoviral surexprimant la protéine Bin1-GFP
et contenant l'exon 11, Bin1+exon11-GFP. Cela nous a permis d'observer en
microscopie photonique puis électronique les tubules formés par Bin1, d’étudier la
nature des tubules de membranes ainsi que l'effet général de la protéine sur le
sarcolemme et les cavéoles. Ce vecteur viral a été décrit dans la littérature comme
entrainant une tubulation excessive des membranes par Bin1+exon 11 (Fugier et al.
2011). Et en effet, lorsqu'on infecte des cellules en culture, on observe en
immunofluorescence la formation d'un réseau de tubules intracellulaires trés denses
(Figure 52).
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Figure 52. La surexpression
de Bin1-GFP entraine la
formation de tubes qui
émanent de la membrane
plasmique.

(A) Images de microscopie a
super-résolution de myotubes
humains transduits par Adv
Bin1-GFP (vert) et marqués
avec des anticorps contre
RyR1 (rouge). Le réseau de
réticulum
endo/sarcoplamsique marqué
par RyR1 ne colocalise que
partiellement avec le réseau
de tubes formés par Bin1. Les
tétes de fleches blanches
indiquent des zones de
colocalisation des deux
marquages. (B) Image de
microscopie a super-
résolution de myotubes
humains transduits par Adv
Bin1-GFP (vert) et marqués
avec des anticorps contre
Cav-3 (rouge). Le marquage
immunofluorescent de Cav-3
est partiellement colocalisé
avec le marquage de Bin1
mais contrairement a RyR1,
Cav-3 marque le méme
réseau de tubules que Bin1
(tétes de fleches blanches).

B Barres d’échelle : 10um.

Les tubules formés par Bin1 ne colocalisent que partiellement avec le réseau de tubes

formés par RyR1 correspondant au réticulum sarcoplasmique. Mis a part certains

points de contact qui pourraient correspondre a des spécialisations du réticulum en

citernes terminales, les deux réseaux formés par RyR1 et Bin1 sont distincts (Figure

52 (A)). J'ai ensuite voulu savoir comment était localisée Cav-3 dans les myotubes

surexprimant Bin1. Grace a des marquages immunofluorescents avec des anticorps

spécifiques de Cav-3, j'ai montré que Cav-3 est localisée sur les tubules formés par

Bin1 (Figure 52 (B)).
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Mais quel est l'effet de la surexpression de Bin1 sur les cavéoles du sarcolemme ?
Apres transduction des myotubes pendant 24h avec le vecteur adénoviral, des
expériences de microscopie photonique m'ont permis d'analyser la localisation de Bin1
dans des myotubes en culture. Comme précédemment, la surexpression de
Bin1+exon 11 dans les myotubes induit la formation de trés nombreux tubes
majoritairement présents a la surface du myotube (Figure 53). Nous avons constaté,
a difféerents stades de différenciation, que la surexpression de Bin1 induit la formation
de tubes longitudinaux émanant de la membrane plasmique. Grace a I'utilisation de la
microscopie a super-résolution permettant d'atteindre une résolution de 100-120nm,
j'ai pu montrer que Bin1-GFP formait trés fréquemment des structures circulaires a la

surface des myotubes transduits, structures dont @manent des tubes (Figure 53 (1-4)).

Bin1-GFP

Figure 53. Anneaux et tubes de Bin1-GFP a la surface des myotubes humains.

Image de microscopie a super-résolution de myotubes humains transduits par Adv Bin1-GFP (vert) puis
décapés par des ultrasons. L'image de gauche montre la surface adhérente de la membrane. Les encarts
numérotés de 1 a 4 montrent I'organisation circulaire (tétes de fleches blanches) des structure formées
par Bin1 et dont émanent fréquemment des tubes (tétes de fléches vides).
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11.2.3. Cav-3 et les cavéoles utilisent Bin1 comme échafaudage afin de

former des tubules

Sachant que nous avons observé dans la premiére partie de ce projet des
anneaux formés par les cavéoles, le marquage circulaire de Bin1+exon 11-GFP nous
a particulierement intrigués. D’autant plus qu'a l'instar des anneaux de cavéoles, des
tubes semblent émaner des anneaux de Bin1+exon 11 (Figures 53 et 54). Afin de
visualiser l'ultrastructure des objets formés par Bin1+exon 11-GFP a la surface des
myotubes, nous avons utilisé la technique de PREM sur des myotubes humains
transduits 24h avec le vecteur Adv Bin1+exon 11-GFP. Les images de PREM montrent
que Bin1+exon 11 induit la formation de structures tubulaires perlées qui émanent
d'anneaux (Figure 54). J'ai ensuite voulu savoir si les structures formées par
Bin1+exon 11 étaient connectées au milieu extracellulaire, c'est-a-dire si elles
pouvaient avoir comme origine la membrane plasmique. L'ouverture des cavéoles
(entre 20 et 25 nm de diamétre) ainsi que les anneaux formés par Bin1 a l'intérieur de
la cellule peuvent étre visualisés en observant les cellules de I'extérieur sans les avoir
préalablement décapées par sonication (Figure 54 (J-L)). Dans ces exemples, j'ai
montré que des trous de la taille du cou des cavéoles sont retrouvés et que ceux-ci
présentent une organisation circulaire ou en rangées de points longitudinaux (Figure
54 (J-L)).
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Figure 54. Surexpression de Bin1 in vivo dans des myotubes humains

(A-l) Galerie d'images a fort grossissement des structures rencontrées a la surface des myotubes
humains en culture surexprimant Bin1+exon 11. Les myotubes sont observés en ME a transmission
aprés décapage par sonication. Les pointes de fleche blanches indiquent les tubules émanant des
anneaux induits par la surexpression de Bin1+exon 11. (J-L) Galerie d'images a fort grossissement des
structures rencontrées a la surface des myotubes humains entiers (non décapés lors de la sonication)
en culture surexprimant Bin1+exon 11. (J) Image de ME a transmission a faible grossissement d’'un
myotube entier. Des structures sous-jacentes a la membrane plasmique sont visibles. (K) Vue a fort
grossissement de I'encart dans (J). Les anneaux formés par Bin1 a l'intérieur sont aussi retrouvés en
regardant les cellules entiéres de l'extérieur. Les fleches jaunes indiquent I'ouverture des cavéoles (20
a 25 nm de diametre) retrouvées a I'extérieur des myotubes surexprimant Bin1+exon 11. (L) Vue a fort
grossissement de la membrane plasmique d’'un myotube entier en ME a transmission. Les fleches
jaunes indiquent l'ouverture des cavéoles (20 a 25 nm de diametre) retrouvées a l'extérieur des
myotubes surexprimant Bin1. Les ouvertures des cavéoles peuvent s’organiser longitudinalement le
long de fibres de stress d’actine (indiquées par les tétes de fleches vides).

Les structures formées par la surexpression de Bin1 dans des myotubes ressemblent
donc étrangement aux anneaux de caveéoles, et sont positives au marquage de Bin1

(Figure 56) avec un diametre pouvant varier de 100 a 500nm.

Des structures similaires ont été observées sur les bicouches lipidiques indiquant que
Bin1 est capable de former spontanément ces plateformes. Une collaboration avec le
Dr. Laura Picas a l'institut de Recherche en Infectiologie de Montpellier (IRIM) nous a
permis d’étudier la protéine Bin1 recombinante déposée sur une bicouche lipidique

afin d'observer sa structure et son interaction avec les membranes. Nous avons
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effectué exactement le méme protocole pour la protéine recombinante sur bicouche
lipidique que pour la préparation des échantillons cellulaires. Nous avons alors pu
visualiser directement sur la membrane de support le type de structures formées par
l'auto-assemblage de Bin1 (Figure 55). De fagon particuliérement remarquable, les
structures formées par Bin1 sur des bicouches lipidiques ressemblent aux structures
formées par Bin1 a la surface des myotubes en culture. Elles sont invariablement
composees d'une partie circulaire dont le diametre peut varier de 100 a 500 nm de
diamétre et de prolongements tubulaires qui irradient de cette partie centrale (Figure
55). La surexpression de Bin1 sur une bicouche lipidiqgue mime donc l'effet de la
surexpression de Bin1 dans une cellule et entraine la formation excessive de tubules
perlés provenant de la membrane plasmique par sa capacité d'auto-assemblage en
un échafaudage circulaire dont émanent les tubes.

L'inspection minutieuse des répliques de métal nous a permis de visualiser
directement la protéine Bin1 recombinante sur la bicouche lipidique artificielle (Figure
55 (C’)). La majorité des objets présents sur la réplique de métal de la bicouche
lipidique sont globulaires et correspondent trés probablement a des formes repliées
de la protéine Bin1 ou a des homo-multiméres assemblés entre eux avant d'entrer en
interaction avec la membrane. Nous avons tout de méme remarqué de nombreux
objets de forme filamenteuse de quelques dizaines de nm de longueur et de 5 nm
d'épaisseur qui pourraient correspondre a la forme étalée de Bin1 (Figure 55 (C’)). De
par sa capacité a courber les membranes avec lesquelles il interagit et grace a son
domaine BAR, Bin1 pourrait ainsi s'auto-assembler de maniéere circulaire et former un
échafaudage. Suite au recrutement des caveéoles, cet échafaudage permettrait de
former les premiers tubules-T longitudinaux observés au cours de la différenciation

des myotubes.
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Figure 55. Formation d'assemblages in vitro sur des bicouches lipidiques artificielles.

(A-C’) Images de microscopie électronique sur répliques de métal de structures tubulaires perlées
induites par la surexpression de Bin1 et phosphatidylinositol-4,5-biphosphate sur des bicouches
lipidiques artificielles. Elles sont composées d'une partie circulaire dont le diamétre peut varier de 100
a 500 nm de diameétre et de prolongements tubulaires qui irradient de cette partie centrale. (C’)
Grossissement de I'encart de (C) présentant des objets de forme filamenteuse indiqués par les fleches
blanches (en gris) sur une membrane pseudo-colorée en jaune. lls mesurent quelques dizaines de nm
de longueur et de 5 nm d'épaisseur et pourraient correspondre a la forme étalée de Bin1. (D-F) Images
de microscopie électronique sur répliques de métal de structures tubulaires perlées induites par la
surexpression de Bin1 et de phosphatidylinositol-4-phosphate sur des bicouches lipidiques artificielles.
Elles sont, elles aussi, composées d'une partie circulaire et de prolongements tubulaires qui irradient
depuis celle-ci.

