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« La science est une chose merveilleuse. ..

tant qu’il ne fauft pas en vivre »

Albert Einstein
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RESUME

L’organisation stricte et réguliere des myofibrilles du muscle strié squelettique résulte d’'une
structure moléculaire semi-cristalline regroupant les protéines contractiles (motrices et régulatrices)
et structurales. Cette organisation sarcomérique est essentielle pour assurer la génération et la
transmission d’une force. En plus des protéines contractiles, la structure et la fonction du muscle
squelettique dépendent également d’un assemblage macromoléculaire complexe de protéines
structurales appelé « cytosquelette sarcomérique » ; celui-ci permet la localisation précise et réguliere
des protéines contractiles et donc un développement efficace de la force. Loin d’étre une organisation
statique, le cytosquelette est au contraire une structure tres dynamique impliquant des interactions
protéines-protéines finement régulées. La régulation de ces interactions protéiques implique des
modifications post-traductionnelles (MPTs), la plus connue étant la phosphorylation.

Toutefois, il existe une autre modification post-traductionnelle, la O-GlcNAcylation, une
glycosylation atypique intervenant entre autres sur les protéines du muscle squelettique. Cette MPT
pourrait étre essentielle a I'organisation sarcomérique. En effet, des données préliminaires du
laboratoire ont montré qu’un changement de la O-GlcNAcylation dans des myotubes est étroitement
associé a la réorganisation sarcomérique, corrélée a des changements de la O-GIcNAcylation des
protéines myofibrillaires. De maniére intéressante, la modulation de I'interaction entre la desmine,
une protéine majeure des filaments intermédiaires, et son chaperon moléculaire, la petite protéine de
choc thermique aB-cristalline, semble étre impliquée dans ces changements morphométriques du
sarcomere. Cependant, ni le rGle précis de la O-GlcNAcylation sur la desmine et I'aB-cristalline, ni son
interaction avec d’autres MPTs ne sont connus.

Ainsi, I’objectif principal de ma these était la caractérisation du role de la O-GlcNAcylation sur
les propriétés de la desmine dans des cellules musculaires squelettiques. Pour cela, nous avons utilisé
des composés pharmacologiques conduisant a des changements du taux global de la O-GlcNAcylation
dans des myoblastes différenciés en myotubes. Nous avons ensuite analysé le niveau protéique, la
partition ainsi que l'interaction de nos protéines d’intérét et nous nous sommes intéressés a la
dynamique entre les différentes MPTs de ces protéines. Enfin, nous savons que la desmine est une
protéine de structure majeure du cytosquelette sarcomérique en particulier par son interaction avec
de nombreuses protéines au sein d’un interactome complexe. Nous avons donc analysé cet
interactome grace a une analyse protéomique a la suite de changement de la O-GIcNAcylation.

Nous avons ainsi montré qu’un changement du taux global de la O-GlcNAcylation induisant un
changement de phosphorylation de la desmine. Ce changement s’effectuerait pas le biais d’une
modification de I'activité de kinases et serait correlé a un changement de localisation subcellulaire de
la desmine.

L’'ensemble des données issues de ces travaux ont donc permis de définir plus précisément le
role de la O-GlcNAcylation dans les mécanismes gouvernant la fonction sarcomérique, en particulier
son impact sur les propriétés de la desmine. En effet, nos données caractérisent I'impact des
changements de la O-GlcNAcylation sur l'organisation et la réorganisation du cytosquelette
sarcomérique via la desmine, protéine majeure des filaments intermédiaires.



ABSTRACT

The strict organization of striated muscle myofibrils results in a semi-crystalline molecular
structure regrouping the structural protein and the contractile (motor and regulatory) proteins. This
sarcomeric organization is essential to ensure the generation and the transmission of force. In addition
to the contractile proteins, the structure and function of the sarcomere also depends on a complex
macromolecular assembly of structural proteins termed “sarcomeric cytoskeleton”, which permits the
precise and regulated localization of the contractile proteins and therefore an efficient development
of force. Rather than being a static organization, the cytoskeleton is on the contrary a highly dynamic
structure involving tight regulation of protein-protein interactions. The regulation of the protein-
protein interaction involves post-translational modifications (MPTs), and in particular the
phosphorylation.

However, recent data suggest that another post-translational modification, the atypical
glycosylation O-GIcNAcylation, could be also essential to sarcomeric organization. Indeed, preliminary
data of the lab showed that the modulation of global O-GlcNAcylation level in differentiated myotubes
was closely associated to sarcomeric reorganization, correlated with the dynamic O-GIcNAcylation
changes of myofibrillar proteins. Interestingly, the modulation of interaction between desmin, a key
protein of intermediate filament, and the small heat shock protein aB-crystallin, its molecular
chaperone, seems to be involved in these morphometric changes of the sarcomere. However, the
precise role of O-GlcNAcylation on desmin and aB-crystallin, nor its interplay with other PTMs, is
unknow.

Thus, the main objective of my thesis proposal is the characterization of the role of O-
GlIcNAcylation on the desmin properties in skeletal muscle cells. In particular, using pharmacological
compounds leading to global O-GlcNAcylation level changes in myoblasts differentiated in myotubes.
We analyzed protein level, partition and interaction of our proteins of interest and the interplay
between these MPTs.

We have demonstrated that global O-GlcNAcylation level change leads to modulation of
desmin phosphorylation. This change would take place through a modification of kinases activity and
would be correlated to desmin subcellular localization change.

Altogether the data gained from my work permitted to finely define the role of O-
GlcNAcylation in processes governing the sarcomeric function, and in larger extent, its impact on
desmin properties. Indeed, our data characterize the impact of O-GIcNAcylation changes on
organization and reorganization of sarcomeric cytoskeleton via desmin, the major protein of the
intermediate filaments.
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ABBREVIATIONS

2D : électrophorése dibimentionnelle

5S : Acs-55-GlcNAc ou peracétyl-5-thio-GIcNAc

APS : Ammonium Persulfate

ATP : adenosine triphosphate

a.u : arbitrary units

BSA : Bovine Serum Albumine

CamK : Calcium/calmodulin-dependant protein kinase
CLB : Cell Lysis Buffer

DAPI : 4’,6-diamidino-2-phenylindole

DIB : Detergent Insoluble Buffer

DMEN : Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium

DMSO : Diméthylsulfoxide

DSB : Detergent Soluble Buffer

DTT : Dithiothreitol

ECL : Enhanced chemiluminescence

EDTA : Ethylene Diamine Tétra-Acétique

EBP : enhancer-binding protein

ERK : extracellular signal-regulated kinase

FI : Filaments intermédiaires

GFAP : Glial Fibrillary Acidic Protein

GFAT : Glucose Fructose 6-phosphate AmidoTransferase
GIcNAc : N-acétyl-D-glucosamine

GSK3 : glycogen synthase kinase-3

HRP : Horse Radish Peroxydase

IAA : iodoacétamide

IEF : isoélectrofocalisation

IRS : insulin receptor substrate

KO : Knock-Out

LC-MS : liquid chromatography — mass spectrometry
MHC : Myosin Heavy Chain

MLC : Myosin Light Chain

MPT : modifications post-traductionnelles

MTT : méthylthiazoletétrazolium ou 3-(4,5-diméthylthiazol-2-yl)-2,5-diphényltétrazolium
bromide

MUP : 4-méthylumbelliféryl phosphate

NB : Nucléase Buffer

OGA : O-GlcNAcase ou N-acétyl-B-D-glucosaminidase
O-GlcNAcylation : O-N-acétyl-D-glucosaminylation
OGT : O-GlcNAc transférase ou uridine diphospho-N-acétyl-B-D-glucosaminyl transférase
PAGE : Polyacrylamide Gel Electrophoresis

PAK : sérine/thréonine protéine kinase

PBS : Phosphate Buffer Saline

PKA : Protéine Kinase A

PKC : Protéine Kinase C

PUGNACc : O-(2-acétamido-2-déoxy-D-glucopyranosylidéne) amino-N-phénylcarbamate
Rpm : Rotation par minute
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SDS : Sodium Dodecyl Sulfate

sHSP : small Heat Shock Protein

TBS-T : Tris Buffer Saline — Tween

TEMED : tétraméthyléthylenediamine

Thiamet G / ThG : thiazoline amino-éthyl gluco-configured
UDP : Uridine Diphosphate

WGA : Wheat Germ Agglutine
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INTRODUCTION

Partie 1 : Le muscle squelettique



Avant-propos

L’ensemble des muscles de I'organisme ont la capacité de se contracter. Dans ce manuscrit, nous
allons porter notre attention sur le muscle strié squelettique. Comme son nom l'indique, ce type de
muscle va se fixer au squelette osseux via les tendons. Contrairement au muscle cardiaque et aux
muscles lisses tapissant de nombreux organes et les vaisseaux sanguins qui se contractent uniqguement
de maniere involontaire, le muscle strié squelettique va se contracter de maniéere volontaire sous le
contrdle du systéme nerveux somatique et du systéme nerveux autonome dans le cadre des réflexes

et du maintien de la posture.

Chez I'Homme, il existe environ 650 muscles squelettiques représentant 40% de la masse

corporelle et ayant certaines particularités. En effet, c’est un tissu excitable qui pourra réagir a un ordre

ou a une stimulation en générant une activité électrique qui conduira a la production d’une activité
mécanique. De plus, il présente une certaine tonicité puisqu’il est toujours soumis a un état de force
gue ce soit au repos ou a I'exercice. Enfin, il est contractile et élastique, ce qui signifie qu’il a la capacité

de se raccourcir, de se déformer et de s’allonger avant de reprendre sa position et sa forme initiales.

En se contractant, ces muscles vont assurer plusieurs fonctions parmi lesquelles nous pouvons
citer la production de la force, le maintien de I’équilibre ainsi que la posture et enfin la production d’un
mouvement dans le cadre de la locomotion. Cette contraction est permise par la conversion d’un
signal électrique en énergie chimique puis en énergie mécanique. Outre cet aspect mécanique, le
muscle participe également au maintien d’une certaine homéostasie métabolique. En effet, il
intervient dans le stockage de différents substrats (notamment le glucose, sous forme de glycogéne,
ou les acides aminés, sous forme de protéines mobilisables) et participe a la thermorégulation en

produisant de la chaleur.

En plus des caractéristiques énoncées ci-dessus, le muscle squelettique est également doté
d’une tres grande plasticité ; sa structure, sa masse et ses propriétés peuvent étre modulées selon les
conditions physiologiques (dge, état nutritionnel, activité physique, fatigue, état de santé, etc)
( ). Cette propriété est liée a la composition protéique du muscle squelettique.
En effet, il contient 50 a 75% des protéines totales de I'organisme ; trés hétérogene, ce tissu est alors

tres important pour le maintien de I’lhoméostasie protéique.
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1) Structure globale du muscle squelettique

Ce tissu tire son nom du fait qu’il est relié au squelette osseux par I'intermédiaire des tendons.
Le muscle strié squelettique est une machine complexe, efficace et précise. En effet, il est composé de
faisceaux musculaires correspondant a I'assemblage de différentes fibres, elles-mémes composées de
structures contractiles : les myofibrilles. Ces myofibrilles représentent un alignement de plusieurs

unités fonctionnelles du muscle appelées sarcomeres (figure 1).

Bone
Perimysium
Muscle fiber
L

Epimysium —

Figure 1 : Schéma général
de [l'organisation du
muscle squelettique
(Durbeej et al., 2013)

Endomysium

Sarcolemma

Myoﬁlalmenls

Thick filament —— =
Thin filament ——
Elastic filament —"

A) Du muscle aux fibres musculaires

Le muscle squelettique est entouré dans sa globalité par une gaine de tissu conjonctif appelée
épimysium. Au sein de ce muscle, nous allons trouver différents faisceaux contenant chacun de
nombreuses fibres musculaires. Ces fibres musculaires sont des cellules avec plusieurs noyaux
périphériques provenant de la fusion de myocytes, cellules mononuclées. Alors que chaque faisceau
est entouré d’'une membrane conjonctive appelée périmysium, les fibres musculaires sont entourées
d’une gaine appelée endomysium (Figures 1 et 2). Ces différentes membranes conjonctives ont un réle
important puisqu’en plus d’assurer la protection des différentes structures, elles vont permettre leur

maintien. A l'intérieur de I'endomysium, on trouve une membrane plasmique au contact des
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myofibrilles appelée sarcolemme, présentant la
propriété d’excitabilité (figures 1 et 3). Cette
membrane a la particularité de présenter des
invaginations, les tubules transverses impliqués dans
la conduction de I'influx électrique au niveau de ces

fibres.

Triade

Noyau Endomysium  Périmysium )
Citernes
Figure 2 : Organisation des fibres et faisceaux terminales
musculaires en coupe transversale. On y
trouve I’endomysium, le périmysium ainsi que Tubule T
des capillaires sanguins représentés par les Sarcolemme
fléches noires Figure 3 : Organisation de la triade

Le muscle étant un tissu ayant besoin d’un apport en oxygene et en nutriments trés important,
il est trés largement vascularisé. Ce tissu est également fortement innervé. En effet, afin d’assurer la
contraction musculaire, plusieurs fibres vont étre innervées par un méme motoneurone dans le but
de former une unité motrice. Cette connexion s’effectue via la jonction neuromusculaire au niveau du

sarcolemme.

B) Le sarcomére, unité fonctionnelle du muscle

Le sarcomeére, assure la contraction du muscle et permet de générer une force grace a un
réseau protéique interconnecté et extrémement complexe (K. A. Clark et al. 2002). En effet, il posséde
une organisation moléculaire trés précise et réguliere de myofilaments fins d’actine et épais de
myosine, correspondant aux protéines motrices auxquelles vont étre associées des protéines
régulatrices de la fonction contractile. Cet assemblage tres ordonné donne naissance a différentes
stries et bandes caractéristiques composant et délimitant ce sarcomeére, facilement observable en
microscopie électronique (figure 4). En effet, celui-ci s’étend entre deux stries Z ; en son centre, on
trouve la ligne M ((Villman 1998) (figure 4). Afin d’assurer la bonne organisation, I'élasticité et le
soutien des protéines motrices et régulatrices, on trouve également de nombreuses protéines de
structure. Parmi elles, nous pouvons citer la desmine, protéine majeure des filaments intermédiaires
formant un réseau tridimensionnel autour des myofibrilles, ou encore la titine, constituant une

composante élastique.
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Thin filament Thick filament

Elastic filament

TEM (38,000x)

T T T
1 band A band 1 band

Figure 4 : Structure complexe du sarcomeére et bandes
caractéristiques observées en microscopie électronique.

a) Protéines motrices

Ces protéines vont étre responsables via leur déformation de la production de I’énergie
mécanique permettant la contraction simultanée de I'ensemble des sarcomeéres donnant lieu a la

contraction des fibres musculaires et donc du muscle dans sa globalité (figure 5).

i Myosin heads

Actin subunit
Actin active site

{¢) Elastic filament (b) Thin filament

Figure 5 : Principaux constituants des myofilaments.




» Myosine

Cette protéine est le constituant majeur des filaments épais et elle va s’ancrer au niveau de la
ligne M, point central du sarcomere puisqu’elle est située a égale distance de chaque strie Z. Chaque

molécule de myosine mesure 140 nm de long et est formée de 6 sous-unités :

- Deux chaines lourdes (MHC : myosin heavy chain) enroulées I'une autour de l'autre pour
former la queue de myosine du c6té C-terminal tandis que I'extrémité N-terminale forme une
partie globulaire appelée « téte de myosine » ( ).
Cette « téte » de myosine est subdivisée en deux avec une sous-unité permettant la fixation
de I’ATP et ayant une activité ATPase et I'autre sous-unité qui posséde un site de fixation a
I'actine ( );

- Quatre chaines légeres (MLC : myosin light chain) correspondant aux parties essentielles et

régulatrices de la molécule de myosine protéine ( ).

Afin de former le filament épais de 1,6 um de long pour un diametre de 15 nm, il faut environ 200 a
300 molécules associées de maniére antiparalléle avec les tétes de myosine dirigées vers I'extérieur

du filament grace a un segment spécifique de la « téte » de myosine servant de levier (figure 6)

( ).

Sites de liaison sur l'actine

4 chdines légéres de myosine
Chaines lourdes
de myosine Site de liaison de I'ATP. .
Tétes de myosine ~ Figure 6 : Structure

de la myosine

N Domaine cervical flexible

Queue de myosine

» Actine squelettique

La deuxieme protéine motrice fondamentale au sein du sarcomeére est |'actine squelettique.
C'est une protéine globulaire (actine G) d’environ 4 a 5 nm de diamétre et qui présente quatre
domaines ayant des sites particuliers (fixation aux tétes de myosine, liaison a des cations divalents
comme le calcium et liaison a I’ATP essentiel a la polymérisation) ( ). En effet, I'actine
G est capable de s’assembler avec d’autres molécules afin de former I'actine filamenteuse (actine F)
( ). Il faut ensuite I'assemblage de deux polyméres
d’actine F sous forme d’hélice pour former le filament fin d’actine mesurant 1 um de longueur pour un

diamétre de 7 nm en moyenne (figure 5). Ce filament ainsi formé va s’ancrer au niveau de la strie Z.



» Complexe actine — myosine

Ces deux molécules ainsi formées vont former un complexe actine — myosine par le biais de
ponts d’union entre elles au sein du sarcomeére afin de permettre la contraction des fibres musculaires.
On trouvera alors des molécules de myosine au niveau de la bande H, des molécules d’actine au niveau
de la bande | et le complexe actine — myosine au niveau de la bande A permettant ainsi une

organisation semi-cristalline du sarcomere (figure 7).

Iband = A band = Iband =
light region dark region light region

Figure 7 :Organisation

du complexe actine -
myosine permettant
l'organisation semi-
cristalline du sarcomere.

b) Protéines régulatrices

Elles sont situées au niveau des myofilaments moteurs, en particulier les filaments fins d’actine,
et permettent d’initier et de stopper les liaisons moléculaires permettant I'activité mécanique, a savoir
la contraction. Les deux protéines régulatrices principales correspondent a la tropomyosine et au

complexe des troponines.

» Tropomyosine

La molécule de tropomyosine est constituée de deux chaines associées en hélice, formant un
filament d’environ 38 nm ( ). Elle se situe dans les sillons
du filament fin d’actine sur une longueur équivalente a 7 molécules d’actine G (

) et va permettre de stabiliser les filaments d’actine F et de moduler I'interaction

avec la myosine ( ) (figure 8).



» Troponine
La troponine est formée a partir de 3 sous-unités : C, T, I.

- Lasous-unité C est composée d’un domaine de fixation pour le calcium favorisant I'interaction
entre I'actine et la myosine et donc la contraction ;

- Lasous-unité T permet la fixation a une extrémité de la tropomyosine ;

- Lasous-unité | possede un domaine qui se lie fortement a I’actine G lorsque les concentrations
de calcium sont basses, limitant I'interaction et la formation de ponts entre 'actine et la

myosine.

Ce complexe va venir se fixer sur la tropomyosine a raison de 7 monomeéres d’actine G

(figure 8).

Complexe
Actine de troponine  Tropomyosine

Figure 8 :Association des
protéines régulatrices
(tropomyosine et troponines)
au myofilament d’actine
(Poirier et al., 1997)

c) Protéines structurales

Ces protéines sont essentielles au maintien de I'organisation stricte et réguliere du sarcomere.
Outre leur réle de stabilisation du cytosquelette sarcomérique, elles permettent également de
maintenir l'intégrité structurale de la cellule. En effet, elles vont permettre I'ancrage des myofibrilles
au sarcolemme mais également de positionner certains organites majeurs tels que les noyaux ou les
mitochondries. Cette partie sera développée de maniére plus précise dans le paragraphe Il « Le

cytosquelette sarcomérique ».

C) Mécanisme de contraction du sarcomeére

Comme nous l'avons vu, I'assemblage moléculaire du sarcomére va étre essentiel pour sa
contraction et la génération d’une force. Cependant, un autre élément tres important va entrer en
jeu: la triade. Celle-ci correspond a un tubule transverse correspondant a une invagination du

sarcolemme associé de chaque c6té a une citerne terminale du réticulum sarcoplasmique (figure 3).



Des mécanismes successifs vont alors étre mis en place afin de transformer un signal électrique en
travail mécanique, la contraction du sarcomére : c’est ce qu’on appelle le couplage excitation-

contraction dont la figure 9 reprend les grandes étapes :

(1) Unstimulus nerveux arrive a la jonction musculaire libérant ainsi des neurotransmetteurs dans
la fente synaptique ;

(2) Cela entraine I'apparition d’un potentiel d’action (PA) dont la dépolarisation va se propager le
long du sarcolemme jusqu’aux tubules transverses ;

(3) Ceux-ci possedent des récepteurs sensibles a la dépolarisation (DHPR: récepteurs a la
dihydropyridine) qui vont changer de conformation ;

(4) Cette modification va permettre I'activation de récepteurs RyR (récepteurs a la ryanodine) au
niveau du réticulum sarcoplasmique libérant ainsi du calcium dans le sarcoplasme ;

(5) Le calcium ainsi libéré va pouvoir aller se fixer au niveau des protéines régulatrices, en
particulier la troponine afin de permettre I'interaction entre I'actine et la myosine formant les
ponts acto-myosine ;

(6) Les tétes de myosine vont ensuite basculer ;

(7) Afin que les filaments d’actine puissent glisser vers le centre du sarcomére.

— Axone terminal du neurone
FHbre musculaire vmm(»qm‘ moteur
n\.d d'action L
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+ i’laqm« moltrice
+
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Figure 9 : Mécanisme du couplage excitation — contraction (d’apres Pearson education, inc., publishing as
Benjamin Cumming 2007)

L’'ensemble de ces étapes, en particulier la force générée par la myosine transférée a I'ensemble
du sarcomere, va permettre le glissement des filaments fins d’actine sur les filaments épais de myosine
et conduire a la contraction. Lorsque le sarcomeére se contracte, cela entraine une diminution de sa

longueur (figure 10) ( ).
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Bande H PR

qu‘em

= - : A = sirisi : . Figure 10 : Phénoméne de contraction

2’ [ : / reldchement du sarcomére. Le
wactinine \ Nebuline : Y ; Tropomyosine : g N \
; i X : it : sarcomeére posséde une longueur
Bande | * ... Banch.: 8ande! 4 ,. R A
S S B f basale lorsqu’il est reldché (A) et se
B ) : Vo i ; raccourcit lors d’une contraction (B)
i L : (d’aprés Cadot et Gomez, 2016)

) Le cytosquelette sarcomérique

Afin d’assurer de maniére optimale la contraction, le muscle squelettique se doit d’avoir une
organisation tres précise et réguliere et hautement controlée. Cette structure semi-cristalline (figure
7) est notamment permise grace a un réseau cytosquelettique complexe, interconnecté et tres
dynamique (Gautel et Djinovic-Carugo 2016) alliant des changements coordonnés dans la synthése et

la dégradation protéique (Boonyarom et Inui 2006) ainsi qu’un assemblage et un maintien par des

Troponin complex
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Tropomodulin Creatine L Tropomyosin
- kinase M
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~LRA el .p.\.
Feat o =SS S
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| 3 MLC
’ N . HC

FHL2
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H-band : I . Zedisk
A-band I-band

Figure 11 : Organisation complexe du cytosquelette sarcomérique (Hoshijima et al., 2006)
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protéines de structure ( ). Parmi ces protéines, nous pouvons citer la titine, la
nébuline et la dystrophine qui maintiennent la bonne architecture de la fibre musculaire et assurent
une stabilité mécanique, une certaine élasticité et permettent la transmission de la force (

) (figure 11) De plus, ces protéines permettent un
ancrage de leurs protéines partenaires a des endroits stratégiques et spécifiques du sarcomere, la ligne
M et la strie Z, modulé par des changements d’interactions protéine-protéine (

. La ligne M stabilise le sarcomere en maintenant I'écart entre les
filaments de myosine constant et en les liant entre eux de facon paralléle grace aux protéines telles
gue la myomésine et la protéine M. La strie Z quant a elle correspond a une zone d’ancrage, de
structuration et de maintien des filaments d’actine via de nombreuses protéines structurales associées

comme BAG3, ZASP, la myotiline, la filamine C, I'aB-cristalline et I'a-actinine (figure 12).

Enigma Telethonin
Enigma Homology FATZ
ALP Desmin
Elfin Obscurin
Myopalladin y-Filamin
Troponin Complex Myotilin Nebulette

(TnC/Tnl/TnT) Tropomadulin  zagp

M-line

— s

_— /"){E"«' ,c”/g./«
AR ERR RN

-

.
Actin MyBP-C %
| Myosin Creatina Kinase
a-actinin-2/3 (Heavy Chain, RLC, ELC) Myomesin
P N M-Protein P »
< Ead P d. SV I-band v
< A-band -
P >
- Sarcomere "

Figure 12 : Représentation schématique de I’'assemblage des protéines afin de stabiliser le sarcomere, en
particulier au niveau de la strie Z et de la bande M (Au et al., 2004)

Enfin, outre les protéines de structure, d’autres protéines vont réguler la dynamique de ces deux
complexes macromoléculaires que sont la ligne M et la strie Z. Ainsi, des protéines des voies de
signalisation et des systemes de protéolyse telles que l'ubiquitine, SUMO3, la calmoduline et la
protéine kinase C sont également localisées au niveau de ces structures (figure 13), et sont essentielles
a I'équilibre synthése/dégradation des protéines myofilamentaires (

). Une mauvaise conformation de I'une des
protéines de structure peut avoir des conséquences dramatiques au niveau de I'architecture du muscle
squelettique et donc de sa fonction. C’'est le cas de la myopathie de Duchenne, une dystrophie liée a
une anomalie sur le géne codant pour la dystrophine. Cette derniére ne pouvant plus jouer son role
sur la structure de la fibre musculaire, il en résulte des dysfonctions et des faiblesses musculaires ayant

de graves conséquences chez les individus atteints de cette pathologie ( ). En plus
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des protéines citées précédemment, il existe une autre catégorie de protéines essentielles a

I’élaboration et la structuration de ce cytosquelette sarcomérique : les filaments intermédiaires (Fl).

. / Sarcopl.wm: \\
o T _retcum 4

/ Sarcoplasmic \.
retedum S
S @ .
\uncs
™
e 7‘>fow-ocun / ,(\Rhc-\’ D

-_# %
(suno3)—(MURES (& L] 2 @‘Q’"W‘"
Sy S

~. ] —
‘ By — G
= \ T\ = \/ @\ 2%
{ @ \ @ @ 2L
@; —nn\— = S | ®—‘ a-Acinn
b g i —(iproten) - 7 P
J D Cacomdd)
’ — D ,
N =3 P, 4 (EATZS
@@ @ fozenin
ot GOF-8
>~
Crro D mwga)
D Signaling molecules @ Maetabolc enzymes
" - 5 y Zinc-finger proteins!
O Stctunal’scatiolds . Zinctnger proters/ O Sknaling motecules D anscrigtional cofactors
G Giant musdle proteins transcriptional cofactors D Struchuraiscafiolds D Growth fasters

D Proteolytic pathways > Nembrane proteins @D Glant rwscle proteins D Memarana pretans

Figure 13 : Interactome au niveau de la strie Z (A) et de la bande M (B) (Lange et al., 2006)

A) Les filaments intermédiaires (Fl)

Il existe différents types de filaments au sein de la cellule musculaire. En effet, les filaments fins
d’actine d’environ 5 nm de diamiétre se trouvent en périphérie de la cellule et permettent de moduler
la morphologie de la cellule musculaire (figure 14). Les microtubules, épais filaments creux d’environ

25 nm de diameétre provenant de I'assemblage d’une protéine globulaire, la tubuline, vont jouer un

role dans le trafic vésiculaire, la différenciation et la
prolifération ( ). Outre
ces fonctions, ils pourront également intervenir
dans le positionnement des organites tels que les

noyaux et les mitochondries. Pour cela, ils seront

assistés des filaments intermédiaires retrouvés
dans de nombreux endroits de la cellule (figure 14).
Dénommeés ainsi puisque leur diamétre d’environ

10 nm se trouve entre celui des deux types de

filament cités précédemment, ils font partie d’une | Figure 14:les différents composants du

cytosquelette : les filaments d’actine (A), les

grande famille comprenant environ 70 membres microtubules (B) et les filaments intermédiaires

( ). (C) (Lodish 2007)
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a) Rodle des filaments intermédiaires

Les Fl sont des structures spécifiques pour chaque type cellulaire. Dans le muscle, leur réle
principal est le maintien de I'architecture et de la forme de la cellule musculaire permettant une
résistance face aux stress mécaniques ( ). lls
participent également a la structuration de la cellule par leur interaction avec certains organites tels
que les mitochondries, les noyaux ( ) ou les structures
d’adhésion comme les adhésions focales ou les desmosomes ( ) formant ainsi
un véritable réseau tridimensionnel autour des myofibrilles. Initialement considérés comme étant une
structure statique, il est maintenant connu que les filaments intermédiaires sont trés dynamiques et
capables de répondre rapidement a la demande cellulaire. De plus, les Fl représentent un point nodal
pour les cellules musculaires puisqu’ils interagissent avec un trés grand nombre de protéines en
particulier des protéines des voies de signalisation ( ). Grace a ces interactions,
les FI sont alors des cibles et des intervenants dans la signalisation intracellulaire. De ce fait, les Fl
contribuent a la dynamique des cellules (développement, prolifération, migration, vieillissement,
apoptose, ...) et de maniere plus générale a I’homéostasie tissulaire (régénération, cicatrisation, ...)
(

). De maniére importante, les Fl sont impliqués dans environ 80 maladies humaines

( ).

b) Structure et types de filaments intermédiaires

Les protéines de la famille des Fl vont présenter une structure commune trés conservée au cours
de I’évolution ne nécessitant pas d’ATP pour leur polymérisation. Celle-ci présente une téte globulaire
variable, un domaine central conservé et une queue variable avec des domaines globulaires. Le
domaine central est composé de quatre super-hélices nommées 1A, 1B, 2A et 2B séparées par des
domaines de liaison flexibles L1, L12 et L2 ( ) (figure 15A). Puisque tres nombreux, ces
FlI vont étre subdivisés en six différentes classes selon leur structure primaire, leurs propriétés
d’assemblage, leur possibilité de co-polymériser et leur expression dans les tissus (

) Les Fl de type | et Il correspondent aux cytokératines acides et basiques des cellules épithéliales,
respectivement. lls forment obligatoirement des hétéropolymeres entre eux (une acide et une
basique) a l'inverse des Fl de type Ill qui peuvent également former des homopolymeéres avec eux-
mémes. Ces derniers comprennent la vimentine, la desmine, la GFAP (glial fibrillary acidic protein), la
périphérine et la syncoiline. Les FI de type IV comprennent le triplet de neurofilament (NF-L, NF-M et

NF-H), I'a-internexine, la nestine et les synémines a et B. Les différentes laminines (A, B1, B2, C1 et C2)
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font partie des Fl de type V. Enfin, les FI de type VI englobent les protéines CP49/phakinine et
filensine/CP115 (figure 15B) ( ).
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Figure 15 : Les filaments intermédiaires : structure commune
(A) et différentes classes de protéines (B) (Hnia et al., 2015)

c) Filaments intermédiaires et muscle squelettigue

Dans les cellules musculaires matures, les Fl les plus représentés sont les protéines des Fl de
type lll et en particulier la desmine ( ) qui présente une tres forte homologie
de séquence avec la vimentine des cellules mésenchymateuses et la GFAP des cellules gliales. Mais on
retrouvera également des protéines qui ne sont pas spécifiques au muscle telles que la synémine et la
paranémine qui sont co-exprimées et peuvent former des copolymeéres avec la desmine (

). La nestine qui est normalement une protéine spécifique
des cellules souches du cerveau peut également polymériser avec des protéines des Fl de type I
( ). Elle est présente dans les muscles cardiaque et squelettiques immatures mais
également aux jonctions neuromusculaires et myotendineuses du muscle squelettique mature
( ). Au sein des muscles striés, on trouve également des Fl de la
famille des cytokératines, en particulier la kératine 8 et 19 qui forment un hétéropolymere in vitro et
qui se trouvent au niveau du sarcolemme mais également a la périphérie des stries Z comme la

desmine ( ).
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B) La desmine

Décrite pour la premiére fois en 1976 ( ), sa purification en 1977 (

) a permis la production d’anticorps et la détermination de sa distribution dans de
nombreux tissus ( ). En particulier, la desmine est la protéine majeure des filaments
intermédiaires des cellules musculaires et endothéliales. Chez I'Homme, elle représenterait
respectivement 2% et 0,35% des protéines totales dans le cceur et dans le muscle ( ). Le géne
DES, seul gene codant pour la desmine a été identifié par Capetanaki et collaborateurs en 1984 sur le
chromosome 2q35 ( ) et a été séquencé dans de nombreuses
especes telles que le rat, la souris, la vache, le cochon, le hamster, le poulet, le xénope et le poisson
zebre ( ). Bien qu’uniqguement exprimée chez
les vertébrés, des protéines homologues sont retrouvées dans de nombreux organismes (

). Les premiers knock-out de la desmine ont été mis au point par les équipes de Capetaniaki et
Paulin ( ) qui ont permis de mettre en lumiére les fonctionnalités de

la protéine.

a) Embryogenése

Cette protéine représente I'un des premiers marqueurs protéiques du tissu musculaire dans
I'embryogénese puisqu’elle est détectée dans les somites (

). Bien que présente au début du développement des cellules
musculaires, elle n’est exprimée qu’a un faible niveau qui augmente a mesure que la cellule s’approche
de sa différentiation terminale. A l'inverse, la vimentine, une protéine similaire a la desmine, est
présente en grande quantité pendant I'’embryogénése et dans les cellules musculaires immatures et
diminue lorsque la cellule se différencie ( ). Il existerait donc une certaine
interaction entre ces deux protéines afin de permettre la détermination et la différentiation des
cellules musculaires ( ). En effet, lors de I’élongation et la fusion
des myoblastes, la desmine serait intégrée aux filaments de vimentine préexistants dans les cellules
musculaires en culture dans le but de former des brins longitudinaux. Ces derniers seraient
transformés en filaments transverses lors de la maturation des myotubes et seraient localisés entre

les myofibrilles au niveau des stries Z ( ).

Des études ont montré qu’un manque de desmine bloque la fusion des myoblastes et donc la
formation des myotubes dans des cellules musculaires C2C12 mais également dans des corps
embryonnaires ( ). De maniere intéressante, les souris knock-out pour la desmine

sont viables, fertiles et se développent normalement puisque la genése de leurs myofibrilles ainsi que
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les premiers stades de différenciation se passent correctement, ce qui pourrait indiquer une
compensation par d’autres Fl tels que les cytokératines ( ). Toutefois, elles présentent
des altérations plus tardivement dans leur vie. En effet, pendant la régénération, le délai de
prolifération et de fusion est retardé et la seconde vague de genése myofibrillaire est supprimée (

). Pendant le développement,
I’'expression de la desmine précede d’autres protéines spécifiques du muscle telles que MyoD, la
myogénine et MRF4 suggérant que la desmine puisse intervenir comme modulateur dans l'initiation

et la différenciation myogénique ( ).

b) Structure de la desmine

La desmine est une protéine de 470 acides aminés pour un poids moléculaire de 53,5 kDa.
Comme toutes les protéines des filaments intermédiaires, elle présente une structure bien conservée
au cours de I'évolution en trois parties avec une téte en N-terminal, un domaine central a-hélicoidal

et une queue en C-terminal (figure 16) ( ). Concernant la desmine,

son domaine
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Figure 16 : Structure de la desmine (Marzuca-Nassr et al., 2018)

1A, 1B, 2A et 2B
séparés par trois domaines liaisons L1, L12 et L2. La téte de la desmine, composé de 84 acides aminés
et riche en résidus arginine, intervient également dans le processus de polymérisation et dans
I'assemblage des Fl tandis que la queue est impliquée dans I'organisation globale des Fl de desmine
dans un réseau filamenteux présentant des propriétés de viscoélasticité (

). C'est dans ce sens qu’une troncature du domaine C-terminal

conduit au désassemblage des FI ( ).