Ces observations nous ont donc conduits a étudier, par microscopie corrélative, Cav-
3 et les cavéoles au sarcolemme de myotubes surexprimant Bin1. Je me suis demandé
comment les deux protéines étaient localisées I'une par rapport a I'autre a la surface
des cellules musculaires. J'ai effectué les expériences de microscopie corrélative sur
des myotubes transduits par le vecteur Adv Bin1+exon 11-GFP (Figure 56). Ces
expériences m'ont permis de montrer que Bin1 est directement recruté sur les
formations tubulo-vésiculaires de la membrane plasmique induites par sa
surexpression. Nous avons ainsi retrouvé un marquage de Bin1 sur des tubes perlés

présents dans des myotubes surexprimant Bin1+exon 11-GFP (Figure 56).

Eline Lemerle - Thése de Doctorat - 2021



RESULTATS - La biogenése des tubules-T

Figure 56. Microscopie corrélative de Bin1+exon 11-GFP sur des myotubes humains en culture.
(A-C) Images de microscopie corrélative avec des grossissements croissants du marquage fluorescent
obtenu par surexpression de Bin1-GFP (vert) dans des myotubes humains superposé sur les images
de ME correspondantes. (A) Image correspondant au marquage fluorescent de Bin1 en super-
résolution, et superposé a limage en ME a transmission (A’). (B) Image correspondant au
grossissement de I'encart dans (A). (B’) Vues a fort grossissement de I'encart de droite de (B). Le
marquage Bin1-GFP est retrouvé sur des structures tubulaires perlées ou lisses et sur des anneaux de
cavéoles. (C) Image de microscopie corrélative correspondant a I'encart de gauche dans (B). (C’) Vues
a tres fort grossissement de I'encart dans (C). Les fleches blanches indiquent un tube de cavéoles perlé
marqué par Bin1+exon 11-GFP dans sa partie la plus lisse.

De maniére étonnante, la fluorescence correspondant a la localisation de Bin1 est
souvent associée a des régions de la membrane dépourvues de cavéoles au niveau
ultrastructural. Grace a I'utilisation de la microscopie a super-résolution afin d’observer
le marquage Bin1 aprés surexpression de Bin1+exon 11-GFP couplée a la PREM, j'ai
pu retrouver des structures circulaires a la surface des myotubes transduits (Figure
57). Ces structures circulaires, qui ressemblent étonnement aux anneaux de cavéoles,
suggerent que Bin1 pourrait, en s'auto-assemblant, former des plateformes qui
serviraient d’échafaudage dans le recrutement des cavéoles pour former les anneaux

dont émanent des tubules-T naissants.
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Figure 57. Microscopie corrélative de Bin1-GFP sur des myotubes humains en culture.

(A-G) Images de microscopie corrélative avec des grossissements croissants du marquage fluorescent
obtenu par la surexpression de Bin1-GFP dans des myotubes. Le marquage fluorescent est ensuite
superposé sur les images de ME a transmission correspondantes. (B) Image a plus fort grossissement
de I'encart de droite dans (A). (C-D) Images a trés fort grossissement de I'encart dans (B) en super-
résolution (C) et en superposition de la SR a la ME a transmission (D). (E) Image a plus fort
grossissement de I'encart de gauche dans (A). (F) Images a plus fort grossissement de I'encart dans
(E) en microscopie corrélative. (G-1) Images a tres fort grossissement de I'encart dans (F) en super-
résolution (G), en ME a transmission (H) et en superposition des deux (I). La surexpression de Bin1-
GFP dans les myotubes induits la formation de structures circulaires semblables aux anneaux de
cavéoles.

J'ai ensuite voulu savoir quel était I'effet de la surexpression de Bin1+exon 11 dans le
contexte de différenciation la plus poussée possible. J'ai donc transduit des myotubes
primaires murins avec le vecteur Adv Bin1+exon 11-GFP afin de visualiser directement
I'effet de la surexpression de Bin1 sur les cavéoles. Ces expériences, relativement
difficiles de par le grand nombre d'étapes sensibles, ont tout de méme permis d'obtenir
des images trés impressionnantes de l'effet de Bin1 sur I'organisation de la surface
des myotubes (Figure 58). Dans ces cellules, Bin1+exon 11-GFP est fortement
colocalisé avec le marquage fluorescent de Cav-3 au niveau de structures tubulo-

vésiculaires observables en ME et ressemblant fortement aux tubes perlés.
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Figure 58. Microscopie corrélative de Bin1-GFP sur des myotubes murins primaires
extensivement différenciés.

(A-C) Images de microscopie corrélative avec des grossissements croissants du co-marquage
fluorescent obtenu par surexpression de Bin1-GFP (vert) dans des myotubes murins décapés par
sonication marqués par Cav-3 (rouge) superposeé sur les images de ME correspondantes. (B) Image
de microscopie corrélative correspondant au grossissement de I'encart dans (A). (C) Image de
microscopie corrélative correspondant au grossissement de I'encart dans (B). (D) Vues a tres fort
grossissement de I'encart dans (C), en super-résolution, en ME a transmission et la superposition
des deux. Dans ces cellules, Bin1-GFP est fortement colocalisé avec le marquage de Cav-3 au niveau
de structures tubulo-vésiculaires ressemblant fortement aux tubes perlés (fleches blanches).

Nos expériences de microscopie PREM et corrélative permettent de visualiser les
objets membranaires a I'échelle nanométrique. Cependant, leur mise en place
nécessite de décaper les cellules aux ultrasons ce qui peut étre destructeur pour les
tubules-T qui s'invaginent en profondeur au sein de I'appareil contractile de la cellule
musculaire. Afin de visualiser les structures de cavéoles sous un autre angle et ce
sans devoir casser les myotubes préalablement, nous avons effectué des expériences
de microscopie électronique sur coupes de myotubes cultivés exactement comme les
expériences précédentes. Ces expériences ont été effectuées avec Jeanne Lainé,
experte dans I'analyse des tubules-T par microscopie électronique dans notre équipe.
J'ai cultivé des myotubes primaires de souris avec mon protocole de culture extensive
mais cette fois les myotubes ont été fixés et inclus en résine pour I'obtention de coupes
ultrafines. L'analyse de ces échantillons a confirmé les résultats obtenus par PREM en
mettant en évidence de nombreuses structures tubulaires de nature perlée et
ressemblant trés fortement aux structures que j'ai observées a la surface des

myotubes par PREM (Figure 59).
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Ces observations de ME classique sur coupes nous ont aussi permis de retrouver,
dans les myotubes, des structures qui pourraient correspondre aux anneaux de
cavéoles au niveau de la membrane du myotube adhérente au substrat (Figure 59
(D)). De plus, nous avons pu valider I'interaction des citernes terminales de RyR1 avec
les tubes perlés en montrant les sites de contact caractéristiques de couplages
naissants entre le RS et le tubule-T (Figure 60). Ces contacts sont visibles grace a la
densité électronique du récepteur a la ryanodine et du matériel présent dans le lumen
du RS. En effet le RS contient de la calséquestrine, la protéine permettant de
séquestrer le calcium a proximité du RyR1 au niveau de la citerne terminale du
réticulum sarcoplasmique. Nous avons ainsi pu montrer que ce sont les régions du
tube exemptes de matériel caractéristique des cavéoles qui forment des contacts avec
le RS. (Figure 60).

Figure 59. Analyse des structures d'origine cavéolaire de la surface des myotubes.

(A-D) Images de microscopie électronique a transmission sur coupes ultrafines de myotubes issus
de cultures primaires de souris cultivées dans du Matrigel pendant 9 jours. Les structures en anneaux
de cavéoles et les tubes perlés émanent de la surface des myotubes ou ces anneaux sont pseudo-
colorés en violet. (B) Vue a fort grossissement de I'encart dans (A). Exemple de tube perlé émanant
d’une structure circulaire et pseudo-colorés en violet. (C) Des structures complexes de cavéoles en
forme de tube sont pseudo-colorées en violet. (D) Des structures en anneaux de cavéoles dont
émanent des tubes sont pseudo-colorées en violet. La fléche rouge indique un puit de clathrine qui
confirme que ces structures sont localisées a la surface des myotubes.
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Ce résultat qui peut sembler contradictoire avec la littérature et notre hypothése de
départ est cependant en accord avec les résultats récents du groupe de Rob Parton a
I'Université de Queensland. lls ont en effet montré que le recyclage des cavéoles est
un prérequis pour la formation des tubules-T dans le muscle squelettique du poisson
zébre (Lo et al. 2021). Un mécanisme permettant le désassemblage du manteau de
caveéolines/cavines semble nécessaire pour la formation d'un tubule capable d'interagir

avec le RS pour former des triades.

Figure 60. Association des tubules naissants avec des citernes terminales du RS.