La desmine est une protéine hautement insoluble qui s’assemble par un processus en plusieurs
étapes. Dans un premier temps, deux monomeres de desmine s’assemblent de maniére paralléle pour
former un dimére et s’enroulent formant le domaine a-hélicoidal central (Figure 17A). Ensuite, deux
dimeéres en hélice s’assemblent de maniére antiparallele pour former un tétramere (Figure 17B). Enfin,

I'assemblage latéral de plusieurs tétraméres (Figure 17C) conduit a la formation d’un filament
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d’environ 60 nm de long et 16 nm de diamétre correspondant a I'unité de base du filament (ULF : Unit-
Lenght Filament) (Figure 17D) (

). Ces filaments s’assemblent bout a bout
de maniere spontanée pour former des filaments de plus en plus longs, menant a termes aux filaments
intermédiaires de plusieurs centaines de nanomeétres de long (figure 17E). Ces FI de desmine
constituent un réseau filamenteux tridimensionnel permettant I’'ancrage de nombreuses protéines a

travers un interactome complexe.
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Figure 17 : Organisation et polymérisation des filaments intermédiaires de desmine (Brodehl et al., 2018)

c) Localisation cellulaire

Le meilleur moyen d’observer la desmine dans la cellule est I'utilisation d’'un microscope apres
marquage par immunofluorescence. Cette technique a permis de décrire la desmine dans plusieurs
tissus tels que les muscles lisses, le muscle cardiaque ou le muscle squelettique. Dans les cellules
musculaires lisses, la desmine apparait sur 'ensemble de la cellule mais plus particulierement au
niveau des corps denses. Ces derniers correspondent au centre de la contraction et sont les
homologues des stries Z des muscles squelettiques et des disques intercalaires du muscle cardiaque
puisqu’ils possédent de I'a-actinine ainsi que de I'actine ( ). Au sein des
cellules cardiaques, la desmine est retrouvée préférentiellement au niveau des desmosomes,
connectée aux cadhérines et aux cytokératines. Ces desmosomes permettent de faire le lien latéral
entre chaque myocytes ( ). Elle est également retrouvée au niveau des
disques intercalaires afin de lier les sarcomeéres a la membrane. Pour rappel, ce sont les cellules

cardiaques qui possedent la plus grande proportion de desmine.
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Dans le muscle squelettique, la desmine est présente dans I'ensemble de la cellule mais plus
particulierement a certains endroits tels que la strie Z et les costameres. Ces derniers sont des
structures périodiques du sarcolemme, connectées aux stries Z via les Fl de desmine ( ). Le
plus connu est le DPC (dystroglycan protein complex) qui connecte I'actine via la dystrophine au B-
dystroglycan transmembranaire, qui se lie a I'a-dystroglycan extracellulaire interagissant lui-méme
avec la laminine 2 et le collagene (figure 18A). Un autre complexe fait intervenir la spectrine, la taline,
la paxiline, la vinculine et des intégrines transmembranaires qui se lient a la fibronectine, la laminine

et le collagene. La desmine est capable de se fixer a ces complexes via la plectine et la dysferline

( ) mais également via la fixation de la synémine a la dystrophine par I'a-
dystrobrévine ( ) et ainsi permettre de faire le lien entre les myofibrilles et le
sarcolemme ( ). Outre la strie Z et les costameres, la desmine
est observée au niveau de la jonction myotendineuse liée a la nestine ( ) et a la jonction
neuromusculaire associée aux récepteurs cholinergiques ( ). De plus, il semblerait qu’il
y ait un lien possible entre la desmine et le réticulum sarcoplasmique ( ) (figure 18B).

Enfin, la desmine, comme tous les Fl, est retrouvée autour du noyau pour chacun de ces types
de cellules musculaires. Dans le muscle squelettique, elle va interagir avec les laminines nucléaires, la
plectine et les microtubules afin de connecter le noyau aux sarcoméres mais également aux autres
organelles telles que les mitochondries et les lysosomes (

) (figure 18C).
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Figure 18 : Localisation cellulaire des filaments intermédiaires de desmine. (A) Association des
filaments de desmine avec les costaméres, permettant 'ancrage des myofibrilles a la membrane
(A). Lien possible de la desmine au réticulum sarcoplasmique (B). Réseau de desmine connectant
les noyaux aux autres organelles (C) (modifié d’apres Hnia et al. 2015)

19



d) Interactome et fonctions de la desmine

En effet, I'interactome de la desmine est vaste (
) puisque la desmine interagit avec les filaments intermédiaires,
les protéines associées a la membrane et au sarcomeére ainsi qu’avec les protéines chaperonnes et des

voies de signalisation ( ) (figure 19).
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Figure 19 : Vaste interactome de la desmine (Hnia et al. 2015)

De plus, grace a ses interactions avec de nombreuses protéines de structure telles que la
nébuline, la titine ou encore I'a-actinine ( ), la
desmine forme un réseau complexe et dynamique autour des stries Z. Ce réseau permet de maintenir
I'alignement des myofibrilles entre elles et avec le sarcolemme par l'interaction avec les costameres
mais également le placement d’organites tels que les noyaux, les mitochondries et le réticulum
sarcoplasmique ( )
(figure 20). L’assemblage des myofibrilles au sarcolemme et aux mitochondries est indispensable a la
transmission de la force et la mécano-transduction tout en maintenant l'intégrité des cellules
musculaires. Cela permet également d’optimiser |'utilisation de I'énergie par les myofibrilles lors du
mécanisme de contraction ( ). De plus,
grace a la constitution d’un maillage tridimensionnel et I'ancrage des myofibrilles et des organelles, la
desmine assure le maintien de la forme et I'architecture de la cellule, la préservation de l'intégrité

musculaire, permet I'efficacité de I'activité contractile et confére une résistance envers les stress
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mécaniques ( ).
Les Fl de desmine sont également des acteurs clés de ’homéostasie et de la survie cellulaire grace a
leur implication dans de nombreux mécanismes cellulaires tels que : la différenciation, les processus
de réparation, I'apoptose, la signalisation intracellulaire, la mécano-transduction, le trafic vésiculaire,
la biogénese et le positionnement d’organites, ’lhoméostasie calcique, le métabolisme ou encore

I’expression génique (

Figure 20:La desmine pour
I'alignement des myofibrilles
et la localisation subcellulaire
d’organites. Représentation

schématique de la structure

h Oap Junct
~ jap dunction

des filaments intermédiaires
N-cadherin
adl de desmine (jaune) associés a

Plakogicbin

leurs partenaires protéiques,

Intercalated
Desmoglein -

* en particulier I'aB-cristalline

(bleu) (Tsikitis et al., 2018)

e) Mécanismes physiopathologiques

Des mutations de la desmine peuvent avoir des conséquences dramatiques sur I'assemblage des
Fl et donc sur le maintien de I'intégrité du muscle ( ) et conduire a I'apparition de
pathologies musculaires telles que les desminopathies généralement considérées comme des
myopathies myofibrillaires particuliéres. Ces pathologies ont la caractéristique de présenter des
phénotypes trés hétérogenes ou les mutations du géne de la desmine sont alors divisées en trois
groupes selon le fait qu’elles induisent un phénotype spécifique pour le muscle squelettique, pour le
muscle cardiaque ou bien pour les deux a la fois (figure 21). Ces différentes mutations provoquent de
lourdes altérations qui peuvent étre tres variables d’un individu a I'autre telles qu’une faiblesse

musculaire et/ou une insuffisance respiratoire. Elles conduisent aussi a I'apparition de pathologies

parmi lesquelles des cardiomyopathies restrictives ( ), dilatées (

), idiopathiques ( ) et arythmogénes
( ), ou encore des myopathies squelettiques
( ). Elles provoquent également une agrégation de desmine au sein du cytoplasme

( ).
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Figure 21 : Les mutations de la desmine et leurs conséquences. Ces mutations sont retrouvées
sur 'ensemble du géne mais la majorité ont lieu dans le domaine hélicoidal 2B et dans la queue
C-terminale. Elles sont subdivisées en trois groupes selon si elles possédent un phénotype

musculaire squelettique (bleu), cardiaque (rouge) ou les deux (violet) (Hnia et al., 2015)

Une étude sur 159 patients atteints de desminopathie a montré que la majorité des patients
présentaient une atteinte proximale et distale de leurs muscles squelettiques (67%) et que la moitié
des patients développaient des atteintes musculaires cardiaques et squelettiques (49%)
( ). Des biopsies de patients atteints de ces
pathologies présentsent des fibres musculaires ayant des formes anormales ( ) avec
des dépots intracellulaires ou des corps d’inclusion (K. G. Claeys et al. 2008) et des mitochondries ayant

des formes inhabituelles ( ).

f) Modeles animaux et pathologiques

Afin de mieux comprendre les mécanismes physiopathologiques de la desmine, des modeéles

animaux ont été développés.
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» Modeles murins

Dans un premier temps, ce fut les souris knock-out pour la desmine (

) qui ont permis de mettre en évidence son rdle essentiel dans la physiologie musculaire. En
effet, un manque de desmine chez ces souris conduit a la perturbation de I'architecture du muscle
avec de séveres anomalies des myofibrilles, caractérisée par un mauvais alignement entre elles. En
conséquence, l'intégrité des myofibrilles est perdue avec une désorganisation de |'ancrage au
sarcolemme, un défaut d’homéostasie calcique, des fonctions et localisations mitochondriales
anormales, une apoptose et une dégénération tandis que I’endurance et la force diminuent (

). Ces
résultats étaient d’autant plus conséquents dans le muscle cardiaque que dans le muscle squelettique
puisque le tissu cardiaque présentait une nécrose progressive et une calcification du myocarde (

). Une autre étude a montré que les coeurs murins dépourvus de desmine développaient
une cardiomyopathie hypertrophique combiné a un dysfonctionnement systolique ( ).
De plus, puisque la desmine est également retrouvée dans les disques intercalaires et dans les
jonctions neuromusculaire et myotendineuse des muscles cardiaque et squelettique (

), ces deux éléments se trouvent perturbés lors de la régénération ou le vieillissement lorsque la
desmine est mise sous silence ( ). Enfin, les souris knock-out
présentent une faiblesse musculaire et une fatigabilité accrue, démontrant une performance moindre

sur les tests d’endurance ( ).

» Modele du poisson zébre

Plus récemment, un nouveau modele a été mis en place pour analyser la desmine : le poisson
zebre. Chez ce modele, il existe deux versions du géne de la protéine : desmine a (desma) et desmine
b (desmb) qui présentent respectivement 68,7% et 72% d’homologie de séquence avec la protéine
humaine ( ). Des études ont montré que la desmine était présente dans les muscles
squelettiques et le myocarde en particulier a la strie Z et dans les disques intercalaires chez des
embryons ( ) et des individus adultes ( ). Un KO de la desmine
a chez I'embryon conduit a un phénotype particulier avec un cedeme cardiaque, une déformation de
la queue et des altérations dramatiques de la fréquence cardiaque ( . Lors d’'un KO
des deux versions du gene (desmine a et b) au stade larvaire, il existe un probléme d’espacement entre
les filaments. Cela induit une diminution des propriétés mécaniques des muscles squelettiques bien
plus importante que lors d’'un knock-out de la desmine a seule ( ). Ces nouveaux
modeles sont en accord avec les modéles murins qui supportaient un role tres important de la desmine

pour le maintien de I'intégrité du muscle cardiaque et squelettique.
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Introduction — Partie 1 « Le muscle squelettique »

» Modeéles de myopathies ou cardiomyopathies

Le premier modele de myopathie a été créé chez le hamster en 1996 (Roats et al. 1996) et
possédait de la desmine uniquement dans quelques cellules musculaires squelettiques et tres peu dans
le coceur. Ce modeéle entrainait une désorganisation des tubules transverses accolés au réticulum
sarcoplasmique mais sans altération importante de I'organisation sarcomérique. Puis, dans un autre
modele, on pouvait observer un défaut du métabolisme mitochondrial qui entrainait une diminution
de la force musculaire, un épaississement de la paroi ventriculaire gauche et une augmentation de la
fibrose cardiaque. En revanche, aucun agrégat de desmine ou aucune désorganisation des myofibrilles
n’étaient observés (Kostareva et al. 2008). Plus récemment, deux modéles de desminopathies ont été
mis en place grace aux adénovirus conduisant a I’laccumulation de la desmine autour du noyau ou sous
le sarcolemme. Ces amas de desmine entrainaient une perturbation de I'architecture des fibres
musculaires, des changements de localisation des noyaux et des mitochondries ainsi qu’une altération

de I'alignement des stries Z (figure 22). Dans les deux cas, les muscles touchés présentaient des

troubles de développement de force maximale (Joanne et al. 2013).

Figure 22 : Altération de I'architecture du muscle squelettique. Ultrastructure du muscle squelettique avec

une desmine sauvage (WT) (A), ou des mutants R406 (B) et E413K (C) une semaine apres injection d’un
vecteur AAV. Les fleches blanches représentent du matériel dense aux électrons au niveau des régions
périnucléaires, de I'espace intermyofibrillaire et de la strie Z, perturbant la localisation des mitochondries
et I'architecture du sarcomére. Représentation schématique de la structure des filaments intermédiaires de
desmine (jaune) associés a leurs partenaires protéiques, en particulier I'aB-cristalline (D), modifiées d’aprés

Capetanaki et al., 2007 et Joanne et al., 2013)
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Chez I'Homme, une insuffisance cardiaque entraine une augmentation de I'expression de la
desmine. Ceci pourrait étre un mécanisme de défense et de protection afin de maintenir 'alignement
structural des sarcomeres ( ). Puisque I'apparition d’agrégats est un
phénotype commun a I'ensemble des desminopathies et dans une plus large mesure aux myopathies
myofibrillaires, prendre en charge ces agrégats déléteres seraient un bon moyen de lutter contre la
progression des pathologies. Pour cela, il serait intéressant de trouver des drogues ou des molécules
capables de prévenir la formation de ces agrégats. Dans ce sens, la modulation de I'expression ou de
I'activité des protéines chaperonnes qui modulent la formation des Fl de desmine pourrait étre une

stratégie prometteuse pour ces pathologies ( ).

C) Les protéines chaperonnes : I’aB-cristalline

Tout comme la desmine, les protéines chaperonnes ou protéines de choc thermique (HSP : heat
shock protein) ont un grand réle a jouer dans le maintien de I'architecture de la cellule musculaire. En
effet, elles permettent de maintenir la solubilité des protéines tout en luttant contre leur agrégation
lorsque celles-ci sont mal conformées, permettant ainsi le maintien de la protéostasie ou homéostasie
protéique. L'un des principes fondamentaux de la protéostasie étant la préservation de l'intégrité du
protéome ( ), ces protéines font alors partie de ce qu’on appelle le systéme du

contrdle qualité des protéines (PQC : protein quality control) ( ).

La premiere protéine a intervenir lorsque la protéostasie est perturbée est I'aB-cristalline ou
HSPB5. Codée par le géne CRYAB, cette protéine fait partie de cette grande famille et est considérée
comme une petite protéine de choc thermique (sHSP : small Heat Shock Protein) puisqu’elle est
composée de 175 acides aminés pour 20,2 kDa. Ces sHSP ont la particularité de former d’énormes
complexes homo ou hétéro-oligomériques présentant entre 9 et 48 sous-unités (

). Ayant une structure commune, ces protéines présentent un domaine central trés

conservé au sein de la famille des B3 B4 PB5 B6+7 P8 B9
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175

petites protéines de choc

thermique et au cours de
I’évolution, compris entre deux
parties C et N-terminales plus
variables ( ).

De maniére plus spécifique, le

domaine N-terminal de [|'aB-

cristalline est la cible de Figure 23 : Structure de I'aB-cristalline (Haslbeck et al., 2016)

25



nombreuses modifications et est composé de deux courtes hélices et d’un petit feuillet B antiparallele
reliés par une longue boucle et mesurant le tiers de la taille totale de la protéine. Ce domaine N-
terminal est tres flexible. Le domaine central ACD (a-crystallin core domain), portant I'activité
chaperonne, est composé de sept feuillets béta. Enfin, le domaine C-terminal, composé d’une
vingtaine d’acides aminés, est crucial dans la régulation de cette protéine notamment grace a la
séquence Ixl qui sert d’ancrage pour la formation d’oligomeéres et inhibe le domaine ACD (

) et permet donc I'activité de la chaperonne ( ) (figure 23).

Outre sonrdle de préservation de la protéostasie, elle joue un réle important dans I’lhoméostasie
cellulaire puisqu’elle est impliquée dans de nombreuses fonctions cellulaires telles que la stabilisation
du cytosquelette, l'intégrité cellulaire, I'apoptose, I'autophagie, la différenciation, la fonction
mitochondriale ou encore la prise en charge d’agrégats protéiques (

). Au sein du muscle squelettique, cette protéine est essentielle au maintien de

la structure sarcomérique ( ). En effet, elle est présente au niveau de la strie Z, et a

-assembly

une trés forte interaction avec la desmine dont elle No CRYAB addition CRYAB co

A B B

est le chaperon moléculaire (

), lui permettant d’assister et de moduler la

polymérisation des Fl en les stabilisant et en

Desmin 1451M

prévenant leur agrégation ( ;

). De maniére intéressante, il a été
démontré que des mutations de I'aB-cristalline
( ) ou des Fl de desmine (

) possédent un phénotype commun et

Desmin R454W

conduisent a I'apparition de pathologies telles que

les cardiomyopathies. En effet, R120G, la premiére Figure 24 : L’aB-cristalline détecte les mutants de

mutation décrite de I'aB-cristalline supprime son la desmine selon les caractéristiques de la surface

L, L. o, des Fl. Le mutant 1451M présente une topologie
activité de chaperonne et diminue son affinité pour

. . . L de Fl similaire au contréle (i) et I'aB-cristalline se
la desmine conduisant a I'agrégation des Fl et des
lie moins a ce mutant (fleches rouges) (ii). A
protéines associées ( ) )
linverse, le mutant R454W forme des filaments

). Uinteraction plus larges et ldches (iv) et I'aB-cristalline s’y fixe

entre la chaperonne et les Fl de desmine aurait donc plus facilement (fléches noires) (v) (Sharma et al.,

un important réle cytoprotecteur pour la physiologie | 2017)

des muscles striés ( ). L'équipe
de Sharma et collaborateurs ont démontré que cette interaction s’effectuait en particulier au niveau

du domaine C-terminal de la desmine ( ). En effet, lorsque la desmine présentait une
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mutation de ce domaine (R454W), les filaments formés étaient plus laches et plus larges que chez le
contrdle. De plus, la chaperonne présentait une plus forte interaction pour les filaments (figure 24),
indiquant que I’aB-cristalline est capable de reconnaitre la surface du mutant comme étant anormale.
La desmine utiliserait alors la liaison de I'aB-cristalline a son domaine C-terminal pendant son
processus d’assemblage pour influencer la topologie des filaments ainsi formés mais également
I'interaction avec ses autres partenaires protéiques sarcomériques ( ). Il semblerait
également que le degré d’interaction de la chaperonne avec la desmine serait différent selon les

différences de surface des filaments.

Ainsi, il a été démontré qu’une altération telle qu’une mutation des protéines impliquées dans
la structuration sarcomérique va s’accompagner d’une désorganisation du sarcomeére associée a une
diminution de la génération de la force (figure 25). En revanche, ce phénotype possédera des degrés
et des conséquences différentes, et sera responsable de pathologies diverses et variées telles que des
dystrophies musculaires, des neuropathies, des cardiomyopathies ou des myopathies myofibrillaires
( ). Ces derniéres, bien que multifactorielles, sont souvent la conséquence de
mutations de la desmine et/ou de I'aB-cristalline (

). Afin de mieux comprendre la physiopathologie de ces maladies
neuromusculaires, pour lesquelles il n'existe a ce jour aucun traitement disponible, il est essentiel
d’étudier les mécanismes sous-jacents pouvant intervenir dans les mécanismes d’agrégation
protéiques, de désorganisation des sarcomeres observés dans ces pathologies, en particulier les

changements de modifications post-traductionnelles.
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Figure 25 : Conséquences dramatiques d’une mutation d’une protéine de structure du sarcomere. Lorsque les
protéines de structure sont fonctionnelles, les myofibrilles sont parfaitement alignées entre elles (A). Lors

d’une mutation de I'une de ces protéines, il y a une perte du lien entre les myofibrilles et le sarcolemme (B) qui

peut s’accentuer et provoquer une désorganisation des myofibrilles (C) (Gldfarb et al., 2009)
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INTRODUCTION

Partie 2 : Les modifications post-
traductionnelles



Avant-propos

Au cours de I'évolution, les espéces ont d{ s’adapter a leur environnement pour survivre. Cette
adaptation passe en partie par des changements de phénotype des individus ou des populations. Afin
d’obtenir ces modifications, il existe de nombreuses étapes sous-jacentes telles que le génome, le
transcriptome, le protéome et le métabolome, qui vont permettre de complexifier et diversifier les
organismes ( ) (figure 26). Ces différentes étapes requierent chacune des mécanismes
de régulation trés précis. En effet, le génome, correspondant a I'ensemble du matériel génétique
contenu au sein de I’ADN, est différent d’'une espéce a I'autre. Chez 'Homme, le séquencage complet
de ce génome a été réalisé en 2003 et compte environ 30 000 genes (International Human Genome
Project, ( )). Cet ADN doit ensuite étre converti en ARN par le biais de la transcription afin
d’établir le transcriptome. Ce dernier va servir de plan afin de synthétiser les différentes protéines de
I’organisme lors de la traduction et conduire a un protéome bien plus complexe que le génome puisque
chez ’'Homme, on dénombre plus d’un million de protéines différentes. Enfin, il est possible d’étudier
certaines petites molécules qui régulent des mécanismes de l'organisme et qui font partie du
phénotype de chaque individu : c’est ce qu’on appelle la métabolomique. Chaque niveau étant plus
élaboré que celui qui le précéde, les phénotypes sont donc bien plus complexes et variés que

I’expression génique d’une espéce donnée (figure 26).
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Complexity

Figure 26 : Représentation schématique de la complexification des organismes (Virag et al., 2020)
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Le protéome n’échappe pas a cette hiérarchisation et cette diversification. En effet, pour un
géne donné, il peut y avoir production de différentes protéines, d’ou le nombre bien plus important
de protéines que de geénes chez I'Homme. Outre I'épissage alternatif des ARNm, conduisant a
I'expression d’isoformes différentes, ces protéines peuvent également subir ce qu’on appelle des
modifications post-traductionnelles (MPT). Ce sont des mécanismes biochimiques réversibles ou
irréversibles par lesquels certains résidus d’acides aminés qui composent la séquence d’une protéine

peuvent étre modifiés par la liaison covalente d’un groupement chimique (glucide, lipide, sulfate,

phosphate...) ou méme d’une protéine ( ). Alors que certaines MPT surviennent

pendant ou des la fin de la traduction, d’autres peuvent se produire lorsque la protéine posséde sa
structure et sa localisation finales. Ces modifications sont des régulateurs forts des propriétés des
protéines puisqu’elles peuvent modifier leur localisation cellulaire, leur assemblage et leur
conformation, et donc moduler leurs fonctions et les interactions avec leurs partenaires protéiques
( ). En effet, les MPT interviennent le plus souvent au niveau de sites et domaines
trés conservés au cours de I’évolution qui sont pour la plupart des domaines fonctionnels des protéines

cibles, comme les domaines impliqués dans les interactions avec leurs partenaires protéiques par

exemple ( ).
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Figure 27 : Représentation schématique de I'ensemble des modifications post-traductionnelles
existante (Kumar et al., 2020)
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Il existe a ce jour une centaine de MPT connues mais les plus couramment étudiées sont la
phosphorylation, I'acétylation, la méthylation, la glycosylation, I'ubiquitination, etc (

) (figure 27). Trés dynamiques, ces différentes MPT seraient capables de présenter certains
degrés d’interaction les unes avec les autres, et n’interviendraient pas de la méme maniére sur une
protéine dans le temps et dans |'espace. Il existerait alors un MPT-code pour chaque protéine selon
son état ou I'environnement dans lequel elle se trouve afin que la cellule puisse le lire et le traduire
dans le but de réguler des processus biologiques complexes ( ). Les enzymes
responsables de ces MPT réguleraient alors directement la fonction des protéines (activation ou
inhibition) ou indirectement, par un changement de localisation subcellulaire ou encore la formation
de complexes protéiques et la transduction des signaux biologiques ( ). Malgré un nombre
d’études croissant a ce sujet ces dernieres années, ces mécanismes de régulation sont encore mal
compris de par leur complexité, et notamment par le fait qu’une protéine peut porter plusieurs MPT,
chacune pouvant avoir un effet propre sur la fonction de la protéine ( ). Ici, nous
nous sommes plus précisément intéressés a la phosphorylation et la O-N-acétyl-B-D-glucosaminylation

(O-GlcNAcylation), une glycosylation particuliere.
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1) La O-GIcNAcylation

A) La O-GIcNAcylation : une glycosylation atypique

Les glycosylations sont les MPT les plus abondantes et les plus diverses chez les cellules
eucaryotes. Elles correspondent a I'ajout d’oligosaccharides sur certaines protéines lors de leur
synthése permettant la complexification du protéome ( ). Ces MPT sont tres
importantes puisqu’elles peuvent moduler les interactions cellule-cellule ou cellule-microorganisme,
avoir un réle structural ou encore participer a la biodiversité. Comme le montre la figure 28, il existe
de nombreux types de glycosylation, qui vont différer selon les sucres ajoutés au niveau des protéines,
modulant ainsi leurs caractéristiques et leurs fonctions ( ). La spécificité de la

glycosylation dépend également de la fagon dont les glycanes sont attachés aux protéines. Les liaisons

les plus connues étant les N-glycanes liés a |'asparagine, les O-glycanes liés au groupement hydroxyle

des sérines ou thréonines ou bien la C-mannosylation liée au tryptophane des protéines. Notre intérét
s’est particulierement porté sur I'une de ces derniéres, la O-N-acétyl-B-D-glucosaminylation, dite O-

GlcNAcylation, une glycosylation atypique existant chez de nombreux organismes et trés conservée au

cours de I'évolution ( ).
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Découverte en 1984 par I'équipe de Gérald W. Hart ( ), la O-GlcNAcylation
suscite de plus en plus I'intérét des chercheurs du monde entier. En effet, environ 5 000 protéines et

plus de 7 000 sites O-GIcNAcylés ont été identifiés au cours des trente derniéres années (

) (figure 29).
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Figure 29 : Recherche bibliographie des protéines O-GlcNAcylées. Organigramme de la méthode

employée et critéres d’exclusion (A). Différents modeles d’études trouvés dans la littérature (B)
(Wulff Fuentes et al., 2021)

A l'inverse des glycosylations « classiques » correspondant a I'ajout de structures glycaniques
complexes sur les protéines, la O-GlcNAcylation va correspondre au transfert d'un unique
monosaccharide sur les résidus sérine et thréonine des protéines ( ).
Ce monosaccharide, la N-acétyl-D-glucosamine, provient d’un unique donneur, 'UDP-GIcNAc, produit
final de la voie de biosynthése des hexosamines ( ). Se rapprochant plus de la
phosphorylation que des autres glycosylations, la O-GIcNAcylation peut modifier des protéines
nucléaires, cytosoliques et mitochondriales. De plus, elle présente une dynamique commune et est
réversible puisque ce monosaccharide particulier peut étre ajouté ou enlevé grace a un mécanisme
particulier ( ). Contrairement a la phosphorylation qui fait intervenir de nombreuses
kinases et phosphatases, le mécanisme de la O-GlcNAcylation met en jeu un unique couple d’enzyme :

I'uridine diphospho-N-acétyl-glucosaminyltransférase (O-GIcNAc Transférase ou OGT) et la B-N-
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acétylglucosaminidase (O-GlcNAcase (OGA). Ces deux enzymes permettent respectivement d’ajouter

et d’éliminer le sucre sur les protéines (

) (figure 30).
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Figure 30 : Mécanisme de la phosphorylation et de la O-GIcNAcylation faisant
intervenir respectivement deux couples d’enzymes : kinases/phosphatases et
OGT/OGA (Hart et al., 2011)

e
HO-P-OH
(l)
Ser/Thr

Kinase
> Phospho-
protein
Phosphatase

B) Lavoie de biosynthése des hexosamines

Afin que les enzymes spécifiques au processus de la O-GlcNAcylation puissent parfaitement

jouer leur role, il est nécessaire qu’elles soient en
présence de N-acétyl-D-glucosamine, unique substrat de
'OGT. Ce dernier provient exclusivement de la
biosynthése des hexosamines. Cette voie nécessite la
présence d’enzymes spécifiques telle que la glucose
fructose 6-phosphate amidotransférase (GFAT) qui en est
le facteur limitant. Elle est également régulée par de
nombreux mécanismes et est en lien avec le métabolisme
des glucides, des acides aminés, des acides gras et enfin
des nucléotides. En effet, afin de produire 'UDP-GIcNAC,
certains éléments tels que le glucose, la glutamine,
I'acétyl-coenzyme A, l'uridine triphosphate (UTP) et

I’'adénosine triphosphate (ATP) sont indispensables

( )
(figure 31). Le flux de glucose va donc étre un des facteurs
la O-

limitants de la production du substrat de

GlcNAcylation puisque seul 2 a 3% du glucose
intracellulaire va passer par cette voie (
). De plus, seulement 3 a 5% de fructose 6-

phosphate va étre converti par la GFAT en présence de
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Figure 31: Voie de biosynthése des

hexosamines permettant la synthése du
sucre substrat de la O-GIcNAcylation :
I"'UDP-GIcNAc.  Acetyl-CoA
coenzyme A ; Fru : fructose ; GFAT :
6- phosphate
amidotransferase ; Glc : glucose ; NAc : N-
acetyl (Hartetal., 2011)
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glutamine pour former la glucosamine-6-phosphate ( ) (figure 31). Celle-ci sera convertie
en glucosamine-1-phosphate, puis couplée a 'UTP pour former I’'UDP-GIcNAc. Derniére étape de cette

voie de biosynthese, I'lUDP-GIcNAc servira de substrat a I’'OGT pour conduire a la O-GlcNAcylation.

C) Les enzymes impliquées : OGT et OGA

a) OGT

L'OGT est une enzyme ayant une tres grande homologie de séquence entre les espéces

( . Codée par le géne OGT présent sur le chromosome X, elle fait
partie de la superfamille des glycosyltransférases GT-B ( ) qui présentent deux régions
trés conservées ( ). La région TPR (tetratricopeptide repeat region), localisée en N-

terminal de I'enzyme, est une région comprenant un motif répété de 34 acides aminés disposés de
maniére hélicoidale et intervenant souvent dans les interactions protéine — protéine (

). Ces motifs particuliers permettent la régulation de
I'activité de I'’enzyme en interagissant avec des protéines régulatrices, conférérant a I'OGT sa
spécificité de substrat ( ) La seconde région est un domaine catalytique en C-terminal
qui contient un domaine PPO (phosphoinositide binding domain) qui permet a I’'OGT de s’associer a la
membrane cellulaire ( ) (figure 32). En fonction du nombre de
motifs TPR en N-terminal, trois isoformes peuvent étre définies : ncOGT (OGT nucléocytoplasmique)

de 116 kDa avec 13,5 TPR, mOGT (OGT mitochondrial) de 103 kDa avec 9,5 TPR et enfin sOGT (OGT

court) de 75 kDa avec 2,5 TPR ( ).
TPR Domain Catalytic Domain
1 456 698 828 998 1046
nc0GT | weters NG N ) e
PPO
116 167 466 698 828 998 1046
mooT (I e N v ) o
MTS PPO
ar2 466 698 828 998 1046
SOGT (/25 TPRs j Int | 75 kDa
PPO
Figure 32 : Structure de I’OGT (modifié d’apres, Alteen et al., 2011)
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L'OGT peut étre régulée de différentes manieres. Comme énoncé précédemment, son activité

peut étre modifiée par des interactions avec différentes protéines partenaires. Elle est également

régulée par la phosphorylation. Celle-ci peut étre phosphorylée par GSK3 ( ), AMPK
( ) ainsi que CamKIl ( ) ou par des protéines de la voie de l'insuline
( ). De plus, il a également été démontré gu’'une mutation de sites de

phosphorylation de I'OGT (thréonine 12 ou sérine 56) modifie son interaction avec plus de 500
protéines partenaires modulant ainsi sa spécificité pour son substrat (

). Enfin, 'UDP-GIcNAc étant son seul substrat, I'OGT va également étre régulée par les flux de
nutriments des différentes voies métaboliques cellulaires utilisées dans la voie de biosynthese des

hexosamines ( ).

b) OGA

Contrairement a I’'OGT qui permet d’ajouter le motif GIcNAc sur les protéines, I'OGA permet de
I’hydrolyser. Trés conservée chez les espéces eucaryotes, en particulier chez les mammifeéres, elle est
cependant absente chez la majorité des procaryotes et des levures (

). Initialement identifiée comme étant la MGEA5 (meningioma-expressed
antigen 5), 'enzyme est codée par le géne MGEAS situé sur le chromosome 10 en particulier sur le
locus 10g24.1. Ce locus a un lien avec le diabéte de type 1 et I'obésité ( ) mais
également avec le diabéte de type 2 ( ). C'est une enzyme composée de plusieurs
régions dont un domaine N-terminal similaire a ceux de la famille des glycosylhydrolases 84 (GH84),
un domaine central en hélice peu conservé, une région HAT (histone acétyltransférase) en C-terminal
importante pour la fonction de déglycosylation et de plusieurs régions de faible complexité (

) (figure 33). Cette forme longue et active de 102 kDa est préférentiellement retrouvée dans le
cytoplasme (ncOGA). Il existe également une isoforme courte (sOGA) de 76 kDa dépourvue du

domaine HAT, moins abondante et moins active que la forme non tronquée ; on la trouve plus

spécifiguement dans le noyau ( ). Cette derniére possede une
courte séquence de 15 acides aminés dans sa partie C-terminale ( ).
1 60 366 396 704 916
oont. [T I ) I e ) oo
| OGT |
ibinding:
1 60 366 396 | ! 77

Unique 15 a.a

Figure 33 : Structure de I’'OGA (modifié d’apres, Alteen et al., 2011)
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L’OGA est capable de reconnaitre une large gamme de séquences peptidiques afin d’hydrolyser
le motif GIcNAc de nombreuses protéines ( ). De plus, tout comme I'OGT, I'OGA est
également affectée par des MPT telle que la phosphorylation, en particulier au niveau de ses domaines
hydrolase et HAT ( ) ; cependant, ces modifications sont encore mal comprises. De plus,
le site d’O-GlcNAcylation de I"OGA sur sa sérine 405 se trouve dans une région de liaison avec I'OGT

(figure 34). Cela suggeére que I'OGA puisse interagir avec I'OGT sous forme de complexe pour étre

active : c’est ce qu’on appelle I'O-GIcNAczyme ( ). Enfin,
son activité peut Amino
Acids
N , TPR (11 Tandem
étre modulée en Tag Repeats) NLS col con
. OGT jI— | I 11036
fonction de son
I'"."*
expression, sa Yon
localisation ou sa | OGA c——={ [ I | I ] 1923
O-GicNAcase Interaction Acetyl NLS
conformation Domain Transferase
( )- Figure 34 : Interaction entre OGT et OGA (Whisenhunt et al., 2006)

D) Les techniques d’études de la O-GIcNAcylation

De nouvelles techniques et outils ont émergés ces derniéres années, rendant I'étude de la O-

GIcNAcylation plus aisée (pour revue ) (figure 35).
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Figure 35 : Schéma récapitulatif des différentes techniques d’étude de la O-GIcNAcylation (Kim et al., 2021)
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a) Anticorps et lectines

Al'origine, la présence de la O-GIcNAcylation était détectée par des lectines, protéines capables
de fixer des sucres avec différentes propriétés, en particulier la sSWGA (succinylated Wheat Germ
Agglutinin) ( ). L'utilisation de ces lectines permettait donc de purifier
un échantillon protéique par chromatographie d’affinité ou par la technique de LeMBA (Lectin
Magnetic Beads Arrays) qui permet de coupler des billes magnétiques sur ces lectines. Puis, de
nouvelles méthodes ont émergé grace au développement d’anticorps capables de reconnaitre le motif
O-GIcNAc quel que soit I'identité et la séquence de la protéine subissant la modification (

). Parmi ces anticorps, les plus connus sont le CTD110.6 et RL2 (
). En plus de permettre la purification par immunoprécipitation,
I’élaboration de ces anticorps a permis de détecter les protéines O-GlcNAcylées par western-blot, par

ELISA ou méme encore au sein de tissu par immunofluorescence ( ).

b) Click-chemistry

Afin de détecter la présence de la O-GIcNAcylation, les anciennes approches faisaient appel a
I'utilisation de sucre radioactif incorporés au niveau des protéines mais cette méthode était délicate
et longue. Depuis une vingtaine d’années, cette technique a évolué au profit de la click chemistry.
Cette approche consiste a I'utilisation d’une galactosyltransférase modifiée capable de greffer un
dérivé du galactose (GalNAz ou cétogalactose) sur des fragments GIcNAc ( ). lls’en
suit I'addition chimique d’un groupement polyéthyléneglycol (PEG) ou d’une biotine permettant la
purification et la détection des protéines et/ou peptides marqués par chromatographie d’affinité
avidine/streptavidine ( ) (figure 36). Des méthodes
alternatives existent et consistent a un marquage métabolique de cellules en culture par le N-
azidoacétylglucosamine per-O-acétylée (Ac4GIcNAz) ou de le N-alcyne-acétylglucosamine per-O-

acétylée (Ac4GIcNAIK) ( ).
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Figure 36 : Principe général de la Click chemistry (Mueller et al., 2021)
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c) Libération des glycanes