(A-D) Images de microscopie électronique a transmission sur coupes ultrafines de myotubes issus de
cultures primaires de souris cultivées dans du Matrigel pendant 9 jours. (A) Image a faible grossissement
d’'un myotube murin en culture. (B) Image a plus fort grossissement correspondant a I'encart dans (A).
Les citernes de réticulum endo/sarcoplasmique sont pseudo-colorées en violet. (C-D) Les tubes perlés
des myotubes peuvent former d'étroits contacts de type "couplage" avec des citernes de réticulum
endo/sarcoplasmique (pseudo-coloré en violet) caractérisées par la présence de matériel dans les
citernes et de densités électroniques. Seules les régions du tube qui ne contiennent pas de cavéoles
forment ces contacts avec le SR. Le matériel dense aux électrons dans les zones pseudo-colorées en
violet correspond aux ‘pieds’ de RyR1.
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I.3. DEPLETION DE CAV-3 DANS LES CELLULES MUSCULAIRES

11.3.1. Validation des siARN dirigés contre CAV-3

Afin de tester l'implication fonctionnelle de Cav-3 dans le mécanisme de
tubulation par Bin1, nous avons utilisé une stratégie d’invalidation par des siARN
dirigés contre Cav-3 sur des cellules murines primaires. Les siARN que nous avons
utilisés sont efficaces et entrainent une diminution d’environ 95% de la quantité totale
de Cav-3 par rapport au contréle tant au niveau de 'ARN qu’au niveau protéique
(Figure 61). On observe aussi au niveau protéique une diminution de la quantité de
Cav-1 (environ 50%) due a une similarité dans les séquences des deux ARN (Figure

61 (B)). Nous avons choisi d'utiliser dans la suite de I'étude le siARN Cav-3-1.
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Figure 61. L’utilisation de siARN dirigés contre Cav-3 permet de diminuer la quantité de Cav-3
dans les myotubes et de mimer la diminution de Cav-3 décrite dans les cellules de patients.

(A) Quantification relative de I'expression du géne CAV-3 apreés transfection des myotubes en culture
par des siARN dirigés contre CAV-3. Le traitement entraine une diminution de la quantité d’ARN Cav-
3 de 95,3% dans le cas du siCav-3-1 et de 87,7% dans le cas du siCav-3-2. (B) Quantification relative
par Western Blot des protéines Cav-3 et Cav-1 dans des myotubes en culture aprés transfection par
des siARN dirigés contre CAV-3. Le traitement entraine une diminution de la quantité de protéine Cav-
3 de 94,1% et 96,6% pour les siCav-3-1 et 2 respectivement et une diminution de Cav-1 de 56,1% et
50,1%. n=1.

11.3.2. Effet fonctionnel de la diminution de I'expression de Cav-3 sur la

formation de tubes par Bin1

J'ai utilisé la stratégie siARN contre Cav-3 dans le modéle de surexpression de
Bin1+exon 11-GFP par le vecteur Adv. Ceci a permis de tester si la présence de Cav-
3 était fonctionnellement indispensable a la formation des tubules de Bin1 et de tester

I'effet du déficit en Cav-3 sur la tubulation.

J'ai montré dans la partie précédente qu’une surexpression de Bin1 dans les myotubes

en culture induisait une tubulation excessive de la membrane plasmique (Figure 52).

Eline Lemerle - Thése de Doctorat - 2021



RESULTATS - La biogenése des tubules-T

Ce résultat est retrouvé apres transfection d’'un siARN contréle dans les myotubes
(Figure 62) alors que l'utilisation du siARN Cav-3, entraine une diminution importante
de la tubulation des membranes formées par Bin1 (Figure 62). Contrairement a la
situation contréle, les myotubes déplétés en Cav-3 forment de petits foci a la
membrane plasmique sans se prolonger en tubes. Ce résultat confirme I'importance
des structures de Cav-3 en tant qu'initiatrices de la formation des tubules et montre
comment I'absence de Cav-3 peut entrainer une diminution drastique du nombre de

tubules formés.

si CTRL

si Cav3

Figure 62. La diminution de Cav-3 entraine une diminution de la tubulation excessive induite par
la surexpression de Bin1.

Images d'immunomarquages de myotubes primaires murins a 7 jours de différenciation traités avec des
siARN contréles ou dirigés contre CAV-3 ainsi qu'avec des vecteurs adénoviraux entrainant la
surexpression de Bin1-GFP dans les cellules. Dans les cellules contréle, la surexpression de Bin1+exon
11 entraine une tubulation excessive des membranes et I'apparition d’un réseau dense de tubes. Le
déficit en Cav-3 dans les myotubes traités avec le siARN semble entrainer une diminution dramatique
de cette tubulation. Barres d’échelle : 10um.

Ces résultats suggérent dans leur ensemble que les défauts de tubulation observés
dans des myopathies pourraient étre dus a une diminution de la quantité de Cav-3
dans la cellule musculaire et que des défauts dans I'homéostasie des cavéoles a la

membrane pourrait induire des défauts dans la formation des tubules-T.
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M. CAVEOLES, TUBULES-T ET PATHOLOGIES MUSCULAIRES

Plusieurs pathologies musculaires dues a des mutations dans le géne CAV-3
ou dans le géne BIN1 ont pour phénotype une désorganisation des tubules-T. Dans la
partie qui suit, j'ai réalisé le méme type d’expériences que précédemment mais sur
des myotubes issus de biopsies musculaires de patients atteints de cavéolinopathies.
Ces cellules présentent des mutations validées au niveau moléculaire dans le géne
codant pour Cav-3. Le but de cette partie est de remettre mes découvertes sur les
structures de cavéoles et leur implication dans la formation des tubules-T dans un
contexte de myopathies. En effet, les myopathies pourraient étre causées par les
défauts de la machinerie qui participe a la formation des anneaux de cavéoles et des
tubules-T. On sera ainsi en mesure de mieux comprendre les défauts observés dans

les muscles de patients.

n.1. LES CAVEOLES DANS LE CAS DES CAVEOLINOPATHIES

1.1.1. L’'expression de la cavéoline 3 diminue au cours de la

différenciation dans les cellules de patients

Au laboratoire j’ai eu accés a deux lignées de myoblastes immortalisés issues
de biopsies de patients atteints de cavéolinopathies. La premiére lignée exprime la
mutation P28L, entrainant généralement une hyperCKémie chez les patients (Merlini
et al. 2002). La seconde exprime la mutation R26Q qui entraine un phénotype plus
critique de dystrophie musculaire des ceintures 1¢c (LGMD1C, (Figarella-Branger et al.
2003), une maladie des muscles dits "ondulants" (Vorgerd et al. 2001) ainsi qu’'une
hyperCKémie (Carbone et al. 2000).

Des études chez les patients ont précédemment montré une réduction de la quantité
de Cav-3 totale dans le muscle, une diminution du nombre de cavéoles a la membrane
plasmique ainsi que la présence d’agrégats de Cav-3 au niveau de I'appareil de Golgi
témoignant du mauvais adressage au sarcolemme des oligoméres de Cav-3 mutée et
non mutée et leur dégradation suite a une ubiquitination (Gazzerro, Bonetto, et Minetti
2011).
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Nous avons d’abord étudié nos cellules immortalisées pour savoir si nous avions un
phénotype similaire et si ce modéle d’étude était pertinent. Une étude de I'évolution de
la quantité de Cav-3 par Western Blot a montré une expression de Cav-3
dramatiquement inférieure a celle des cellules contrdles (Figure 63 (B)).

Contrdle R26Q

B Cellules immortalisées
humaines R26Q
MB 7J 15J
Cav3d -
Cav1 -
GAPDH —

Figure 63. L’expression de la cavéoline dans les myotubes de patients présentant des mutations
de Cav-3 est altérée.

(A) Images d'immunomarquages de myotubes humains immortalisés a 4 jours de différenciation. Des
myotubes d’individus contréle et de patients présentant la mutation R26Q dans le géne CAV-3 ont été
marqués avec des anticorps dirigés contre Cav-3 (vert) et Cav-1 (rouge). La quantité de marquage des
cavéolines a la membrane des cellules de patients semblent drastiguement diminuée au sarcolemme.
La ligne inférieure correspond aux grossissements des encarts dans (A). Barres d’échelle : 10pum (B)
Observation relative par Western blot de I'expression des protéines Cav-3 et Cav-1 dans les myotubes
au cours de la différenciation au stade myoblaste (MB) non différencié, myotubes a 7 jours (7J) et 15
jours (15J) de différenciation. GAPDH est utilisé comme marqueur de charge. On observe une
diminution de la quantité relative de Cav-3 et Cav-1 au cours de la différenciation.

Un marquage immunofluorescent de Cav-3 a permis de montrer dans les myotubes
R26Q, une diminution du marquage de Cav-3 au niveau de la membrane plasmique
(Figure 63 (A)) ainsi qu’'une agrégation de Cav-3 au niveau cytosolique. Ces agrégats
correspondent a des amas de Cav-3 mutée et non mutée séquestrés dans des
compartiments cytosoliques avant leur dégradation (Figure 64), ces compartiments
pourraient correspondre a du Golgi (Dewulf et al. 2019).
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Figure 64. Les mutations dans la protéine Cav-3 entraine son accumulation intracellulaire.
(A-B) Immunomarquages de myotubes humains immortalisés issus de patients présentant la
mutation R26Q dans le géne CAV-3. Les cellules ont été marquées avec des anticorps dirigés contre
Cav-3 (vert) et Cav-1 (rouge). On remarque une agrégation de marquage Cav-3 intracytoplasmique
dans ces myotubes de patients. Barres d’échelle : 10um.

De nos deux lignées cellulaires, celle qui posséde la mutation reproduisant le mieux
des effets observables dans les muscles de patients est la lignée R26Q. J'ai donc

concentré mon étude sur cette mutation.

1.1.2. La morphologie des cavéoles est altérée dans les cellules de

patients

Des articles publiés sur l'effet des mutations de Cav-3 induisant des
cavéolinopathies décrivent une diminution drastique de la quantité de cavéoles a la
membrane plasmique (Gazzerro, Bonetto, et Minetti 2011). Cependant mes
observations "en face" de la membrane cytosolique des myotubes de patients
montrent que ces myotubes présentent toujours des cavéoles au sarcolemme (Figures

65 et 66). Néanmoins, I'analyse ultrastructurale par ME montre que leur structure est
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altérée (Figure 65 (A-B)). Il en est de méme pour leur organisation spatiale (Figure 65
(C)). La présence de cavéoles a la membrane plasmique pourrait étre due au fait que
Cav-3 non mutée puisse s’échapper de I'appareil de Golgi et rejoindre le sarcolemme,
emportant avec elle de la Cav-3 mutée. La formation de cavéoles contenant la forme
mutée et la forme non mutée aurait pour conséquence de modifier les interactions

avec les protéines accessoires et donc d’altérer leur morphologie.

Figure 65. L'organisation des cavéoles est altérée dans les myotubes de patients atteints de
cavéolinopathie.

(A-B) Image a fort grossissement de la membrane plasmique des myotubes de patients en culture par
PREM aprés décapage par sonication. Les pointes de fleches blanches indiquent des cavéoles mal
formées ou qui s'accumulent anormalement. L'astérisque jaune dans (A) indique un puits de clathrine.
(C) Les cavéoles sont pseudo-colorées en violet dans limage a faible grossissement. (C’)
Grossissement de I'organisation des cavéoles altérée dans (C).

Ces cellules présentent aussi une tubulation anarchique et excessive des cavéoles au
sarcolemme (Figure 66 (A-B)) comparée aux cellules contrbles. Nous avons trés
frequemment observé dans ces myotubes des chainettes formées par la succession

de cavéoles (Figure 66 (A’-B’)). De plus des expériences d’immuno-marquages avec
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des billes d'or en microscopie électronique sur ces myotubes m'ont permis de montrer
une tubulation excessive marquée par I'anticorps couplé a des billes d’or dirigé contre
Bin1 (Figure 66 (C)).

Figure 66. Tubulation anarchique et excessives des cavéoles dans les cellules de patients
présentant la mutation CAV-3 R26Q

(A-C) Images de microscopie électronique sur répliques de métal de myotubes immortalisés humains
présentant la mutation R26Q a 5 jours de différenciation. (A-B) Tubulation anormale des cavéoles au
sarcolemme (fleches blanches). (A’-B’) Images a trés fort grossissement des encarts dans (A) et (B).
(C) Immuno-marquage de Bin1 avec des anticorps couplés a des billes d’or de 15nm (jaune) dans des
myotubes humains. La membrane de la cellule présente une tubulation anarchique et excessive
marquée par Bin1.

1.1.3. La morphologie des anneaux de cavéoles est altérée dans les

cellules de patients

D’aprés la littérature on sait que des mutations de la protéine Cav-3 entrainent
des défauts de formation des tubules-T et ainsi des défauts de flux calciques
(Gazzerro, Bonetto, et Minetti 2011). De méme une suppression de la protéine Cav-3
dans des souris (KO-Cav-3) entraine des défauts de formation des tubules-T qui

perdent alors leur orientation transversale (Galbiati, Razani, et Lisanti 2001).

Je me suis donc demandé s’il n'y avait pas des défauts dans l'organisation des
anneaux de cavéoles dans les cellules de patients. Pour ce faire j'ai étudié les
myotubes de patients a cing jours de différenciation en PREM. J'ai facilement retrouvé

des structures circulaires dans ces myotubes. Néanmoins, ces anneaux de cavéoles
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sont souvent mal fermés, mal organisés sur la plateforme de membrane plasmique et
ils semblent incapables d'’initier la formation d’'un tube (Figure 67). En effet je n'ai pas
réussi a trouver de tubes émanant des anneaux dans les cellules de ces patients. Nous
avons donc émis I'nypothése que les cavéoles défectueuses formées d'oligomeéres de
Cav-3 mutée et non mutée seraient incapable de se former correctement sur les
plateformes de membrane initiées par Bin1, ce qui empécherait la formation précoce
des tubules-T. A linverse les cavéoles au sarcolemme des myotubes de patients
auraient une capacité accrue a s'assembler pour former des tubes formés par la

succession de cavéoles.

Figure 67. Les myotubes de patients présentent une altération dans I'organisation des
anneaux de cavéoles.

(A-C) Images de PREM de la membrane cytosolique de myotubes de patients présentant la mutation
R26Q décapés par sonication. Les cavéoles sont pseudo-colorées en violet. Les fleches blanches
montrent des anneaux de cavéoles déformés. Les tétes de fleches vides indiquent les fibres de stress
d’actine. Les étoiles rouges indiquent la clathrine en plaques ou en vésicules au sarcolemme. (C’)
Vue a trés fort grossissement de I'encart (D-E) Images de ME a transmission sur coupes ultra-fines
d’anneaux de cavéoles déformés (fléches noires).
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l.2. L’EFFET DES MUTATIONS DE CAV-3 DANS LES CELLULES DE
PATIENTS

Les résultats précédant laissent penser que l'organisation des cavéoles et la
formation des tubules-T seraient dépendantes de I'interaction fonctionnelle entre Bin1
et les cavéoles. Nous avons donc décidé d’étudier la tubulation par Bin1+exon 11 dans
le contexte de déficit en Cav-3 dans le cas de la mutation R26Q dans les cellules de

patients.

J'ai réalisé la méme étude qu’avec l'utilisation du siARN dirigé contre Cav-3 afin de
déterminer si une mutation dans le géne CAV-3 pouvait avoir un effet similaire a la

diminution de la protéine totale sur la tubulation par Bin1+exon 11-GFP.

Pour ce faire, j'ai transduit le vecteur Adv Bin1+exon 11-GFP dans les myotubes de
patients R26Q pendant 24h. J’ai alors observé une diminution importante de la

tubulation comparée aux cellules d’un individu contréle (Figure 68).

Cette expérience suggere que les myotubes de patients sont moins efficaces a tubuler
la membrane par Bin1. Au vu des défauts dans I'organisation des caveéoles a la surface
de ces myotubes il est tentant de penser que les mutations de Cav-3 ont un effet direct
sur son aptitude a former ces sites d'initiation qui seront tubulés par Bin1. Pour
s'adapter a cette contrainte, le myotube forme des tubes de moins bonne qualité en

enchainant des cavéoles (Lo et al. 2021).
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Figure 68. Les mutations de Cav-3 présentent dans les myotubes de patients entrainent une
diminution de la sur-tubulation induite par la surexpression de Bin1 + exon 11.

Images d'immunomarquages de myotubes humains controles et présentant la mutation de CAV-3 R26Q
a 7 jours de différenciation. Les myotubes ont été traités avec des vecteurs adénoviraux durant 24h
entrainant la surexpression de Bin1+exon 11-GFP (vert) dans les cellules. Les myotubes ont aussi été
immuno-marqués avec un anticorps dirigé contre Cav-3 (rouge). La surexpression de Bin1 entraine une
tubulation excessive des membranes dans les cellules controles et ainsi I'apparition d’'un réseau dense
de tubes. La mutation R26Q dans CAV-3 semble entrainer une diminution dramatique de cette
tubulation.
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L’implication des cavéoles dans la biogenése des tubules transverses n’est pas
une hypothése nouvelle. La premiere étude les impliquant dans ce processus date de
1968 (Ishikawa 1968) et elles n'ont depuis jamais cessé de réapparaitre et disparaitre
des hypothéses de formation des tubules-T.

Elles ont initialement été associées a la formation précoce des tubules-T (Franzini-
Armstrong 1991), voire méme a l'origine de la tubulation. En effet, au niveau de la
membrane plasmique externe les ouvertures des caveéoles et des tubules-T sont de la
méme taille (20-25nm) et indiscernables (Franzini-armstrong et Porter 1964b; Franzini-
Armstrong et al. 1975). Il a aussi été montré qu’elles seraient utiles dans le processus
mais pas nécessaires. Ainsi on observe chez les patients présentant des déficits en
cavéoles et chez les souris KO pour Cav-3, des défauts d'orientation des tubules-T
ainsi que des défauts de flux calciques mais les tubules-T et le couplage excitation-
contraction semblent toujours fonctionnels (Galbiati et al. 2000; Galbiati et al. 2001).
En 1991, Flucher et ses collegues ont émis I'’hypothése que la formation des tubules-
T se ferait en deux temps avec l'aide de deux mécanismes différents (Flucher et al.
1991). Dans un premier temps des tubules émanent de la membrane plasmique
longitudinalement. lls rejoignent par la suite un compartiment tubulaire cytosolique et
acquierent leur orientation transversale par des remodelages de membranes. Les
cavéoles pourraient alors avoir un réle plus important au cours de la premiére phase

de la biogenése des tubules-T méme si cela reste a vérifier expérimentalement

L’étude la formation des tubules-T est donc compliquée. De par la complexité des
structures mises en jeu, leur enchevétrement avec I'appareil contractile mais aussi de
par le manque d'outils pour visualiser leur organisation a I'échelle des molécules qui
les composent. Pour toutes ces raisons qui rendent la tache d'autant plus compliquée,
ce phénomene est encore trop mal compris. Un article récent de I'équipe de Rob
Parton a montré, dans le poisson zébre, que I'apport de membrane par les endosomes
était nécessaire a la formation des tubules-T. La méme équipe a montré que la cavine
4 était impliquée dans la formation des tubules-T et que son absence entrainait des
défauts importants dans leur formation (Lo et al. 2021; Hall et al. 2020).

Dans ce travail je propose que les cavéoles soient des éléments initiateurs de la
formation du tubule-T et qu’elles soient nécessaires a la formation des tubules

longitudinaux.
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. LA MICROSCOPIE CORRELATIVE, UN NOUVEL OUTIL
D’OBSERVATION DES OBJETS MEMBRANAIRES

La premiére partie de mon travail de thése était de mettre au point une
technique de microscopie corrélative. Elle permet de corréler la microscopie
fluorescente a super-résolution avec la microscopie électronique et d’ainsi visualiser
les structures a I'échelle nanométrique. Cette technique est puissante et nous a permis
de travailler sur des structures de tailles comprises entre 20 et 80 nm. La notion de
colocalisation des protéines dans la cellule est alors toute autre. En effet en observant
les cellules en microscopie photonique a fluorescence la colocalisation est évaluée
suite a la superposition des marquages avec une résolution donnée. En microscopie
electronique (ME) cette résolution augmente considérablement et les objets sont
visibles directement. Des objets qui colocalisent en fluorescence peuvent étre
seulement trés proches en ME. Dans nos observations c’est le cas par exemple du co-
marquage de Cav-3 avec le récepteur a la ryanodine (RyR1) (Résultats Figure 45). Le
marquage immunofluorescent nous laissait penser que les deux protéines
colocalisaient, mais on se rend compte en ME que le marquage RyR1 se trouve sur

des structures juxtaposées a des structures marqués par Bin1.