» Chimique : la BEMAD (Beta Elimination followed by Michael Addition with Dithiothreitol)

Cette méthode est utilisée directement ou a la suite d’'un marquage enzymatique avec des
analogues du sucre. Elle consiste en une béta élimination des résidus présentant une liaison O-
glycosidique sur les protéines en les remplagant par du DTT. Ces protéines ou peptides ainsi modifiés

peuvent étre purifiés par chromatographie d’affinité thiol-sépharose (

).
» Enzymatique : les hexosaminidases

Afin de libérer le motif O-GIcNAc des protéines, il est également possible d’utiliser une approche
enzymatique. Les enzymes alors utilisées sont des hexosaminidases qui permettent de catalyser
I’hydrolyse des résidus N-acétyl-D-hexosamines au niveau de liaisons O-glycosidique des protéines

( )-

d) Utilisation des gels 2D

La méthode par gel 2D consiste en une premiére dimension qui permettra la séparation des
protéines selon leur point isoélectrique tandis que la seconde dimension séparera les protéines en
fonction de leur masse moléculaire comme un SDS-PAGE classique. Afin de détecter les protéines O-
GlcNAcylées dans ces gels, il est possible de marquer au préalable les échantillons par des fluorophores
spécifiques ou bien, aprés la séparation électrophorétique, les gels peuvent étre mis au contact de
colorants fluorescents tels que le ProQ Emerald, le SuproRuby ou bien |’Alexa 488 capables de détecter

la O-GlcNAcylation ( ).

e) Approches génétique et pharmacologique

Afin d’étudier la O-GlcNAcylation, il est également possible d’intervenir sur ses enzymes
régulatrices. Pour cela, de plus en plus d’agents pharmacologiques, tels que des inhibiteurs de I'OGT
et 'OGA, ont été développés afin de faire varier et d’analyser le taux d’O-GlcNAcylation (pour revue,

) (figure 37). Cette partie sera développée dans le premier paragraphe du « matériel
et méthodes ». Il est également possible d’intervenir génétiquement sur ces enzymes afin de les

surexprimer, de les inhiber ou de les réguler de maniére spécifique (
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Figure 37 : Différentes molécules pharmacologiques pour inhiber I'OGT (A) et 'OGA (B) (Alteen et al., 2021)

f) Méthodes protéomiques

La plupart des méthodes protéomiques utilisées débutent par une étape de purification qui est
suivie (« label-based ») ou non (« label-free ») d’'un marquage des protéines avant I'analyse par
spectrométrie de masse qui permettra une quantification relative. Cette derniére peut nécessiter la
fragmentation du peptide (MS2) ou pas (MS1). Lorsque I'approche « label-free » est utilisée, les
peptides pourront étre identifiés par comptage des spectres ou par I'intensité de I'ion (

). Lorsqu’un marquage est requis (« label-based »), il peut étre :

- Chimique : ICAT (Isotope-Coded Affinity Tag) ou ICPL (Isotope-Coded Protein Label) (
)
- Enzymatique : I'isotope est ajouté aux protéines lors de la coupure enzymatique (
)

- Meétabolique : I'isotope est introduit dans les protéines pendant leur synthése sur des cellules,
SILAC (Stable Isotope Labeling with Amino acids in Cell culture) ou bien sur des tissus, SILAM
(Stable Isotope Labeling with Amino acids in Mammals) ( )

- Isotopique avec fragmentation des peptides : iTRAQ (isobaric Tag for Relative and Absolute

Quantitation) ou TMT (Tandem Mass Tag) ( )
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E) La O-GlcNAcylation impliquée dans de nombreuses fonctions cellulaires

Les différentes techniques citées précédemment ont permis de mener des recherches qui ont
pu mettre en évidence I'importance de la O-GlcNAcylation au sein de I'organisme (

). Présente dans différents compartiments de la cellule tels que le noyau, le cytoplasme et les
mitochondries ( ), la O-GIcNAcylation pourrait moduler certaines
fonctions des protéines telles que leur stabilité, leur localisation ou les interactions avec leurs
partenaires protéiques ( ). Cette
MPT modifie un grand nombre de protéines, dont les fonctions sont trés variées, et agirait alors sur de
nombreux processus et fonctions cellulaires tels que la transduction du signal, la transcription, la
traduction, l'autophagie, I'apoptose, l'assemblage du cytosquelette, la réponse immunitaire,
I'inflammation, la reprogrammation métabolique, le trafic des protéines et des organites ou la

dégradation protéique ( (figure 38).

N, &
. D TN
D " . -
¢ O-GlcNAcylation

i Cytoplasmic demain of

receptors &ion channels .
Chaperone proteins

Cytoskeletal proteins

Mitochondrial L Cytoplasmic domain - .
. Vesicl

proteins VA of ER membrane «--! - p:;:i:s

Cytosolic proteins

enzymes '

) RNA processing i___» Chromatin & RNA
Proteoscmal proteins roteing *------—--Ee= ﬁ polymerase
— P nseripti
— Nuclear pore : Transcription
A | factors

proteins

Figure 38 : Impact de la O-GIcNAcylation sur de

nombreux processus cellulaires (Ma et al., 2021)

De plus, via son lien avec de nombreux métabolismes (glucides, acides aminés, acides gras et
nucléotides), la O-GlcNAcylation est une MPT qui recoit et integre divers signaux internes et externes
a I'organisme ( ). Cette particularité physiologique lui permet d’étre tres sensible a la
disponibilité des nutriments et aux changements environnementaux ( ;

). Ainsi, cette MPT est un véritable senseur nutritionnel mais également un bon capteur de stress.
Grace a ces propriétés, la O-GlcNAcylation participe a de nombreux mécanismes biologiques et peut
induire des réponses moléculaires et physiologiques rapides et adaptées afin de rétablir une certaine

homéostasie ( ).
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Enfin, trés abondante dans le cerveau, le foie, le pancréas, le muscle squelettique, le tissu
adipeux et bien d’autres organes et tissus, la O-GlcNAcylation joue un réle de régulateur clé dans leur
physiologie et physiopathologie de nombreux systemes (nerveux, circulatoire, respiratoire, endocrine,
respiratoire, digestif, moteur, etc.) ( ). Puisque la O-GIcNAcylation
est un senseur nutritionnel, elle sera tres sensible aux changements environnementaux, notamment
la disponibilité en nutriments. Elle pourra donc moduler diverses fonctions cellulaires et ainsi influer
sur de nombreux processus physiologiques tels que I'immunité, le métabolisme ou la mémoire. De ce
fait, lorsque I’'homéostasie de la O-GlcNAcylation est perturbée, cela peut conduire a la mise en place
de pathologies telles que les maladies métaboliques, neurodégénératives, cardiovasculaires, auto-

immunes ou dans les processus de cancérisation ( ) (Figure 39).
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)] La phosphorylation et sa dynamique avec la O-GIcNAcylation

Découverte en 1906 ( ) et connue comme étant la plus étudiée, la
phosphorylation est une MPT réversible qui permet, en présence d’ATP, d’ajouter ou d’enlever un
groupement phosphate sur les résidus sérine, thréonine ou tyrosine d’'une protéine, modifiant ainsi
ses propriétés physico-chimiques ( ). En effet, I'ajout de ce groupement phosphate
confere deux charges négatives, pouvant conduire a des changements conformationnels a la protéine
ainsi modifiée. A ce jour, il existe environ entre 100 000 et 500 000 sites potentiels de phosphorylation
et entre 30 a 50% des protéines pourraient étre phosphorylées chez ’'Homme. Ce mécanisme est
régulé par des enzymes particuliéres : environ 520 kinases vont permettre I'ajout du groupement et
prés de 150 phosphatases vont I’hydrolyser. On estime que 2 a 5% du génome humain code pour ces

enzymes ( ).

A) Mécanismes d’action des kinases et phosphatases

Les protéines kinases font partie de la plus large famille de genes puisqu’elles comptent plus
d’une dizaine de membres caractérisés par un domaine catalytique dont la structure est tres proche
(figure 40). Parmi ces membres, on peut trouver les CAM (calcium calmoduline) kinases, les tyrosine
kinases, les caséine kinases, le groupe CMGC (cyclin-dependant, MAPK, GSK et CDK-like kinase) ou bien

le groupe des AGC (protein kinase A, G et C).
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Alors que les tyrosines kinases représentent le groupe le plus important pour la régulation de la
croissance et de la différenciation cellulaire, ce sont les sérine/thréonine kinases qui sont en plus grand
nombre. Il faut savoir qu’avant de jouer leur role, les kinases sont elles-mémes soumises a des

régulations soit pour assurer le bon positionnement de I’ATP ou alors pour les rendre accessibles a leur

substrat. C’est le cas de la protéine kinase A (PKA) A inactive active
composée d’une unité catalytique et d’'une unité PKA A.MPc

régulatrice bloquante. Si cette derniére n’est pas - .z ‘(— 'f—
éliminée par I'AMPc, I'enzyme ne pourra pas i

accéder a son substrat (figure 41A). D’autres M

kinases telles que les protéines kinases C et G (PKC site catalytique bloqué par ibération de la kinase
une sous-unité régulatrice (Rla) par 'AMPc
portant un pseudosubstrat (v)

et PKG) ou bien les calcium calmoduline kinases
& i - B cPK V

(CamK) possedent un domaine « pseudo CPKC ! Slecyicvodrol

Ca2t

substrat » qui mime leur propre substrat mais qui

ne peut étre phosphorylé. Dans ce cas, il existera

un changement de conformation de ces kinases

dés lors que leur substrat sera fixé afin de déplacer site catalytique bloqué par libération de la kinase par
un domaine portant un CaZ* et diacylglycérol
pseudo substrat (y) (4 la membrane)

ce domaine particulier et de les rendre actives

(figure 41B). Enfin, les tyrosine kinases sont une | Figure 41 : Mécanisme d’action de la PKA (A) et
de la PKC (B)

famille d’enzymes activées par les facteurs de

croissance (par exemple EGF : epithelial growth factor, PDGF : platelet-derived growth factor et
VEGF : vascular endothelial growth factor) et les hormones. Dés leur activation, elles s’auto-
phosphorylent avant de phosphoryler d’autres protéines en aval grace a I’ATP. Cette cascade de
signalisation est un élément crucial pour maintenir la communication et I’homéostasie entre les
cellules ( ). Alors que certaines kinases ont un spectre d’activité trés large comme la PKA,
d’autres sont trés spécifiques d’un substrat donné telle que la MLC (myosin light chain) kinase (

). Parfois, une seule kinase peut modifier plusieurs sites sur une protéine cible
( ). C'est le cas des kinases de la famille Src qui peuvent phosphoryler
plusieurs sites d’un substrat contenant le domaine de liaison SH2 (Src homology 2) et ce, de maniere

processive ( ).

Méme si elles sont moins nombreuses que les kinases, les phosphatases sont également tres
importantes pour la régulation du processus. Il existe comme pour les kinases, plusieurs familles de
phosphatases qui sont définies selon le résidu qu’elles vont cibler (figure 42). On distingue alors les

protéines phosphatases tyrosine (PTP), sérine (PPP) et thréonine (PPM) (

).
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Introduction — Partie 2 « Les modifications post-traductionnelles »

les familles de protéine phosphatases illustrées par quelques exemples
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Figure 42 : Les différentes familles de phosphatases

Cette déphosphorylation peut avoir des conséquences totalement opposées. Elle peut dans un
premier temps, servir de remise a zéro afin de ramener I'activité protéique a un état basal, comme
c’est le cas pour PP1G qui converti la phosphorylase a (active) en phosphorylase b (peu active)
(figure 43A). A l'inverse, certaines protéines sont phosphorylées dans leur état de repos et nécessitent
d’étre déphosphorylées pour étre actives, comme la glycogéne synthase par exemple (figure 43B), ou
encore certaines protéines kinases comme Src ou Llck (figure 43C) ou des facteurs de transcriptions

tels que c-Jun ou NFAT (figure 43D).
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Figure 43 : Différents mécanismes d’action de la déphosphorylation
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Puisqu’il existe de nombreuses kinases et phosphatases, cette MPT sera impliquée dans de
nombreux processus cellulaires tels que la croissance cellulaire, la différenciation, I'apoptose, la
régulation du cycle cellulaire, le transport membranaire, la dégradation protéique, |'activation
d’enzymes ou bien la modulation des interactions protéine-protéine en raison de I'encombrement
stérique ou de la force électrostatique du groupement ( ). C'est
pourquoi, une perturbation de la phosphorylation peut étre la cause d’altération des protéines
structurales, régulatrices ou fonctionnelles et provoquer I'apparition de pathologies telles que les
cancers ( ). En effet, une augmentation ou une diminution anormale de la
phosphorylation est la principale cause d’une altération de la transduction du signal (

).

B) La dynamique phosphorylation / O-GIcNAcylation

La phosphorylation et la O-GIcNAcylation présentent de trés fortes similarités puisqu’elles
possédent des caractéristiques communes en terme de dynamique, de réversibilité, d’abondance au
sein de la cellule, de mécanisme d’action par un couple d’enzymes et enfin de leur impact sur les
fonctions des protéines qu’elles ciblent ( ). De par leurs ressemblances,
certaines études se sont intéressées aux mécanismes régulés par ces deux MPT et si elles pourraient
agir I'une avec ou contre l'autre. La phosphorylation pourrait en effet jouer un réle sur la O-
GlcNAcylation. C’'est le cas de la protéine Tau dont le niveau d’O-GlcNAcylation diminue lorsqu’elle est
hyperphosphorylée en particulier lors de la maladie d’Alzheimer ( ) mais également
des protéines kinases A et C (PKA et PKC) qui, lorsqu’elles sont actives, diminuent le taux d’O-
GlcNAcylation des protéines cytosquelettiques tandis que leur inhibition augmente le taux d’O-
GlcNAcylation ( ). Autre exemple, une hyperphosphorylation globale induite par
un traitement a I'acide okadaique entrainerait une diminution du niveau d’O-GlcNAcylation (

). Enfin, l'inhibition de la kinase GSK3 (glycogen synthase kinase-3) induirait des

changements drastiques de la O-GIcNAcylation de différentes protéines ( ).

A l'inverse, la O-GlcNAcylation pourrait également venir moduler la phosphorylation de
certaines protéines. Wang et collaborateur ont ainsi mis en évidence qu’une augmentation du taux
global d’O-GlcNAcylation modulait grandement la stocechiométrie de la phosphorylation (

). De plus, une augmentation globale de la O-GIcNAcylation permettrait d’augmenter la
phosphorylation de la synapsine I/1l sur les sérines 9, 62, 67 et 603 au sein de I"hippocampe (

). Enfin, une augmentation de la O-GIcNAcylation de Tau diminue sa phosphorylation (
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). Ces différents exemples mettent en évidence une dynamique

complexe entre les deux MPT.

C) Les mécanismes sous-jacents et sites modifiés

Puisque la phosphorylation et la O-GIcNAcylation vont modifier les mémes résidus (sérine et
thréonine) de protéines cytosoliques, nucléaires et mitochondriales, elles pourraient potentiellement

modifier les mémes sites ( ). De plus, des techniques reposant sur la spectrométrie de

masse ont permis d’identifier
Compétition
Mémes sites ou sites voisins

et d’O-GlcNAcylation des @ OGA/kinase P

les sites de phosphorylation

.. p / * OGT/phosphatase \\_/
protéines
Sites éloignés
)' Il'a . OGA/kimase _ '
été démontré que ces deux ) S OGT/phosphatase
modifications pouvaient e
Coopération

intervenir sur des sites

® -
) - @ | ) ocT

protéigues communs ou bien

totalement  indépendants | nde

naance
( G «OGTIOGA | -
o, S 7 7 phosphatase/kinase .“—/
). Hardivillé et Hart ont — .
‘,_/fv;.
ainsi établi plusieurs o
, . P i
mécanismes pour parler de la
dynamique entre la .

phosphorylation et la O- Figure 44 : Représentation de la dynamique entre la phosphorylation et

GlcNAcylation ( la O-GlcNAcylation. La phosphorylation (P) met en jeu des kinases et
des phosphatases tandis que la O-GIcNAcylation met en jeu I’OGT et

. En effet, il peut
) P I"OGA (modifiée d’aprés Hart et al., 2007)

s’agir d’'une compétition sur
un méme site ou sur un site distant, ou bien une coopération entre les deux MPT ou enfin d’une

indépendance de chaque MPT sur un site (figure 44) ( ).

Il existe différents exemples pour venir illustrer ces différents mécanismes. Lorsque le méme
site est touché, comme c’est le cas pour de la thréonine 58 du domaine de transactivation de la
protéine c-Myc, les deux MPT sont mutuellement exclusive et peuvent alors entrer en compétition
(figure 45A) ( ). Il existe un autre cas de figure ou il existe une modification
alternative de certains sites. C’est le cas du domaine de régulation du facteur de transcription C/EBPB

(enhancer-binding protein B) qui peut soit étre phosphorylés sur les thréonines 179, 188 et la sérine
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184 ou alors O-GIcNAcylé sur les sérines 180 et 181 (figure 45B) ( ). Enfin, certaines
protéines peuvent avoir des sites a la fois phosphorylés et O-GIcNAcylés. IRS-1 (insulin receptor
substrate) est un exemple de ce phénomeéne puisque la protéine est phosphorylée sur ses sérines 307,
632 et 635 tandis que son domaine C-terminal est O-GIcNAcylé au niveau de nombreux sites
(figure 45C) ( ). Il existe également un phénomene de coopération ou la présence d’une
des deux modifications est nécessaire afin que la deuxieme soit mise en place comme pour le cas de
la protéine CREB dont la phosphorylation peut augmenter son O-GlcNAcylation (

), rendant le mécanisme encore plus complexe.