J’ai donc pu utiliser cette technique tout au long de mon travail ce qui a permis de
comprendre un tout autre mécanisme permettant d'expliquer comment les cavéoles

participent a la formation des tubules-T dont je vais discuter maintenant.

Il. COMPOSITION ET ORGANISATION DES CAVEOLES DANS
LES CELLULES MUSCULAIRES

Les cavéoles sont des structures membranaires particulierement abondantes
dans le muscle squelettique et possédant des fonctions variées. Cependant, des
informations cruciales sur leur structure dans les cellules musculaires manquent
encore pour permettre de comprendre les défauts contribuant a la physiopathologie
de nombreuses myopathies. Le but de mon travail de thése était, parmi les
nombreuses fonctions attribuées aux cavéoles, d’étudier une des plus énigmatiques :
leur réle dans la formation des tubules-T au cours de la différenciation des cellules

musculaires.
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J’ai donc étudié la distribution et l'ultrastructure des cavéoles a différents stades de la
différenciation des myoblastes en myotubes dans des cellules saines et pathologiques.
Ceci a permis de mieux comprendre leur organisation et leur structure dans le muscle

squelettique.

Nos premiéres observations ont permis de remettre les cavéoles dans le contexte de
la cellule musculaire. Les cavéoles présentent un manteau constitué de bandelettes
formées d’hétéro-oligomeéres de cavines 1 et 4 et de cavéoline 3. La cavine 4 et Cav-
3 étant spécifiques du muscle (Bastiani et al. 2009), j'ai pu observer que la structure
des cavéoles musculaires étaient différentes de celles de fibroblastes. La microscopie
électronique sur réplique de métal nous a permis de décrire de multiples structures
formées a partir de cavéoles a la membrane. Il est tentant de penser que la différence
de morphologie entre différents types cellulaires est due a la présence de ces
isoformes. On peut aussi supposer que ce pléomorphisme structurale serait rendue
possible par une différence dans la tension physique de la membrane et du cortex
cellulaire, en particulier lors de la contraction musculaire ou dans notre cas de la
contraction cellulaire. En effet, il a été décrit par de la modélisation mathématique que
des structures complexes de cavéoles pouvaient étre stabilisées ou déstabilisées par

les variations de tension de membrane (Golani et al. 2019).

La structure la plus impressionnante et inédite que nous ayons observée au cours de
ce travail est sans doute l'anneau de cavéoles que nous avons surnommé la
marguerite de cavéoles ou caveolae daisies. Elle correspond a une plateforme de
membrane plasmique encerclée de cavéoles, exempte de cytosquelette et contenant
dans la partie centrale de la plateforme des protéines membranaires. Ces anneaux ont
un diameétre variable de 570nm dans les cellules musculaires humaines a 370nm dans
les cellules murines. Cependant le nombre de cavéoles qui les composent reste
constant, a environ 16 cavéoles par anneau. La différence de diamétre des anneaux
entre les deux types cellulaires pourrait résulter de la différence de tailles des cavéoles.
En effet, les cavéoles des cellules murines ont un diamétre d’environ 60 nm ce qui est
inférieur a la moyenne des cavéoles qui est en général de 70nm (Yamada 1955). Alors
gue nous n'avons pas d'explication sdre, cette variation de taille pourrait étre due a la
contraction intense des myotubes murins issus de cellules satellites primaires en

culture. Les cavéoles subiraient de nombreux cycles d’assemblage et désassemblage
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(Sinha et al. 2011; Dewulf et al. 2019) a la membrane plasmique ce qui réduirait la
quantité de protéines accessoires recrutées sur la cavéole. Cette théorie mériterait une
etude approfondie et pourrait se faire par exemple en bloquant la contraction des
myotubes murins ou stimulant la contraction dans les myotubes humains grace aux
techniques de stretch mécanique ou bien aux techniques d'optogénétique qui stimule

la contraction par la lumiére.

L’organisation des anneaux de cavéoles semblent dans tous les cas liés aux
mouvements du cytosquelette d’actine. En effet, lorsqu’on observe les répliques de
métal des myotubes décapés par sonication, on retrouve les anneaux de cavéoles
situés entre les fibres de stress d’actine et on observe de nombreux filaments branchés
autour et sous les anneaux. La contraction et le cytosquelette cortical pourraient
promouvoir la fusion des cavéoles au niveau de ces plateformes dans les cellules qui
se contractent ; c’est-a-dire les cellules murines a partir de cinq jours de différenciation.
Il y aurait donc un lien direct entre la mise en place de ces structures et la contraction

musculaire et inversement.

Les anneaux de cavéoles sont parfois enchevétrés avec le réticulum
endo/sarcoplasmique (RE/RS). Ceci nous a permis d’émettre I'hypothése que les
plateformes de cavéoles pouvaient avoir un role dans la formation de couplages
périphériques avant la mise en place triades. Bien des expériences supplémentaires
d'imagerie calcique pour affirmer ou infirmer cette hypothése soient nécessaires, les
images de microscopie électronique dans la littérature ne montrent pas I'accumulation
de cavéoles au niveau des couplages périphériques décrits par Clara Franzini-
Armstrong. Il est donc possible que les contacts entre le RS que jai décrit en
microscopie corrélative soient les premiers sites de formation de triades précoces.

Il a été montré dans la littérature que des cavéoles en grappes sont présentes au site
d’initiation de la formation des tubules-T, en particulier au niveau de la membrane
plasmique (Ishikawa 1968; Franzini-Armstrong 1991). De plus on sait que la
composition lipidique des tubules-T est similaire a la composition lipidique des
cavéoles, c’est-a-dire enrichie en cholestérol et en sphingolipides (Parton et al. 1997).
La découverte de ces anneaux dans les cellules musculaires nous a donc permis

d’émettre I'hypothése qu’elles pourraient étre impliquées dans la formation de
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plateformes membranaires a la surface des cellules musculaires qui participeraient a

la formation des tubules-T.

M. LA BIOGENESE DES TUBULES-T

Les tubules-T sont des structures musculaires spécialisées dans la propagation
des potentiels d'action au cceur de la fibre musculaire. lls sont donc essentiels dans le
couplage excitation-contraction du muscle. De nombreuses protéines telles que Bin1,
la dysferline, les junctophilines et les mitsugumines ont été décrites comme pouvant
participer a leur formation. Cependant, il n’est pas encore clair comment ces protéines
s'articulent et quelles sont les étapes essentielles a la formation d'un tube capable de
transmettre le potentiel d'action en profondeur de la fibre musculaire.

Dans ce travail je me suis focalisée sur deux protéines majeures, Cav-3 comme
composante des cavéoles (Way et Parton 1995; Tang et al. 1996), et Bin1 comme
protéine capables de tubuler les lipides membranaires et de former des tubes (Butler
et al. 1997; Lee 2002). En effet 'importance de ces protéines dans la physiologie du
muscle squelettique est soulignée par le fait que des mutations dans le géne CAV-3
sont mises en cause dans une famille de maladies neuromusculaires autosomiques
dominantes appelées cavéolinopathies (Flucher et al. 1991) et que des mutations de
BIN1 induisent des défauts de tubules-T et de triades dans la myopathie
centronucléaire (Nicot et al. 2007). De plus, il a été montré a l'institut que des défauts
d'épissage dans l'exon responsable de linteraction de Bin1 avec les membranes

induisent des défauts de tubules-T dans la dystrophie myotonique (Fugier et al. 2011).

Les tubules-T ont une composition lipidique et moléculaires différentes de celle du
sarcolemme tout au long de la myogenése (Flucher et al. 1991). Cette observation a
laissé penser que la formation de ces deux domaines serait indépendante et que peu
d’échanges protéiques existeraient entre les deux compartiments. Avant la finalisation
du systéme de tubules-T, les fibres musculaires présentent un réseau étendu de
membranes tubulaires formant des tubules-T immatures. Il a été montré dans le
processus de mise en place du systéme de tubules-T la coexistence de deux types de
tubes. Tout d’abord des tubes courts partant perpendiculairement du sarcolemme et
marqueés par notre sonde lipidique, confirmant ainsi leur contact avec la membrane

plasmique et le milieu extérieur. Une hypothése possible serait que les tubes
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connectés au sarcolemme se développeraient longitudinalement. Soit ils se
connecteraient plus tardivement a un compartiment tubulaire interne différent du
sarcolemme soit ils seraient reformés de novo lors de la seconde phase post-natale
permettant ainsi de donner son organisation transversale au systéme des tubules-T
matures (Flucher et al. 1991). La formation des tubules-T se ferait donc en deux temps.
Une premiere vague de formation impliquerait des protéines membranaires et
formerait des tubes longitudinaux a partir du sarcolemme. Par la suite ce compartiment
rejoindrait le compartiment interne ou serait reformé grace a un remodelage par des
protéines capables de fragmenter le réseau de tubules-T préexistant. Grace a son
activité GTPase, la dynamine 2 pourrait étre un candidat idéal pour accomplir cette
fonction en permettant la scission des tubules afin qu’un nouveau réseau se forme.
Cette deuxieme phase se terminerait par la mise en place des tubules-T en contact

avec le sarcolemme et traversant la fibre musculaire transversalement.

Au cours de notre étude du mécanisme de formation des tubules-T nous sommes donc
partis de I'hypothése de départ que les cavéoles, et en particulier les anneaux de
caveoles pourraient étre a l'origine du processus et qu’ils seraient nécessaires a

I'élongation longitudinale des tubules au départ du sarcolemme.

n.1. BIN 1, LA PROTEINE INSTIGATRICE DU PROCESSUS

Pour comprendre le mécanisme de formation des tubules-T au cours de la
différenciation des cellules musculaires nous avons étudié la protéine Bin1 comme
marqueur des tubules-T (Lee 2002). Bin1 est décrite pour son implication dans la
tubulation des membranes, grace a son domaine N-BAR, ainsi que dans les
interactions lipides-protéines et protéines-protéines grace a la présence d’un site de
liaison aux phosphoinositides PI1(4,5)P2 et PI4P codé par I'exon 11 (Nicot et al. 2007).

En surexprimant le variant de Bin1 spécifique du muscle, Bin1+exon 11, dans des
cellules musculaires en différenciation, j'ai mis en évidence la formation d’'un réseau
de tubules membranaires dense mais superficiel aussi bien en microscopie confocale
gu’en microscopie électronique. L'utilisation de la sonde MemBright, permettant de
marquer les membranes lipidiques de la cellule, a permis de révéler que ces tubes
étaient en connexion directe avec le milieu extérieur. Cette connexion est

particulierement bien visible sur des myotubes entiers qui n‘ont pas été décapés
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préalablement (Figure 54 (J-L)). De I'extérieur, on peut voir que les nombreux trous
formés par l'invagination des cavéoles forment des plateformes circulaires. Ces
plateformes de membrane plasmique, dont émanent des tubes de membrane,
semblent correspondre aux mémes structures que jai mises en évidence lors de
I'observation des anneaux de cavéoles sur les cultures primaires. Nous avons ainsi pu
établir un modéle de formation de ces plateformes comme point de départ de la

formation des anneaux de cavéoles et des tubules-T (Figure 69).

La surexpression de Bin1 dans les cellules, bien qu’artificielle, permet de mettre en
évidence les protéines impliquées dans cette tubulation. Il a déja été décrit dans la
littérature que la surexpression de Bin1+exon 11 entrainait la présence abondante de
tubes ainsi qu'une diminution de la quantité de cavéoles a la membrane plasmique
des cellules (Nicot et al. 2007). Je me suis donc demandé quel était le lien entre les
caveéoles et la tubulation des membranes par Bin1+exon 11. Nous avons donc décidé
d’étudier la surexpression de Bin1+exon 11 dans le cas d’'un déficit en cavéoles dans
la cellule. L'utilisation d’'un siARN dirigé contre la protéine Cav-3 a montré une
diminution drastique de la quantité de tubes dans les cellules transduites. Il semblerait
que Cav-3 soit requise pour la tubulation par Bin1+exon 11. Sachant que la
surexpression de Bin1+exon 11 entraine une diminution de la quantité de cavéoles et
une tubulation excessive de la membrane, et que l'induction de la diminution de la
quantité de cavéoles empéche la tubulation, on peut émettre I'’hypothése que Bin1

utiliserait les cavéoles ou un de ses constituants afin de tubuler la membrane.

Mes résultats avec Bin1 montrent que non seulement Bin1 est capable de tubuler la
membrane au niveau des cavéoles mais qu'il peut aussi former un échafaudage
moléculaire, souvent de forme circulaire qui par la suite recrute les cavéoles (Résultats
Figure 57 et Figure 69).
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Figure 69. Bin1 a l'origine de plateformes de membranes plasmiques dans les cellules
musculaires.

Représentation schématique de la formation de la plateforme de membrane par la protéine Bin1. Le
centre de la plateforme est dépourvu de cytosquelette. La protéine Bin1 courbe la membrane avec
grace a son domaine N-BAR formant ainsi une plateforme. On retrouve au niveau du sarcolemme
cytosolique des cavéoles individualisées ainsi que du cytosquelette.

Il y aurait donc dans les cellules musculaires un mécanisme physiologique qui permet
de préformer les structures sur lesquelles va avoir lieu I'accumulation de cavéoles et

la tubulation par Bin1 lors de la formation des tubules-T.

l.2. LES CAVEOLES, LES STRUCTURES STABILISANTS LE
PROCESSUS

Comme décrit dans la partie précédente, nous avons postulé que les anneaux
de cavéoles s’organiseraient sur des plateformes de membrane plasmique déformées
par Bin1 dans les cellules musculaires. Ce que décrit le modéle présenté en Figure
70. Les cavéoles se regroupent d'abord en anneaux sur I'échafaudage préformé par
Bin1. Ces structures grandissent au fur et a mesure que les cavéoles y sont recrutées.
Des filaments d'actine qui sont retrouvés tout autour des anneaux pourraient pousser

sur les cavéoles afin qu'elles se regroupent.
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Figure 70. Les cavéoles s’organisent sur la plateforme pour former les anneaux de cavéoles.
(1) Bin1 a l'origine de plateformes de membranes plasmiques dans les cellules musculaires. (2)
Représentation schématique de I'organisation des cavéoles sur la plateforme de Bin1 pour former les
anneaux de cavéoles. Les cavéoles individualisées s’organisent en anneau sur la plateforme de
membrane formée par Bin1.

Comment les cavéoles s’organiseraient-elles précisément dans cette zone de la
membrane ? C'est une question trés intéressante. D’abord il faudrait déterminer
comment les cavéoles sont recrutées depuis le sarcolemme jusqu’a la plateforme,
c’est-a-dire sous forme de cavéoles, ou si les cavéoles se forment au niveau de la
plateforme, c’est-a-dire que les protéines sont recrutées dans cette zone. En effet,
I'environnement pré-incurvé de la membrane pourrait permettre a Cav-3 de s’organiser
plus rapidement a la membrane et donc de recruter les autres protéines nécessaires
a la formation des cavéoles. La plateforme formée par Bin1 pourrait aussi étre
composée de lipides dont des phospholipides, du cholestérol et des sphingolipides qui
entraineraient I'enrichissement en Cav-3. On sait de plus que la cavine 4 peut interagir
directement avec Bin1 (Lo et al. 2021), les cavéoles musculaires, riches en cavine 4
(Bastiani et al. 2009), pourraient donc étre attirées par la structure circulaire Bin1. On
sait que le cholestérol est important pour la formation des cavéoles et leur formation a
la membrane plasmique (Anderson 1998). De méme le cholestérol est un lipide
important dans la composition des tubules-T (Carozzi et al. 2000). On pourrait donc
essayer d'étudier la composition en cholestérol des plateformes en déplétant le
cholestérol de la cellule avec la methyl-B-cyclodextrine et étudier les anneaux de
caveoles, la tubulation par Bin1 et la formation des tubules-T qui devraient étre trés

fortement perturbées.

Mes observations de microscopie corrélative ainsi que mes marquages

immunofluorescents étudiés en ME et en microscopie confocale m'ont permis de
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montrer une interaction entre les anneaux de cavéoles et Bin1, la présence de Bin1
dans des zones de fusion de cavéoles ainsi que sur des tubules marqués par Bin1
eémanant des anneaux de cavéoles. Nous avons observé sur les anneaux de
cavéoles : a) la fusion des cavéoles qui deviennent indiscernables les unes des autres
mais qui présentent toujours le manteau caractéristique de la présence de Cav-3,
cavine 1 et cavine 4, b) la formation d’agrégats de cavéoles a certains pdles de la
plateforme. Nous avons donc complété notre modéle en figure 71 pour prendre en

compte ces modifications structurales.
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Figure 71. Les cavéoles fusionnent au niveau de la plateforme et s’agrégent a certaines zones

de 'anneau de cavéoles.
(1) Bin1 a l'origine de plateformes de membranes plasmiques dans les cellules musculaires. (2) Les

cavéoles s’organisent sur la plateforme pour former les anneaux de cavéoles. (3) Représentation
schématique de la fusion des cavéoles au niveau de la plateforme et de la mise en place de péle
enrichis en cavéoles sur 'anneau. Les cavéoles fusionnent au niveau de I'anneau qui présentent
alors les bandelettes caractéristiques du manteau cavéolaire. Des cavéoles individualisées forment

des podles riches en cavéoles au niveau de I'anneau.

Pour faire suite a ces observations, nous voudrions savoir par quel mécanisme les
caveoles fusionnent-elles exactement. Est-ce un mécanisme physique ou est-ce
I'interdigitation de filaments de Bin1 avec des filaments de cavine/cavéoline ? En effet,
on sait que la formation de super-structures de cavéoles peut étre induite par la
courbure de la membrane (Golani et al. 2019), courbure qui serait due a la présence
de Bin1 a la membrane. De plus il a été décrit que des structures complexes de

cavéoles pouvaient étre stabilisées ou déstabilisées par les variations de tension de
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membrane (Golani et al. 2019), la contraction des cellules musculaires pourrait donc
avoir un effet dans cette organisation. Pour tester cette hypothése, nous pourrions
faire varier la tension de membrane, par pression osmotique, par modification de la
dureté du substrat de culture, ou en étirant mécaniquement les cellules. D'un point de
vue moléculaire on sait que les protéines comme I'ATPase EHD2 et la GTPase
dynamine 2 sont situées au niveau du col des cavéoles stabilisant la cavéole a la
membrane (Morén et al. 2012) ou induisant sa fission (Henley et al. 1998). Des
variations dans la régulation de ces protéines dans des cellules qui se contractent
pourraient donc étre a l'origine de la fusion des cavéoles. Il est justement fort
intéressant de noter que l'isoforme EHD1 ait été impliquée dans la formation des
tubules-T (Posey et al. 2014; Demonbreun et al. 2015). Une stratégie de transfection
par ARN interférence couplée a la CLEM des EHD1-2 pourrait étre efficace pour tenter

de répondre a cette question.

La microscopie électronique nous a permis d’observer les anneaux de cavéoles en 3D
et de face et j'ai pu ainsi apprécier tous les changements structurels qu'ils subissent
au cours de la différenciation musculaire. Les agrégats de cavéoles présents au niveau
d'un des péles de I'anneau de cavéoles semble s’allonger en tubes qui ont toutes les
caractéristiques de tubules-T naissants. Pourquoi I'élongation se fait-elle a cet endroit
précisément ? Cette question demeure sans réponse et devra faire I'objet
d'expériences futures. Nous pouvons néanmoins compléter une nouvelle fois notre
modeéle pour prendre en compte la possibilité que ces élongations tubulaires puissent
s'initier a plusieurs positions sur I'anneau (Figure 72). Cette hypothése, trés attractive
est corroborée par la localisation de Bin-GFP surexprimée dans les myotubes. Les
images de microscopie a fluorescence dite de super-résolution (Figure 53) ainsi que
les expériences in-vitro avec Bin1 recombinante (Figure 55) démontrent que des

plusieurs tubes peuvent émaner d'un seul anneau.
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Figure 72. La fusion des cavéoles et Bin1 permettent la formation de tubes provenant des
anneaux de cavéoles.