A Competitive occupancy at same site

Myc 1l_gl 1 lleMJ_Sl —

TAD HLH TAD HLH

B Reciprocal occupancy at different sites

C/EBPB '

TAD RD DBD TAD RD DBD

C Simultaneous occupancy at different sites

?
IRS-1 dll Il | 3 lg.g 914 g; Z 53' | 1242
SRD PRD

PHD PTBD

D Site-dependent reciprocal or simultaneous occupancy

AD PKD CaMBD AD PKD CaMBD
Figure 45 : Différents types de dynamique entre la O-GIcNAcylation et la phosphorylation. Les
deux MPT peuvent occuper un méme site, elles seront donc en compétition (A) ou différents
sites de maniere alternative (B). Elles peuvent également agir de fagon, simultanée sur
différents sites (C). Certaines protéines peuvent étre a la fois O-GIcNAcylées et phosphorylées
ou alors uniquement touchées par une seule MPT (D) (Zeidan et al., 2010)

D) L’interaction entre les enzymes responsables des mécanismes

Il s’avére que les enzymes responsables de la phosphorylation et de la O-GIcNAcylation peuvent
elles-mémes étre phosphorylées ou O-GlcNAcylées rendant la dynamique et I'interaction entre ces
MPT encore plus complexes ( ). En effet, le couple OGT/OGA est connu pour
s’associer et modifier les couples kinases/phosphatases ( ).
Slawson et collaborateurs ont ainsi montré que ces enzymes faisaient partie d'un complexe supra-
macromoléculaire fonctionnel impliqguant OGT, OGA, PP1 (protein phosphatase 1) et AKB (Aurora
kinase B) et pouvant modifier la vimentine, une protéine des filaments intermédiaires importante pour

la structuration du cytosquelette ( ) (figure 46A). De plus, il a été démontré
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au laboratoire que les enzymes impliquées dans la phosphorylation de la MLC2 (myosin light chain 2)
a savoir la MLC kinase, PP1 et MYPT2 (myosin phosphatase target 2) existent notamment sous forme
d’un complexe multienzymatique avec I'OGT et I'OGA au niveau de la strie Z du muscle squelettique
( ) (figure 46B). De maniere intéressante, il semble que ce complexe

multienzymatique puisse étre modulé lors de I'exercice ou de I'atrophie musculaire (

).

B Figure 46 : Complexes moléculaires

composés de kinases,
phosphatases, de I’'OGT et de 'OGA
pouvant réguler la vimentine (A) ou
la MLC2 (B). AKB : Aurora kinase ;
PP1 : protein phosphatase ; MLCK :
myosin light chain kinase ; MYPT :

@
/ 76;;\)\

A ~ Vimentin
@

©
~— Vimentin — (Y'AKG " g Vimentin - Acim |
\"3

— e —— protein (Slawson et al., 2008;
Lambert et al., 2019)

myosin  phosphatase targeting

Par ailleurs, certaines kinases peuvent en effet voir leur activité modifiée par la O-GIcNAcylation
telles que la PKC, ERK (extracellular signal-regulated kinase), cAMPK (cAMP-dependent protein kinase),
CamKIV (calcium/calmoduline-dependent protein kinase V) (

). Al'inverse, les enzymes responsables de la
O-GlcNAcylation peuvent étre phosphorylées, en particulier par AMPK, CamKIV et GSK3B modifiant
ainsi leur activité ( )

(figure 47).

Figure 47 : Dynamique
complexe de la O-

x _ GIcNAcylation et de la
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?
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Comme nous l'avons vu précédemment, de nombreuses protéines sont soumises a des
modifications post-traductionnelles. Qu’elles soient motrices, régulatrices ou structurales, les MPT
vont jouer un réle sur la fonction et la régulation des protéines du muscle squelettique. En particulier,
elles sont des régulateurs forts des filaments intermédiaires puisqu’elles peuvent interférer dans la
fine modulation de leur dynamique et de leur interaction en réponse aux voies de signalisation par

exemple (

1) Réle de l'ubiquitination

De nombreuses protéines sarcomériques peuvent étre ubiquitinylées (

), ce qui signifie qu’elles vont étre greffées de maniere covalente d’'un motif ubiquitine. Ce
groupement ainsi fixé permettra d’adresser les protéines au protéasome en vue de leur dégradation ;
c’est ce qu’on appelle le systéme UPS (Ubiquitin-proteasome system) ( ). Brievement,
il s’agit d’une cascade enzymatique impliquant I'enzyme E1 qui se fixe a I'ubiquitine afin de I'activer,
ensuite, I'ubiquitine est transférée sur I’'enzyme E2 qui se lie a 'enzyme E3 permettant de sélectionner

un substrat dans le but d’y fixer I'ubiquitine (Figure 48).

ATP  AMP 3
[Ub) —X~L> B P— o Figure 48 : Mécanisme de

dégradation par le
) protéasome  impliquant

q E3
Subsitet? e—— ‘ f AL Substrate «—— ( Substrate
@ L1 @ d’ubiquitination (modifiée

d’aprés Pagan et al.,
©o0 Proteasome 2013)

une cascade enzymatique

Dans le muscle squelettique ou d’autres tissus, la mise en place de ce systéme est observée pour
effectuer un turn-over protéique ( ). En effet, afin de maintenir une dynamique
importante du cytosquelette sarcomérique, certaines protéines impliquées dans le systeme vont faire
partie intégrante du sarcomeére. C’est le cas des protéines MuRF (muscle RING-finger) qu’on retrouve
dans les muscles striés liées au sarcomere par des protéines de structures comme la desmine et qui
jouent un role d’ubiquitine ligases (enzyme E3) ( ). On trouve
également les calpaines, qui, lorsqu’elles sont activées, vont permettre de dissocier les complexes
protéiques en vue de leur dégradation par le protéasome (

) (figure 49, gauche). En revanche, lorsque celles-ci ne jouent pas leur réle, on peut observer des
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agrégations protéiques (figure 49, droite) et une

augmentation de la voie de [I'autophagie

L -
(figure 49, droite). R
S
. , . \\ ('——':_.,- multimeric complex
Ce systéme UPS est également mis en place NN
lorsqu’il existe une accumulation de protéines mal T 2
, o Calpain-1 ' cago-1
conformées. Il permet alors de rétablir une @
(MURF)
certaine homéostasie cellulaire et d’éviter
Jﬁ

I'apparition ou I'aggravation de pathologies ( _L?,{yi
). A linverse, une altération de ce / o
systeme peut conduire a une dégradation trop "@ \
o

importante des protéines. Dans le muscle

2
squelettique, cela peut aboutir a une perte d

importante de masse musculaire et une atrophie

( )- Figure 49 : Importance des calpaines dans la turn-
over et la dégradation des protéines
sarcomériques, modifiée d’aprés Willis et al., 2009

)] Réle de la phosphorylation

Comme énoncé précédemment, la phosphorylation est une MPT qui va toucher de nombreuses
protéines de I'organisme (30 a 50% chez I’'Homme). Par cette abondance, elle est impliquée dans de
nombreux processus cellulaires. Une dérégulation de cette MPT pourra provoquer des désordres
divers et variés au niveau inflammatoire, auto-immune, neurologique pouvant conduire a I'apparition

de pathologies telles que le diabéte, I'obésité ou encore les maladies cardiovasculaires (

).

Dans le muscle, la phosphorylation module I'architecture ( ), la
contractilité ( ) et la contraction du sarcomeére (
) mais joue également un réle dans les mécanismes d’atrophie et d’hypertrophie (
). Lorsque celle-ci n’est plus correctement régulée, cela peut entrainer une résistance a l'insuline
( ) pouvant aller jusqu’a I’apparition d’un diabete de type 2 (
). Un défaut de phosphorylation est également impliqué dans la physiopathologie des
myopathies mitochondriales caractérisées par des affections musculaires progressives dont la cause
principale est un défaut de phosphorylation dans les mitochondries entrainant un déficit de production

d’énergie ( ). La plupart de ces études ont été réalisées sur le muscle cardiaque bien
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qgu’il existe aujourd’hui de plus en plus d’études sur le role de la phosphorylation dans le muscle
squelettique. En particulier, de nombreuses données ont permis de mettre en évidence le role de la
phosphorylation dans la modulation des fonctions de la desmine et de son chaperon moléculaire,

comme nous allons le voir ci-apres.

A) Effets de la phosphorylation sur la desmine

Décrite pour la premiere fois en 1979 ( ), la
phosphorylation de la desmine touche plut6t la téte N-terminale puisqu’elle est la cible de nombreuses
kinases régulant la fonction des FI ( ). En particulier, la phosphorylation de la partie
N-terminale de la desmine est impliquée dans le désassemblage et la solubilisation des FI (

) (figure 50). En ajoutant des charges négatives, elle participe au changement
d’encombrement de la protéine ce qui peut moduler les interactions entre la protéine et ses

partenaires.

Head o-helicalrod Tail

L12 L2 160

LI
N-term L_‘—ﬂ‘ 1AH 1B J—‘Zﬁ 2B | | C-term

1 10 20 30 40 50 60 70 78
P17661 | MSQAYSSSQ RVSSYRRTFG GAPGFPLGSP LSSPVFPRAG FGSKGSSSSV TSRVYQVSRT SGGAGGLGSL RASRLGTTR

1 10 20 30 10 50 60 70 78
P31001 « MSQAYSSSQ RVSSYRRTFG GAPGFSLGSP LSSPVFPRAG FGTKGSSSSM TSRVYQVSRT SGGAGGLGSL RSSRLGTTR

1 10 20 30 10 50 60 68
P02542 | MSQSYSSSQ RVSSYRRTFG GG--------- TSPVFPRA SFGSRGSGSS VISRVYQVSR TSAVP-TLSTF RTTRVTPLR

Figure 50 : Sites de phosphorylation du domaine N-terminal de la desmine chez différentes espéces
(rouge), site d’O-GIcNAcylation (bleu) et sites d’ADP-ribosylation (vert)

La desmine est phosphorylée par de nombreuses kinases qui permettent de la connecter a
différents processus cellulaires tels que la division cellulaire, la différentiation des myoblastes ou bien
la contraction musculaire ( ). Parmi celles-ci on trouve la Rho kinase, PAK (p21-
activated kinase), Aurora kinase, Cdk1, PKA et PKC qui vont phosphoryler la desmine sur des sites
spécifiques ayant des conséquences cellulaires différentes (tableau 1). La Rho kinase (ou ROK), de la
famille des kinases qui dépendent du GTP et dont I'activité est augmentée aprés I'exercice, est
impliquée dans la régulation de la différenciation et du métabolisme musculaire (

). Cette enzyme conduit a la phosphorylation de la desmine sur les thréonines 17,

76 et 77 et entraine la perte de sa capacité a former des filaments (
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). Les mémes observations ont été faites lorsque la desmine est incubée en présence de PAK qui
touche principalement des résidus sérines dans le domaine N-terminal ( ). Ces
données supportent le fait que ROK et PAK qui touchent des sites différents peuvent avoir le méme
effet sur les fonctions de la desmine. Ensuite, la desmine est phosphorylée par des kinases impliquées
dans le cycle cellulaire telles qu’Aurora kinase qui phosphoryle les sérines 12, 60 et la thréonine 17 et
Cdk1 qui phosphoryle les sérines 7, 28 et 32 de la desmine ( ).
Il a également été démontré que les kinases sont recrutées de maniére différentielle et coordonnée,
suggérant que la phosphorylation des FlI de desmine soit régulée de maniere spatio-temporelle
( ). De plus, une hyperphosphorylation de la desmine sur sa
sérine 32 provoquerait une altération du réseau de desmine entrainant un défaut de
mécanotransduction ainsi que des troubles de la biogénese et du maintien des mitochondries
( ). Enfin, le domaine N-terminal de la desmine est aussi phosphorylé sur de
nombreuses sérines par la PKA et la PKC (

). Alors que la PKC conduit au désassemblage des FlI de desmine et entraine une inhibition de la

prolifération et de la différenciation ( ), la PKA inhibe la polymérisation des filaments

et diminue la fusion des myoblastes en myotubes ( ).

Enzyme Abréviation Site (chez ’'Homme) Fonction modifiée
Protéine kinase A PKA S45, S60 Fusion des myoblastes
Protéine kinase C PKC S13, 548, S68 Desminopathies
Cyclin-dependent kinase 1 | CDK1 S7,S32,T76 Desminopathies ?
p21-activated kinase PAK Différents de Rho-kinase Contraction musculaire
Rho-associated kinase Rho-kinase | T17,T76,T77 Contraction musculaire

Division cellulaire

Aurora kinase B Aurora-B T17, S60 Division cellulaire
Ca?*/calmoduline- CamKlI Inconnu Insuffisance cardiaque ?
dependent protein kinase I

Tableau 1 : Tableau récapitulatif des enzymes et des sites de phosphorylation de la desmine ainsi que leurs

conséquences (Winter et al., 2014)
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Outre l'action de ces différentes kinases et puisque la phosphorylation est un processus
réversible, la desmine sera également la cible de certaines phosphatases. A l'inverse de la
phosphorylation qui conduit au désassemblage des filaments de desmine, la déphosphorylation par
les phosphatases permet de les réassembler ( ). Il a ainsi été démontré que les
inhibiteurs de ces derniéeres altérent dramatiquement les FI conduisant a la perte de l'intégrité du
cytosquelette ( ). De la méme maniere, la protéine phosphatase
1 (PP1) s’associe avec la Rho kinase pour réguler finement le turnover de phosphorylation des Fl et
dans une plus large mesure, de transférer les sous-unités de desmine entre la fraction soluble et
filamenteuse ( ). La phosphorylation permet donc d’impacter la mise en place,
I'assemblage et la stabilisation de ces filaments ( ) suggérant un
impact fort de cette MPT sur I'organisation et la réorganisation du cytosquelette sarcomérique et sur

le maintien de la structure du sarcomere.

B) Effets de la phosphorylation sur I’aB-cristalline

Le chaperon de la desmine, I'aB-cristalline est également phosphorylée dans son domaine N-
terminal, en particulier sur ses sérines 19, 45 et 59 connues comme étant les sites majeurs (

) (figure 51).

S19 S45 S59 Ti62  T170

N-term |

} a-crystallin domain JI I IXI Il C-term

Figure 51 : Sites majeurs de phosphorylation (rouge) et d’O-GIcNAcylation (bleu) de I'aB-cristalline

Alors que les sérines 45 et 59 sont respectivement phosphorylées par p42/44 MAPK et MAPKAP2/3, la
kinase responsable de la phosphorylation de la sérine 19 n’est pas encore connue (

). Plusieurs études évoquent la phosphorylation comme un
régulateur important de I'aB-cristalline. En effet, cette MPT pourrait varier en fonction de la demande
cellulaire ou des conditions de stress. Cela conduirait a des changements d’oligomérisation et de
localisation de I'aB-cristalline au sein de la cellule pouvant impacter son profil d’activité et/ou ses
interactions avec ses partenaires protéiques ( ). C'est dans ce sens que des
études ont montré que la phosphorylation de la protéine était associée a sa translocation au

cytosquelette ou aux mitochondries ( ).
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Alors que la phosphorylation de I'aB-cristalline aurait des effets bénéfiques pour lutter contre
le stress cellulaire, elle deviendrait irréversible et délétére si le stress perdure dans le temps
( ). En effet, la phosphorylation de sa sérine 59 en condition de stress permet
d’augmenter son interaction avec I'actine, les microtubules et les Fl et donc de stabiliser et préserver
le cytosquelette ( ).
Cela aurait pour conséquence de maintenir la forme de cellule et d’assurer une protection des cellules
musculaires contre un stress mécanique ( ). Pendant la
contraction, ce stress est d’autant plus important aux stries Z et aux bandes | du sarcomere des muscles
cardiaque et squelettique, endroit ou I'aB-cristalline est préférentiellement localisée. C’est pourquoi
la phosphorylation de la protéine va varier pendant I'exercice en fonction de son intensité (endurance
ou résistance) ou bien selon le muscle concerné et le type de fibre étudié (

). De plus, alors que l'ischémie cardiaque conduit a la
phosphorylation des sérines 45 et 59 et la translocation a I'appareil contractile, a I'inverse, la
reperfusion provoque sa dissociation de I'appareil contractile. Malheureusement, cette derniere étude
n’est pas corrélée avec la déphosphorylation de I'aB-cristalline (

). Enfin, les formes phosphorylées et déphosphorylées de la protéine sont efficaces de la méme

maniére pour prévenir I'assemblage de certaines protéines des Fl telles que GFAP et la vimentine

( )-

) Réle de la O-GIcNAcylation

Cette glycosylation atypique apparait étre un acteur majeur de régulation de nombreux

procédés biologiques. Cependant, bien que de plus en plus d’études s’intéressent a son impact dans

le cadre de pathologies telles que les cancers ( ), 'obésité ( ), le
diabete ( ), les maladies cardiovasculaires ( ) ou
neurodégénératives ( ), son réle dans le cadre de pathologies musculaires est encore
mal compris ( ). Des recherches ont alors été menées afin d’élucider le réle de

cette MPT dans le muscle squelettique mais trées peu s’intéressent aux mécanismes
physiopathologiques. En effet, dans le muscle squelettique, de nombreuses protéines vont étre O-

GlcNAcylées (figure 52).

Figure 52 : Schéma récapitulatif de I'ensemble des protéines musculaires et leurs modifications
post-traductionnelles (phosphorylation, O-GIcNAcylation et ubiquitination) (Liu et al., 2022)
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De maniére intéressante, il a été démontré au laboratoire que I'OGT et I'OGA, les enzymes
impliquées dans le mécanisme de la O-GlcNAcylation, sont préférentiellement localisées au niveau de
la strie Z et de la bande | du sarcomere ( ) (figure 53). De ce fait, de
nombreuses protéines sarcomériques vont ainsi étre O-GlcNAcylées, c’est le cas de nos deux protéines
d’intérét la desmine et I'aB-cristalline ( )

(figure 54).