(1) Bin1 a l'origine de plateformes de membranes plasmiques dans les cellules musculaires. (2) Les
cavéoles s’organisent sur la plateforme pour former les anneaux de cavéoles. (3) Les cavéoles
fusionnent au niveau de la plateforme et s’agrégent a certaines zones de I'anneau de cavéoles. (4)
Représentation schématique de la tubulation des membranes a partir des anneaux de cavéoles. Bin1
tubule les membranes. Des tubes de membrane émanent, sous I'action de Bin1, des péles riches en
cavéoles de I'anneau. On retrouve du manteau cavéolaire le long des tubules naissants avec les
filaments de cavine/cavéoline organisés transversalement le long du tube.

Le domaine BAR de Bin1 lui permet de courber des membranes et ainsi de les tubuler,
comme nous I'avons montré lors de sa surexpression in vivo et in vitro. Nous en avons
déduit que la tubulation au départ des anneaux de cavéoles était induite par Bin1.
Quelle est donc la fonction exacte de la cavéole dans ce processus ? Est-ce juste un
substrat qui est déja courbe ou y a-t-il une interaction entre Bin1 et les protéines des
caveéoles ? |l faudrait tenter d’étudier les interactions des protéines cavéolaires unes a

unes afin de déterminer lesquelles sont importantes dans ce processus. Les travaux
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récents montrant que Bin1 interagit avec la cavine 4 au niveau de tubules-T en
formation (Lo et al. 2021) permettent de penser que les cavéoles attirent Bin1 par des
interactions protéine-protéine. Une de ces deux protéines pourrait donc étre
nécessaire a recruter Bin1 au niveau de ces sites de nucléation de tubules-T. Une fois
I'initiation de la tubulation engagée on observe toujours la présence d’un manteau
cavéolaire a la surface des tubules. Cependant au fur et a mesure de I'allongement
des tubules-T immatures nous avons observé la disparition de ce manteau. Cette
disparition coincide avec la formation de contacts entre le réticulum sarcoplasmique
(RS) et le tubule-T naissant qui se font plus en profondeur du myotube. Nous avons
émis I'hypothése que le désassemblage des protéines cavéolaires libérerait la
membrane du tubule qui pourrait alors étre accessible aux protéines du RS. Nous
avons ainsi finalisé notre modéle (Figure 73) qui représente le mécanisme putatif
complet de formation des tubules-T depuis le sarcolemme a partir des anneaux de

caveoles (Figures 73 et 74).

Au cours de mes observations j'avais observé un rapprochement du RS avec les
anneaux de cavéoles mais pas de contact direct entre ces deux structures. Ces

contacts semblaient se faire avec la plateforme centrale de 'anneau de cavéoles.

Dans un article récent, I'équipe de Rob Parton a étudié I'interaction de la cavine 4 et
de Bin1 dans le muscle (Lo et al. 2021). lls ont décrit une interaction directe de la
cavine 4 avec Bin1, le domaine riche en proline (PRD) de la cavine 4 interagit avec le
domaine de liaison SH3 de Bin1 situé au niveau de son extrémité C-terminale. lls ont
proposé que la cavine 4 aurait un role dans le remodelage de la membrane des
tubules-T au moment du développement précoce en recyclant les cavéoles de la
membrane des tubules-T (Lo et al. 2021). Cela permet de générer un domaine de
tubule-T stable et sans caveéoles qui parait essentiel au bon fonctionnement des
tubules-T. Dans notre modéle nous avons remarqué que les interactions des tubules
issus des anneaux de cavéoles avec le RS se faisaient au niveau des tubules lisses
sans matériel cavéolaire. Notre hypothese semble donc en accord avec les
observations déja réalisées dans le poisson zébre, c’est-a-dire qu'il est nécessaire que

le matériel cavéolaire soit recyclé du tubule-T afin de le rendre fonctionnel.
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Figure 73. Les protéines cavéolaires quittent le tubule permettant la mise en place de la triade.
(1) Bin1 a l'origine de plateformes de membranes plasmiques dans les cellules musculaires. (2) Les
cavéoles s’organisent sur la plateforme pour former les anneaux de cavéoles. (3) Les cavéoles
fusionnent au niveau de la plateforme et s’agregent a certaines zones de I'anneau de cavéoles. (4)
La fusion des cavéoles et Bin1 permettent la formation de tubes provenant des anneaux de cavéoles.
(5) Représentation schématique de I'élongation du tubule-T a partir de 'anneau de cavéoles. Les
protéines cavéolaires (Cav-3 et la cavine 4) quittent la membrane tubulaire permettant ainsi des
contacts entre le tube et le RS et donc la mise en place du couplage E-C entre les canaux calciques

RyR1 et DHPR au niveau de la triade.
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Figure 74. Vue en coupe transversale du mécanisme de formation des tubules-T a partir d’'un
anneau membranaire de Bin1.

(1) Bin1 a l'origine de plateformes de membranes plasmiques dans les cellules musculaires. (2) Les
cavéoles s’organisent sur la plateforme pour former les anneaux de cavéoles. (3) Les cavéoles
fusionnent au niveau de la plateforme et s’agrégent a certaines zones de I'anneau de cavéoles. (4)
La fusion des cavéoles et Bin1 permettent la formation de tubes provenant des anneaux de cavéoles.
(5) Les protéines cavéolaires quittent le tubule permettant la mise en place de la triade.
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Il semblerait donc que I'accumulation de cavéoles et de Cav-3 au niveau des tubules-
T, peut-étre a cause de la similarité entre leur composition lipidique (Carozzi et al.
2000), soit essentielle pour leur formation. Cependant ce qui semble étre I'étape clé
dans I'élongation des tubules-T et la formation de triades est la suppression des
cavéoles de la membrane du tubule (Lo et al. 2021). C’est dans cette étape que
I'interaction entre la cavine 4 et Bin1 aurait un réle. Le recyclage du matériel cavéolaire
pourrait ainsi permettre l'interaction du RS avec les tubules-T. De méme, il a été
montré qu’en I'absence de cavine 4, une surexpression de Bin1 permet de restaurer
la redistribution de Cav-3 du tubule-T au sarcolemme. Ceci suggére que Bin1
contribue au recyclage des composants des tubules-T précoces et est liée a 'activité

de la cavine 4.

Nous avons montré cours de notre étude I'importance des cavéoles dans la formation
des tubules-T et ce par 'organisation d’une structure nouvellement décrite, 'anneau
de cavéoles. Il faut cependant noter que les cavéoles ne sont pas absolument
essentielles a la formation des tubules-T. Par exemple, la drosophile présente un
systéme de tubule-T alors qu’elle n’exprime pas de cavéoline mais sa fonction semble
étre prise en charge par les fotilines (Galbiati et al. 2001; Kirkham et al. 2008).
Cependant dans les espéces étudiées telles que le poisson zeébre, la souris, I’'humain
et le poulet, la perte des cavéoles entraine une désorganisation des tubules-T souvent
associée a des défauts musculaires (Al-Qusairi et Laporte 2011).

Notre étude a été réalisée dans des modeles cellulaires. Bien qu’utile et puissant ce
modeéle n’est pas totalement physiologique et la fonction de Cav-3 devra étre testée in
vivo sur un modéle murin. Il pourrait s'agir de I'utilisation de souris invalidées pour le
gene de Cav-3 ou d'un vecteur de type shRNA transduit a la naissance des souris.
Ces outils pourraient apporter de précieuses informations sur I'implication de Cav-3
dans la formation des tubules-T au cours des différentes phases de développement:
la premiére phase de formation de tubules longitudinaux ou la seconde phase lorsqu'’il
s’organisent transversalement (Flucher et al. 1991). Une autre expérience qui
permettrait de tester I'importance de Cav-3 dans la premiére phase, consisterait a
injecter un shRNA au niveau des cellules satellites des muscles de souris adultes puis
entrainer une lésion dans les muscles avec de la cardiotoxine (Couteaux et al. 1988)

afin d'induire la formation des tubules-T dans les fibres en régénération.
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IV. CONSEQUENCES SUR LA PHYSIOPATHOLOGIE DES
CAVEOLINOPATHIES

Aprés avoir étudié le processus de formation des tubules-T dans le contexte
d'un défaut d’expression de Cav-3, j'ai étudié les anneaux de cavéoles et la tubulation
par Bin1 dans des cellules de patients présentant la mutation R26Q dans le géne CAV-
3. Cette mutation entraine un phénotype sévére de dystrophie musculaire des
ceintures 1c (LGMD1C)(Figarella-Branger et al. 2003), une maladie des muscles dits
"ondulants" (Vorgerd et al. 2001) ainsi qu’'une hyperCKémie (Carbone et al. 2000).

Dans la littérature il est décrit dans les muscles de patients une diminution de la
quantité de cavéoles a la membrane plasmique, une agrégation de Cav-3 au niveau
de I'appareil de Golgi ainsi que des défauts de morphologie des tubules-T (Gazzerro,
et al. 2011). Dans mon modéle cellulaire j'ai bien décrit une agrégation de Cav-3 dans
un compartiment intracellulaire. Cette agrégation serait due a l'incapacité d’adressage
de la forme mutée de Cav-3 a la membrane plasmique. La cavéoline 3 formant des
oligomeres au niveau du réticulum endoplasmique, les oligomeéres Cav-3 mutée / Cav-
3 non mutées seraient séquestrés dans I'appareil de Golgi avant qu'elle soit dégradée.
On aurait ainsi une diminution de la quantité de Cav-3 disponible au sarcolemme, ainsi

gu’une diminution de la quantité totale de Cav-3.

Cependant, dans mon modéle de cellules de patients un grand nombre de cavéoles
est toujours présent a la membrane plasmique. On peut supposer qu’un certain
nombre d’oligoméres de Cav-3 mutée / Cav-3 non mutée parvient a atteindre le
sarcolemme malgré le mauvais adressage de la Cav-3 mutée. De plus, la cellule
pourrait mettre en place un mécanisme de compensation du déficit en cavéoles en
formant des cavéoles enrichies en Cav-1 a la place des cavéoles Cav-3. Afin d’étudier
ces hypotheses nous pourrions isoler les cavéoles biochimiquement, d’aprés des
méthodes déja bien décrites (Westermann et al. 1999) et étudier leur composition

exacte en cavéolines et protéines associées.

Notre résultat le plus important est 'observation de défauts dans la formation des
anneaux de cavéoles ainsi que les défauts de tubulation par Bin1. On peut supposer
que les cavéoles mixtes Cav-3 mutée / Cav-3 non mutée ne pourraient pas se placer

efficacement au niveau de la plateforme de Bin1. Ensuite les mutations pourraient
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altérer la fusion des cavéoles au niveau de I'anneau et ainsi perturber linitiation du
tube. Finalement, les protéines mutées pourraient étre incapables de quitter le tubule

neo-formé et pas conséquence inhiber la formation de contacts avec le RS.

Nous pourrions envisager la mise en place d’'une restauration de la formation de ces
structures grace a deux techniques : (a) d'abord, nous pourrions surexprimer Cav-3
non mutée dans la cellule afin d’augmenter la quantité de Cav-3 a atteindre le
sarcolemme. Cette méthode semble cependant compromise car la protéine non mutée
resterait séquestrée par la forme mutée au niveau de I'appareil de Golgi. De plus la
forme mutée pourrait toujours atteindre la membrane plasmique et altérer la structure
des cavéoles. La seconde méthode que nous pourrions utiliser est la diminution de la
quantité de Cav-3 mutée dans la cellule. Pour cela nous pourrions mettre en place une
technique par ARN interférence alléle spécifique comme déja développée par I'équipe
pour invalider l'allele muté du géne de la DNM2 dans la myopathie autosomique
dominante (Trochet et al. 2018).

Au cours de ma thése j'ai défini une nouvelle structure membranaire de la cellule
musculaire, I'anneau de cavéoles. Cette plateforme, induite par une organisation
circulaire de la protéine Bin1 a la membrane plasmique, est la structure essentielle a
I'initiation de la formation des tubules-T. J’ai montré qu’un déficit en Cav-3, induit ou
dd a des mutations, entrainait des défauts de formation des anneaux de cavéoles ainsi
que des défauts de tubulation par Bin1. Mes résultats confirment le modéle selon
lequel le désassemblage des protéines cavéolaires du tube serait nécessaire pour
permettre I'élongation du tubule-T et la mise en place du complexe responsable du

couplage excitation-contraction.

La découverte de ces nouvelles structures cavéolaires et I'étude de leurs défauts dans
le contexte de myopathies congénitales présentant des défauts d’organisation des
tubules-T pourraient ouvrir la porte a de nouvelles thérapies ciblant les cavéoles, les

lipides membranaires et les étapes précoces de la formation des tubules-T.
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ANNEXES

Annexe 1 : Tampons de microscopie électronique

Ca2+ free Ringers

9.19g/L

0.23 g/L

0.36 g/L

1.2 g/L

1.8g/L

1.14 g/L

5 mL of 1M stock

pH to 7.0-7.2 with NaOH

Mammalian Ringers (“extracellular”
buffer) 155 mM NaCl
155 mM NacCl 9.19g/L 3 mM KCI
3 mM KCI 0.23 g/L 3 mM NaH2PO4
3 mM NaH2PO4 0.36 g/L 5 mM HEPES
5 mM HEPES 1.29/L 10 mM Glucose
10 mM Glucose 1.8 g/L 3 mMEGTA
2 mM CaCl2 2 mL of 1M stock 5 mM MgCI2
1 mM MgCl2 1 mL of 1M stock

pH to 7.0-7.2 using NaOH

KHMQgE (“intracellular” buffer)

70 mM KCI 5.2¢g/L

30 mM HEPES 7.19g/L

3 mM EGTA 1.14 g/L

5 mM MgCI2 5 mL of 1M stock

pH to 7.0-7.2 using KOH

Annexe 2 : Liste des siARN utilisés

siARN humains

Cibles Séquences
siCav-3 (1) 5’-CAGAUCUCGAGGCCCAGAUCG-3
siCav-3 (2) 5-AAGCACAAUGGCCCUUCGCUC-3’
siMURC 5’-GGCUAAGGCAGUCAGGAG-3’
siBin1 (1) 5GUGCUGGUCGGCCUGGAG-3’
siBin1 (2) 5-CCUGCUGUCGUGGUGGAG-3’

siARN murins

Cibles Séquences
siCav-3 5-GGUUCCUCUCAAUUCCAC-3’
siBin1 5’-CGUGUAGGUUUCUAUGUCAAC-3
siMURC 5’-GGCUGAGGCAGUCAGGAG-3
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Annexe 3 : Liste des séquences des primers utilisés

PRIMERS MURINS

CIBLE

Forward Reverse

CAV-3
RPLPO
HPRT1

ACTTGGTGAACCGCGACCCC ACTTGGTGAACCGCGACCCC
CTCCAAGCAGATGCAGCAGA ATAGCCTTGCGCATCATGGT
GTTGGATACAGGCCAGACTTTGTT AAACGTGATTCAAATCCCTGAAGTA
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Titre : Réle des cavéoles dans la formation des tubules-T et dans la physiopathologie des cavéolinopathies
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Résumé : Les cavéoles sont des invaginations de la
membrane plasmique particulierement abondantes
dans le muscle squelettique. Il a été proposé que la
cavéoline 3 (Cav-3), principal composant des cavéoles
musculaires, serait impliquée dans le processus de
formation des tubules transverses (tubules-T). Les
tubules-T sont des structures musculaires qui
permettent de propager le potentiel d'action en
profondeur dans la fibre musculaire. Pourtant a ce jour
le mécanisme par lequel Cav-3 et les cavéoles
participent a la formation de ces structures demeure
inconnu. L'importance des cavéoles et de l'isoforme
musculaire de la cavéoline est accentuée par la
présence de défauts dans I'organisation et la fonction
des cavéoles dans de nombreuses myopathies. En
particulier les cavéolinopathies, une famille de maladies
neuromusculaires autosomiques dominantes sont dues
a des mutations dans le géne CAV-3. Cependant, les
mécanismes physiopathologie de ces maladies sont a
ce jour incompris. L’objectif de mon projet était de
comprendre le réle des cavéoles dans la formation
précoce des tubules-T. En mettant au point une
technique de microscopie corrélative entre de la

fluorescence a super résolution et de la microscopie
électronique sur répliques de métal j’ai pu examiner en
détails les composants moléculaires des cavéoles et
des tubules-T dans des myotubes humains et des
myotubes murins extensivement différenciés. J'ai ainsi
montré l'organisation des cavéoles en une nouvelle
structure en anneaux. De plus, mes résultats montrent
que les cavéoles s’organisent circulairement au
sarcolemme sur des plateformes de Bin1 et cette
structure semble optimiser la tubulation de Ila
membrane afin d’initier la formation des tubules-T.
Enfin, j'ai montré que dans le cas de défauts
d’expression de Cav-3 ou dans les myotubes de
patients cavéolinopathes une désorganisation des
anneaux de cavéoles ainsi que des défauts de
tubulation des membranes par Bin1. Mes travaux
laissent a penser que les anneaux de cavéoles
constituent le site d’initiation de [I'élongation des
tubules-T et apportent les bases d'une caractérisation
précise de la biogénése des tubules-T dans le muscle
squelettique et dans la physiopathologie des
cavéolinopathies.

Title : Role of caveolae in T-tubules formation and in caveolinopathies’ pathophysiology

Keywords : Skeletal muscle — Caveolae — T-tubule — Electron Microscopy — Correlative Microscopy

Abstract : Caveolae are flask-shaped invaginations of
the plasma membrane, particularly abundant in skeletal
muscle. Caveolin 3, the main component of muscle
caveolae, is thought to be involved in the formation of
transversal tubules (T-tubules), the muscle structures
that allow propagation of the action potential in the
muscle fiber's depth. It has been suggested that
caveolae fuse together and form a substrate for
proteins, such as Bin1, capable of tubulating membrane
lipids however the mechanisms at play remain obscure.
The importance of caveolae and caveolins in skeletal
muscle is underscored by the presence of defects in the
function and organisation of caveolae in many
myopathies. In particular in caveolinopathies, a family of
autosomal dominant neuromuscular diseases due to
mutations in the CAV-3 gene. However, the
pathophysiological mechanisms of these diseases are
still unclear. The objective of my project was to
understand the role of caveolae in the early formation of
T-tubules.

By developing a correlative microscopy technique
combining super-resolution fluorescence and electron
microscopy on metal replicas, | was able to examine in
detail the molecular components of caveolae and T-
tubules in human and murine myotubes. | showed that
caveolae are organised in a new ring-like structure that
we termed "caveolae daisies". | next showed that
caveolae daisies organize themselves on Bin1
platforms at the sarcolemma and this structure seems
to optimize membrane tubulation to initiate T-tubule
formation. Lastly, | showed caveolae daisy defects, a
disorganisation of caveolae rings as well as defects in
Bin1-mediated membrane tubulation in both Cav-3
depleted myotubes using siRNA against Cav-3 or
human caveolinopathy patient myotubes. My work
suggests that caveolae daisies are the site of initiation
of T-tubule elongation and provides the basis for a
precise characterisation of T-tubule biogenesis in
healthy skeletal muscle and in the pathophysiology of
caveolinopathies.
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