DIC  ACTININ B OGA OGT

MERGE ACTININ

alawodles

+Z disk

Figure 53 : Localisation des enzymes régulatrices de la O-GIcNAcylation
au sein de I'appareil contractile. Des coupes longitudinales de muscle
soléaire ont été marquées avec des anticorps dirigés contre 'OGT, 'OGA
et 'actinine, un marqueur des stries Z. DIC : contraste d’interférence
différentiel (Cieniewski-Bernard et al., 2014).
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Figure 54 : Représentation schématique des protéines O-GIcNAcylées impliquées dans la physiologie du
muscle squelettique. Les protéines marquées du symbole (*) bleu sont O-GIcNAcylées dans les cellules
musculaires squelettique tandis que les protéines portant le symbole (#) orange sont potentiellement O-
GIcNAcylées dans le msucle puisqu’elles le sont dans d’autres types cellulaires (Lambert et al., 2019)
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A) La O-GIcNAcylation, un médiateur physiologique du muscle squelettique

Cette MPT est alors considérée comme un médiateur physiologique du muscle squelettique
puisqu’elle intervient notamment sur le métabolisme musculaire (pour revue, ),

sur son activité contractile mais également sur sa structure (pour revue

)

a) Impact surle métabolisme énergétique

Le muscle squelettique représente un réservoir trés important de nutriments tels que le glycogene
et les acides aminés. De plus, le muscle squelettique est I'organe le plus demandeur en énergie de
I'organisme puisqu’il représente 30% du taux métabolique au repos chez I'Homme ce qui va
directement affecter ’homéostasie glucidique ( ). De plus,
I"apport et I'élimination de glucose sont les facteurs limitants du métabolisme et de I’"homéostasie du
muscle squelettique ( ). Enfin, ce tissu est également considéré comme I'un des tissus
les plus sensibles a I'insuline ( . En tant que senseur nutritionnel, la O-
GlcNAcylation va dépendre de |'état biologique de la cellule, en particulier par son lien avec la voie de
biosynthese des hexosamines. C'est pourquoi, cette MPT va jouer un réle sur le métabolisme
énergétique, en particulier le métabolisme glucidique ( ) et sur la sensibilité a

I'insuline ( ).

En effet, il a été démontré que GLUT4, le transporteur majoritaire du glucose est modifié et régulé
par la O-GIcNAcylation ( ). En outre, une inhibition de la O-GlcNAcylation

entraine une utilisation facilitée du glucose dans le muscle squelettique induit par I'exercice et

impliquant AMPK ( ). De plus, presque toutes les enzymes des voies de signalisation
impliquant le glucose sont O-GIcNAcylées (pour revue, )
(figure 55) ce qui pourra réguler leur expression et/ou leur activité ( ). A titre

d’exemple, il a été démontré qu’une inhibition d’OGT et OGA, les enzymes régulatrices de la O-
GlcNAcylation, conduit respectivement a une diminution et une augmentation de I'expression de la
glucokinase (GK) hépatique ; cette enzyme étant le régulateur majeur du métabolisme du glucose par
son role dans I'apport intracellulaire de glucose ( ). Cette MPT joue également un role
dans la production d’ATP puisque de nombreuses enzymes mitochondriales de la voie aérobie sont O-
GIcNAcylées ( ) (TCA cycle, figure 55).
Enfin, de nombreuses études suggérent une relation étroite entre les enzymes du métabolisme
énergétique, le sarcomére et la O-GIcNAcylation. C'est le cas de I'enzyme fructose-bisphosphate
aldolase (FBPA) connue comme étant O-GIcNAcylée et localisée a la strie Z en association avec I'a-

actinine au sein d’'un complexe appelé métabolon glycolytique (figure 55) (
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). De plus, il a été démontré que la O-GIcNAcylation pourrait moduler les interactions

protéine — protéine de complexes multiprotéiques tel que ce métabolon glycolytique (
).

En plus de son implication dans le métabolisme glucidique, la O-GlcNAcylation joue un réle sur la
sensibilité a I'insuline. D’une part puisque que la voie de biosynthése des hexosamines, dont dépend

cette MPT est connue comme étant impliquée dans la résistance a linsuline induite par

I'hyperglycémie ( ), d’autre part car un taux élevé d’O-GlcNAcylation dans le muscle
squelettique conduit a I'insulino-résistance ( ). De plus, I'activité de 'OGT augmente
lorsque I'insuline se fixe sur son récepteur ( ). En outre, comme c’était le cas pour les
Glucose
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Figure 55 : Représentation schématique des protéines O-GIcNAcylées impliquées dans le métabolisme
glucidique et énergétique du muscle squelettique. Les astérisques rouges correspondent aux protéines O-
GIcNAcylées. Les astérisques bleus correspondent aux protéines impliquées dans des complexes protéiques
pouvant étre modulés par la O-GIcNAcylation dans les cellules musculaires. A : Aconitase ; BE : Beta-enolase
; CKc : Créatine kinase cytoplasmique ; CKm : Créatine kinase mitochondriale ; CS : Citrate synthase ; FBPA :
Fructose-bisphosphate aldolase ; FH : Fumarate hydratase ; GAPDH : Glyceraldéhyde-3-phosphate
déhydrogénase ; GFAT : Glutamine,fructose-6-phosphate aminotransférase ; HK : Hexokinase ; GP :
Glycogéne phosphorylase ; GS : Glycogene synthase ; IDH : Isocitrate déhydrogénase ; KGD : Kétoglutarate
déhydrogénase ; LD : Lactate déhydrogénase ; MDH : Malate déhydrogénase ; PDH : Pyruvate
déhydrogénase ; PFK : Phosphofructokinase ; PGl : Phosphoglucose isomérase ; PGK : Phosphoglycérate
kinase ; PGM : Phosphoglycérate mutase ; PK : Pyruvate kinase ; PM : phosphoglucomutase ; PP : UDP-
glucose pyrophosphorylase ; SDH : Succinate déhydrogénase ; SL : Succinyl-CoA ligase ; TPl : Triose-

phosphate isomérase (Lambert et al., 2018)
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enzymes glycolytiques, les protéines de la voie de signalisation dépendante de I'insuline telles que IRS-
1, PI3K, PDK1 ou Akt sont O-GlcNAcylées ( )
(figure 55) ce qui conduit a I'atténuation de la sensibilité et au développement d’une résistance a
I'insuline ( ) tout en formant un cercle vicieux et une

toxicité pour le glucose ( ).

b) Impact sur I'activité contractile

La contraction est la fonction principale du muscle squelettique permettant la génération de force,
la production de mouvements et le maintien de la posture. Entre autres processus, cette contraction
va impacter I’homéostasie du glucose. En effet, il est connu que I'exercice augmente |'absorption du
glucose par le muscle squelettique par translocation de GLUT4 a la membrane via la voie de '’AMPK et
dans une moindre mesure, la voie insulino-dépendante ( )
ou par I'activation de CamKIl grace au calcium libéré durant la contraction ( ). De plus,
il a été démontré qu’un exercice peut moduler le taux d’O-GlcNAcylation dans le muscle squelettique
( ). Enfin, comme nous I'avons vu dans le paragraphe précédent, la O-GlcNAcylation
joue un réle sur le métabolisme énergétique, cette MPT pourrait donc moduler cette activité

contractile via la régulation des flux glucidiques.

Outre le lien entre la O-GlcNAcylation et le glucose pour moduler la contraction, il semblerait que
cette régulation passe également par des changements de propriétés d’activation calcique du
sarcomere ( ). Ces parameétres peuvent
étre définis en analysant la courbe T/pCa correspondant la tension relative développée par les fibres
musculaires en fonction de la concentration de calcium. En effet, cette courbe permet ainsi d’analyser

quatre parametres ( ) (figure 56) :

» la sensibilité au calcium du sarcomére grace au seuil de calcium permettent I'activation de la
tension des fibres (pCa)

» I'affinité du sarcomeére pour le calcium lorsque 50% de la tension maximale est développée (pCa50)

> la coopérativité entre les différentes protéines régulatrices (troponines / tropomyosines) a partir
de la pente de la courbe (coefficient de Hill ny)

> la tension maximale PO développée par la fibre en concentration saturante en calcium (pCa 4,2)
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Slope of the curve : ny,
100 - (Cooperativity between regulatory proteins
within the thin filament)

Figure 56 : Courbe représentative

maximale (P0O) pour un pCa de 4,2.
pCa = -log [Ca2+] (Lambert et al.,
2019).
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Enfin, de nombreuses protéines contractiles et régulatrices sont connues comme étant O-
GlcNAcylées, c’est le cas de l'actine, la myosine, MLC, MHC, la tropomyosine et les troponines
( ). Des
changements d’O-GIcNAcylation de ces protéines pourraient alors réguler leur activité et moduler les
parameétres énoncés précédemment. Il a ainsi été démontré qu’une augmentation d’O-GIlcNAcylation
de la MHC, de I'actine et de la tropomyosine cardiaques de souris diabétiques induirait une diminution
de la sensibilité au calcium du sarcomere ( ). Cette diminution de sensibilité
serait associée a une diminution de I’affinité du sarcomere pour le calcium et une augmentation d’O-
GlcNAcylation des protéines MHC, MLC et de I'actine lorsque des fibres seraient exposées a la GIcNAc
( ). Bien qu’encore mal comprise, la régulation de propriétés contractiles du muscle
squelettique par la O-GlcNAcylation proviendrait de changements d’interactions protéine — protéine

ou bien d’une dynamique avec la phosphorylation ( ).

c) Impact sur la structure du muscle

Comme nous I'avons vu au début de cette introduction (partie 1 : le muscle squelettique), le muscle
squelettique présente une organisation complexe lui permettant d’assurer correctement ses
différentes fonctions. Cette structure semi-cristalline est due a I’'assemblage de nombreuses protéines
permettant un arrangement trés précis et régulier des sarcoméres mais dans une plus large mesure
des myofibrilles. Outres les nombreuses protéines et enzymes impliquées dans le métabolisme et dans
la contraction évoquées dans les paragraphes précédents, de nombreuses protéines de structure sont
aussi O-GlcNAcylées (figure 54) ; parmi elles I'actinine, la titine, ZASP (Z-band Alternatively Spliced PDZ-

motif), la filamine C, la myomésine, la myopalladine, la plectine, BAG3 (BCL2 Associated Athanogene

63



3) et la desmine, notre protéine d’'intérét ( ). Certaines
de ces protéines vont étre au coeur de complexes multiprotéiques formant le cytosquelette
sarcomérique essentiel au maintien de la structure du muscle ( ). Ces interactions
protéine — protéine vont principalement se situer au niveau de structure dynamique des sarcomeres :
la strie Z, la ligne M et la bande | ( ). D’autres protéines essentielles a la structure du
muscle sont également connues comme étant modifiées par la O-GlcNAcylation telles que la
cytokératine, la laminine, la spectrine, les intégrines, la vinculine ou bien I'aB-cristalline, le chaperon
moléculaire de la desmine (figure 54) (

). Puisque cette MPT semble toucher un tres grand nombre de protéines
structurales, elle pourrait étre grandement impliquée dans les modulations de I'architecture du

sarcomere et du muscle tout entier (pour revue, ( ).

Il est connu que la phosphorylation régule les interactions protéine — protéine du sarcomere ; sa
dynamique avec la O-GlcNAcylation pourrait alors affecter la structure du muscle en particulier au
niveau de la strie Z (

). De plus, il a été démontré qu’une augmentation globale de la O-GIcNAcylation entraine
une augmentation de la largeur de la bande A et de la ligne M alors que celle de la bande | et le
sarcomere diminue ( ) (figure 57). C’est pourquoi la O-GlcNAcylation serait un
médiateur de la structure sarcomérique. C'est dans ce sens qu’il a été démontré que la titine, protéine
essentielle au maintien de I'architecture du muscle, présente de multiples sites d’O-GlcNAcylation
( ). Ces sites sont situés dans des régions clés de I’assemblage
du sarcomeére qui permettent également d’assister la polymérisation de la myosine (

). En paralléle, la MHC est également O-GIcNAcylée au
niveau de sites adjacents a son domaine de polymérisation et d’interaction avec la myosine et la titine
( ). De plus, des sites d’O-GIcNAcylation ont également été identifiés dans le domaine
PxxP de BAG3 et dans le domaine de répétition plakine de la plectine respectivement lié a I'interaction
avec les protéines contenant des domaines SH3 et les protéines des filaments intermédiaires
( ). Ces différentes études tendent a démontrer que la O-GlcNAcylation toucherait
des domaines spécifiques de protéines structurales connus pour réguler les interactions protéiques et

ainsi moduler I'architecture du sarcomere.
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Figure 57 : Modulation de la morphométrie du sarcomére en fonction des variations du taux global de
O-GIcNAcylation. Striation caractéristiques des MHC visualisée par microscopie confocale (A). Quatre
paramétres morphologiques du sarcomere sont visualisés et mesurés (B) puis exprimés en um (C). On
y trouve la largeur des bandes sombres (vert), de la ligne M (bleu), de la bande | (violet) et du sarcomére
(rouge) qui sont représentées par des lignes verticales en pointillés sur un schéma du sarcomere (D)

(Lambert et al., 2016).

d) Réle dans I'atrophie musculaire et certaines pathologies

En plus de son implication dans les divers processus énoncés précédemment, la O-GIcNAcylation
peut étre impliquée dans les processus de plasticité et dans le développement de I'atrophie musculaire
qui est caractérisée par un défaut de la balance entre la synthese et la dégradation protéique (

). Ces deux mécanismes cellulaires qui permettent le maintien de
I’'hnoméostasie protéique pourrait potentiellement étre modulés par la O-GlcNAcylation (
).

Il a été démontré que la O-GIcNAcylation était associée a I'atrophie dans des muscles de rats
immobilisés ( ) mais que son impact était différent selon le
type de muscle. En effet, une diminution du taux global d’O-GlcNAcylation était observée dans des
fibres lentes du muscle soléaire alors qu’il n’était pas modifié dans les fibres rapides du muscle EDL
( ). De plus, il existait également un effet opposé de I'activité de I'OGT

puisqu’elle diminuait dans le soléaire et augmentait dans I'EDL.
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D’autres études se sont intéressées au lien entre la O-GIcNAcylation et les voies de signalisation
anaboliques et cataboliques impliquées dans I'atrophie (figure 58). Il a ainsi été démontré qu’une
augmentation du taux global d’O-GIcNAcylation diminuait la phosphorylation d’Akt et de GSK3p ainsi
gu’une augmentation de I'expression de la myostatine pouvant conduire a une inhibition de certaines
voies anaboliques tandis que certaines voies cataboliques pourraient étre améliorées par
I"'augmentation de I'expression de I’atrogine-1 ( ). De plus, cette augmentation
semble supprimer la différenciation myogénique des cellules musculaires (

) puisque I'expression de Mrf4, de la myogénine et de MyoD est diminuée (
) (figure 58). A I'inverse une diminution du taux global d’O-GIlcNAcylation
provoque une augmentation de I'expression de Murf-1 impliqué dans I’atrophie (

) et une dégradation de PGC-1a ce qui conduit a la suppression de la biogénése mitochondriale

et de la myogenése ( ) (figure 58).
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Figure 58 : Relation entre la O-GIcNAcylation, les voies de signalisation et 'atrophie dans les

cellules musculaires squelettique. L’astérisque représente un impact de la dexamethasone et
non du Thiamet G) (Lambert et al., 2019).

Enfin, il semblerait que cette MPT soit impliquée dans certaines pathologies neuromusculaires.
En effet, en comparaison aux fibres musculaires normales, la O-GIcNAcylation semble relocalisée du
sarcolemme au cytoplasme et aux noyaux dans des fibres musculaires de dystrophies, de

rhabdomyolyse ou d’amyotrophie ( ).
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B) O-GlcNAcylation de la desmine et de I’aB-cristalline

Comme nous I'avons vu, de nombreuses études se sont intéressées au role de la O-GIcNAcylation
dans le muscle squelettique démontrant que cette MPT était un médiateur physiologique tres
important pour ce tissu. Cependant, il existe a ce jour peu de données concernant I'impact de cette

MPT sur les propriétés de nos deux protéines d’intérét.

Nous savons en revanche, qu’il existe un site d’O-GIcNAcylation de la desmine sur sa sérine 460
dans son domaine C-terminal ( ) (figure 50). Bien que cette MPT soit impliquée
dans l'organisation et la réorganisation du cytosquelette sarcomérique notamment via la modulation
de l'interaction entre la desmine et son chaperon moléculaire ( ), son réle précis n’a

pas encore été établi. En revanche, il a été démontré que la O-GIcNAcylation module le niveau de

phosphorylation des FI ( ) et augmente la solubilité des
kératines ( ) ainsi que l"ubiquitination et la dégradation des
protéines des Fl par le protéasome ( ). Il est alors légitime de considérer que la O-

GlcNAcylation pourrait jouer un réle clé dans la régulation du réseau de desmine.

Il a également été décrit que I’aB-cristalline est touchée par la O-GIcNAcylation dans les muscles
cardiaque et squelettique ( ). Son site d'O-
GlcNAcylation se trouve dans sa partie C-terminale, sur la thréonine 170 chez 'Homme et le rat et sur
la thréonine 162 des cellules musculaires de souris ( )
(figure 51). Dans ces cellules, cette MTP est impliquée dans le remodelage du cytosquelette
sarcomérique via la modulation des interactions des protéines et de leurs partenaires (

) puisque la O-GlcNAcylation est connue comme pouvant modifier ces interactions (

).

Dans les cardiomyocytes, I'aB-cristalline est O-GIcNAcylée en particulier lors d’un stress

cellulaire ( ) entrainant des changements de sa localisation cellulaire mais
également sa sécrétion au sein d’exosomes ( ). Elle pourrait ainsi étre
transloquée au cytosquelette afin d’assurer un réle de cytoprotection ( ).

Alors que la O-GlcNAcylation affecte autant I'aB-cristalline phosphorylée que non phosphorylée
( ), le mutant T170A présente une phosphorylation plus importante de la sérine
45 et 59 que 'aB-cristalline native suggérant qu’un défaut d’O-GIcNAcylation de la protéine puisse
augmenter sa phosphorylation ( ). Outre son implication dans les
interactions protéine — protéine et la translocation, cette MTP pourrait également agir sur I'activité de

la chaperonne ( ).
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\Y)] Modification des MPT et physiopathologie des troubles musculaires

Il s’avére que nos deux protéines d’intérét peuvent étre anormalement ou excessivement

modifiées au détriment des conditions physiologiques de I'organisme.

A) Ladesmine

En effet, la desmine peut étre la cible de processus non enzymatiques comme la glycation (AGE :
advanced glycation end) dans les cardiomyopathies ( ). De plus, le stress oxydatif peut
également fortement impacter la desmine conduisant a une réorganisation du cytosquelette et une
agrégation ( ); en ce sens, il a été démontré que la desmine est
oxydée et nitrée au sein des agrégats protéiques ( ). De maniére intéressante,
un traitement antioxydant empéche son agrégation dans des modeles cellulaires pathologiques
soumis a divers stress ( ). Il est alors suggéré que ces modifications aberrantes de la
desmine ne lui permettent plus d’étre conduite au systéme ubiquitine-protéasome en vue d’étre
dégradée lorsqu’elle est mal conformée ce qui entraine, a termes, la formation d’agrégats protéiques
( ). Al'inverse, une phosphorylation anomale de la protéine TRIM32 provoque une
dérégulation de I'ubiquitinylation de la desmine entrainant sa dégradation par la calpaine-1 et est
impliguée dans la physiopathologie de I'atrophie musculaire squelettique (

). Dans ce sens, il a été démontré que la phosphorylation de la sérine 32 de la
desmine par GSK-3, active lors d’un je(ine, est le premier mécanisme de la dégradation des Fl lors de

I’atrophie ( ).

Alors que certaines mutations de la desmine associées aux myopathies correspondent a des
sites de phosphorylation tels que S6F ou S12F dans la téte N-terminale ( ), une
phosphorylation anormale de la desmine est liée a différentes pathologies cardiaques (

). Les formes phosphorylées de la desmine pourrait alors servir de marqueurs
tissulaires de I'insuffisance cardiaque. De plus, une augmentation de la phosphorylation impliquant la
sérine 32 serait liée a un clivage de la protéine par les calpaines et les caspases et une agrégation de la
desmine ( ). Pour rappel, la sérine 32 est également une cible des
kinases dépendantes des cyclines (CDK : cyclin dependant kinases) (

). De maniére intéressante, une surexpression de ces derniéres ainsi que d’autres kinases est
observée dans des biopsies de patients atteints de myopathies myofibrillaires (

). De plus, il existe une augmentation de I'activité de la PKC

dans un modéle animal de -cardiomyopathie ( ). Enfin, il existe une

hyperphosphorylation de la desmine dans le cadre de certaines desminopathies (
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). Ces différentes données suggéerent qu’une hyperphosphorylation de la desmine et un

désassemblage des Fl seraient impliqués dans la pathogénese des myopathies liées a la desmine.

Alors que la phosphorylation de la desmine est largement impliquée dans les processus
physiopathologiques des troubles musculaires, le role de la O-GIcNAcylation est encore mal compris.
Cependant, le site de O-GIcNAcylation de la desmine correspond a un site muté dans les myopathies
myofibrillaires ( ). De plus, dans I'insuffisance cardiaque, des données
montrent que la dynamique entre la phosphorylation et la O-GlcNAcylation de la desmine augmente
lorsque la O-GlcNAcylation globale diminue ( ). L'ensemble de ces données
supportent donc le fait qu’un défaut d’O-GIcNAcylation de la desmine pourrait étre impliqué dans la
physiopathologie de certaines maladies musculaires ; il serait donc intéressant de déterminer si la
phosphorylation et la O-GlcNAcylation de la desmine sont modifiées dans différentes pathologies des

muscles squelettique et cardiaque.

B) L’aB-cristalline

Comme nous l'avons vu précédemment, I'aB-cristalline est impliquée dans de nombreuses
pathologies, en particulier celles présentant une agrégation anormale des protéines. Une dysfonction
de la chaperonne est largement liée a la physiopathologie de nombreux troubles cardiovasculaires,
neurodégénératifs, inflammatoires, mais également des cancers et des cardiomyopathies dilatées ou
liées a la desmine ( ). Il a
également été établi que 'expression et/ou la localisation subcellulaire des petites protéines de choc
thermiques (sHSP) sont modifiées chez plusieurs pathologies musculaires telles que la myopathie
distale a vacuoles bordées, les myopathies congénitales, les dystrophinopathies et les myopathies
myofibrillaires (

). De plus, de nombreuses mutations de I'aB-cristalline sont identifiées dans des pathologies
touchant les muscles cardiaque et squelettiques (

). Ces pathologies en lien avec ces mutations sont

appelées des aB-crystallinopathies et présentent les mémes caractéristiques et marqueurs que les

myopathies myofibrillaires a savoir : une agrégation protéique incluant la desmine et I'aB-cristalline,

une désorganisation des myofibrilles et la présence de vacuoles (

).

La mutation R120G de I'aB-cristalline est la plus étudiée et est présente dans une myopathie
liée a la desmine ( ). Lors de cette mutation, toutes les fonctions protectives de I'aB-

cristalline native sont perdues, les FI de desmine sont touchés, s’agregent, ce qui entraine une
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altération de I’alignement des myofibrilles ( ). Cela conduit a
une faiblesse des muscles des membres, du cou, du tronc, de la face et a un dysfonctionnement
cardiaque qui entraine une cardiomyopathie ( ). Il semblerait que
la phosphorylation ait un grand role a jouer dans ce processus. En effet, le mutant R120G est
hyperphosphorylé, ce qui induit un changement de son interaction avec d’autres HSP. De plus, il est
connu que I'aB-cristalline est hyperphosphorylée dans le cadre de certaines pathologies et que cette
MPT modulerait son activité de chaperonne (gain ou perte de fonction), son oligomérisation et/ou sa
distribution cellulaire ( ).
L’hyperphosphorylation de I'aB-cristalline apparaitrait alors comme un mécanisme de pathogénicité
du mutant ( ). Cependant, bien que la phosphorylation de I’'HSP27 soit proposée
comme étant un outil de diagnostic pour différencier les desminopathies des myopathies
myofibrillaires, aucun changement de phosphorylation n’a été observé chez les patients atteints d’aB-

crystallinopathies ( ).

C) Cas des desminopathies

Les desminopathies sont des pathologies multifactorielles faisant partie de la famille des
myopathies myofibrillaires ( ) caractérisées par une désorganisation marquée de la
morphométrie myofibrillaire, une altération de la fonction mitochondriale (figure 59), une dysfonction

de la voie de I'autophagie et du systéeme de dégradation ubiquitine-protéasome, conduisant in fine a

I'apparition d’agrégats protéiques déléteres
pour la cellule musculaire (

i ). Ces
différentes atteintes vont entrainer a termes
une faiblesse et de séveres dysfonctions
musculaires ( ). Bien
que les caractéristiques générales soient
connues, ces pathologies vont présenter des
phénotypes tres variés. En effet, elles

résultent la plupart du temps d’'une mutation

de séquence du gene ou d’un clivage de la

Figure 59 : Représentation schématique de la structure

desmine qui peut avoir des conséquences des filaments intermédiaires de desmine (jaune)

plus ou moins dramatiques d’un individu a associés a leurs partenaires protéiques, en particulier
I'aB-cristalline dans le cas de desminopathies

I'autre. Il est alors trés complexe de mettre
P (Capetanaki et al., 2007).
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au point une thérapie efficace, c’est pourquoi il n’existe a ce jour aucun traitement disponible pour les
patients atteints de ces pathologies. Cependant, puisque les MPT jouent un role sur de nombreux

parameétres du muscle squelettique, elles pourraient étre une piste non négligeable.

\ )

oB-dgystallin *+

Figure 60 : Agrégats protéiques caractéristiques des desminopathies aprés un marquage
hématoxyline / éosine (A) ou un marquage par immunofluorescence de la desmine (en rouge) (B)
et de I'aB-cristalline (en vert) (C) (Clemen et al., 2013).

En effet, il a été démontré que des changements de phosphorylation ou de dérégulation des
kinases de la desmine, principal composant des Fl, étaient associés aux desminopathies (

). De plus, son site d’O-GlcNAcylation sur sa sérine 460

( ) est connu comme étant en lien avec |'apparition
de desminopathies avec désorganisation myofibrillaire et présence d’agrégats protéiques (

) (figure 60A). Au sein de ces agrégats, on retrouve la desmine mais également

son chaperon moléculaire, I'aB-cristalline ( ) (figure 60B

et C). L’hyperphosphorylation de cette derniére sur ses sérines 19, 45 et 59, sites fondamentaux pour

son activité en réponse a l'agrégation, a été démontrée comme cruciale dans ces pathologies

( ). Par ailleurs, I'aB-cristalline est également O-GIcNAcylée, en particulier lors
d’un stress cellulaire ( ). Son site d’O-GIcNAcylation se trouve dans sa partie
C-terminale ( ), dans un des sites d’interaction privilégié
avec la desmine ( ) (figure 61). De plus, des données

du laboratoire supportent le réle de la O-GlcNAcylation dans la modulation de cette interaction

( ). Pour rappel, I'un des roles majeurs de I'aB-cristalline est de stabiliser, soutenir
et prévenir I'agrégation des FlI de desmine ( ), ces derniers étant les garants de
I'intégrité du muscle squelettique ( ). De maniere intéressante, un lien a été démontré

entre la O-GlcNAcylation et certaines pathologies neuromusculaires telles que I'amyotrophie spinale
de type |, la polymyosite, la dermatomyosite, la myosite a inclusions sporadiques, les dystrophies

musculaires, I'atrophie musculaire neurogéne, la rhabdomyolyse et les myopathies distales avec
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vacuoles bordées ( ) et que cette MPT pourrait également étre impliquée dans

I'atrophie des muscles squelettiques ( ).

C-terminal
domain

’ Figure 61:  Représentation
su‘?m schématique de linteraction
________ entre desmine (noir) et I'aB-
cristalline (bleu) (modifiée

d’apreés, Houck et al., 2011).

Toutes ces données suggérent que phosphorylation et O-GlcNAcylation pourraient agir
ensemble au niveau de la desmine et de son chaperon selon une certaine dynamique afin de rétablir
les désordres observés dans le cadre des desminopathies. En effet, tandis que la phosphorylation
pourrait jouer un réle sur la prise en charge par I'aB-cristalline des agrégats déléteres pour la cellule
( ), 1a O-GlcNAcylation, connue pour moduler certaines interactions protéiques
( ), pourrait également moduler I'interaction entre les deux protéines afin de réguler
la structure des Fl de desmine et la morphométrie sarcomérique ( ). De plus, cette
interaction serait modifiée dans le cas des desminopathies ( ). Cela suggére
que ces deux MPT pourraient alors étre des acteurs majeurs de I'organisation et la réorganisation du
cytosquelette sarcomérique dans le cadre de ces pathologies. De plus, Wei Yan et collaborateurs ont
démontré récemment qu’une diminution de la O-GIcNAcylation dans le cadre de cancer induisait des
changements de concentration de calcium intracellulaire, provoquant a une augmentation d’activation
de protéase et un clivage des Fl de desmine. Ces Fl ainsi clivés ne pouvant plus permettre I'alignement
structural des myofibrilles, le maintien de I'architecture du muscle n’était donc plus assuré par la
desmine entrainant des problémes de contraction musculaire ( ). Ces travaux ont ainsi
permis de démontrer le lien entre la O-GlcNAcylation, I'homéostasie protéique et la contraction

musculaire dans un modeéle de souris cancéreuses.

Bien que les recherches sur la O-GIcNAcylation dans le muscle squelettique se sont multipliées
ces derniéres années, son role et sa dynamique complexe avec la phosphorylation sont encore mal
compris et nécessitent d’étre élucidés. En particulier, leur impact sur la structure globale de la cellule
musculaire et les fonctions du muscle squelettique sont encore une énigme qu’il est nécessaire de

déchiffrer.
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PROBLEMATIQUE



La desmine est une protéine clé des filaments intermédiaires de type Ill du muscle. Dans les
muscles striés, les FI de desmine constituent un réseau cytosquelettique interconnecté et hautement
régulé dont la fonction est de maintenir la cyto-architecture du muscle, essentielle pour assurer un
travail efficace du sarcomere ( ). En plus de son rdle clé dans I'arrangement et
I'interaction des myofibrilles, la desmine et ses partenaires protéines contribuent a la localisation
subcellulaire d’organelles tels que les noyaux ou les mitochondries. Les interactions moléculaires entre
la desmine et ses partenaires protéiques sont a I’origine du maintien de la cytoarchitecture du muscle
squelettique et sont en partie modulées par les modifications post-traductionnelles (MPT) (

). Parmi elles, on trouve la phosphorylation, 'ubiquitination et bien d’autres. La desmine est
également touchée par la O-GlcNAcylation, une glycosylation atypique plus proche de la
phosphorylation que des glycosylations classiques et avec qui elle partage un lien complexe et
dynamique. Cette MPT est impliquée dans de nombreux processus cellulaires tels que la transcription,
la différenciation, I'autophagie, la régulation du cycle cellulaire. Outre ses nombreuses fonctions
cellulaires, il est connu que la O-GlcNAcylation module I'interaction protéique ( ). Dans
les cellules musculaires squelettiques, différents indices laissent a penser que la O-GlcNAcylation serait
impliqguée dans la modulation de la morphométrie sarcomérique, notamment via la modulation
d’interaction protéine-protéine régulant la structure du sarcomeére, en particulier l'interaction
desmine / aB-cristalline ( ). Cependant, I'implication de cette MPT ainsi que sa
dynamique avec la phosphorylation dans la régulation de ces interactions et de I'architecture du

muscle squelettique est encore mal comprise.

Ainsi, I'objectif principal de mes travaux de these a été de déterminer si la O-GIlcNAcylation
pourrait étre a l'origine de modification des propriétés de la desmine pouvant conduire a un
changement d’interaction avec ses partenaires protéiques et donc un remodelage du cytosquelette
sarcomérique dans le muscle squelettique. En particulier, dans un modele de cellules musculaires de
type C2C12, des composés pharmacologiques tels que le Acs-55-GIcNAc, un inhibiteur de I'OGT (

) et le Thiamet G, un inhibiteur de 'OGA ( ) ont été appliqués afin de diminuer
et d’augmenter le taux global d’O-GIcNAcylation respectivement. L’expression et la distribution
subcellulaire de la desmine au sein de différents compartiments seront investiguées ainsi que ses MPT
et leur dynamique et ce, par des approches biochimiques et électrophorétiques classiques. En
parallele, les mémes analyses ont été effectuées sur le chaperon de la desmine, I'aB-cristalline.
L'organisation et la réorganisation des filaments intermédiaires de desmine seront également
investiguées par immunofluorescence et microscopie confocale. Enfin, étant donné que la desmine est
un point nodal du cytosquelette sarcomérique qui permet le maintien de I'organisation semi-cristalline

du muscle squelettique, en particulier par son interaction avec de nombreuses protéines au sein d’un
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interactome complexe ( ), 'impact de la O-GIcNAcylation sur cet interactome sera

également étudié a I'aide d’'une approche protéomique différentielle.

L'ensemble des données présentées précédemment indiquent que les MPT, en particulier la O-
GlcNAcylation, seraient des modulateurs importants de la structure et de la fonction du muscle
squelettique. En revanche, leur dynamique qui est trés complexe étant donné le nombre de sites
modifiés, nécessite d’étre étudiée de maniére plus approfondie. La compréhension de ces mécanismes
de régulation par le biais de ces travaux de thése pourrait également apporter de nouveaux éléments
permettant de mieux comprendre la physiopathologie de certaines maladies musculaires, telles que

|"atrophie musculaire ou les desminopathies.
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MATERIEL ET METHODES



1) Culture cellulaire

L'ensemble de ces travaux est effectué sur des cellules musculaires squelettiques murines de la
lignée cellulaire C2C12 (ATCC: American Type Culture Collection) différentiées en myotubes. Les

cellules sont cultivées dans un incubateur a 37°C, 5% de dioxyde de carbone et humidité saturée.

A) Prolifération cellulaire

La culture des myoblastes C2C12 s’effectue dans des flasques de 75 cm? dans un milieu de
prolifération (Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) ; 10% de sérum de veau foetal (SVF : Gibco)
; 1% d’antibiotiques/antimycotiques (Sigma)). Le changement de milieu est effectué tous les deux

jours.

B) Ensemencement et différenciation des cellules

Lorsque les cellules atteignent 80-90% de confluence, les flasques sont rincées par le milieu de
division (DMEM, 25 mM HEPES, 1g/L glucose), puis les cellules sont décollées des flasques a I'aide de
la trypsine ajoutée a une concentration de 0,25% dans le milieu de division additionné de 0,5 MM EDTA
pendant quelques minutes. Aprés comptage sur cellule de Malassez, les cellules sont ensemencées
dans du milieu de prolifération dans des boites de Pétri de 11.7 cm? a raison de 200000 cellules/ml (2

ml/boite).

Quand les cellules sont confluentes a 80-90%, le milieu de prolifération est changé au profit d’'un milieu
de différentiation (Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) ; 2% de sérum de cheval inactivé par
la chaleur (Gibco) ; 1% d’antibiotiques/antimycotiques (Sigma)). Ce changement de milieu correspond
au jour 0 de différenciation (figure 62). Les myoblastes vont alors fusionner et se différencier en

myotubes

Myoblastes 80-90% Myotubes
confluence

o\
\:’

|
I I
 PROLIFERATION, €—————— DIFFERENCIATION ——> |

! : Extractions et

Ensemencement Jour 0 1 2 3 4 1 5 marquages

I I
FUSION TRAITEMENTS

PHARMACOLOGIQUES

Figure 62 : Schéma récapitulatif du déroulement de la culture cellulaire. Le jour O correspond au

passage d’un milieu de prolifération a un milieu de différentiation.
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C) Traitement des cellules

Au 5¢ jour de différenciation, les myotubes sont traités par différents agents pharmacologiques
ajoutés dans le milieu de fusion et appliqués pendant la nuit (figure 62). Nous utilisons 5 UM de Acs-
5S-GlcNAc (peracetyl-5-thio-GIcNACc) ( ) ou 0,5 UM de Thiamet G (thiazoline amino-
ethyl gluco-configured) ( ) resolubilisés dans le DMSO (diméthylsulfoxide) afin d’inhiber
I’OGT et I'OGA respectivement. Les cellules témoins correspondent aux myotubes exposés au DMSO
pendant la nuit. Afin d’augmenter et de diminuer l'activité de CamKIll, nous appliquons 3 mM de
caféine ( ) et un co-traitement par 3 mM de caféine couplée a 20 uM de KN-93 (

) resolubilisés dans I'eau.

1)} Dosage de la viabilité cellulaire

Les cellules sont cultivées de la méme maniére que précédemment (voir paragraphe 1 : culture
cellulaire) mais dans une plaque 96 puits a raison de 100000 cellules/ml (200 pl/puit). A la suite des
traitements, le milieu de culture est éliminé et les cellules sont rincées a deux reprises par du PBS
(Phosphate Buffer Saline) a 37°C. Ensuite, 100 pl de MTT ((3-(4,5-diméthylthiazol-2-yl)-2,5-
diphényltétrazolium bromide) dissous dans le PBS a raison de 0,5 mg/ml sont ajoutés pendant 3 heures
a 37°C et humidité saturée. Ce dosage colorimétrique se base sur la réduction du MTT, un sel jaune en
cristal de formazan de couleur violette en présence de cellules métaboliqguement actives (

). Enfin, le MTT est éliminé et les sels de formazan sont resolubilisés par 100
ul de DMSO, puis la densité optique est mesurée par spectrophotométrie a I'aide du lecteur

SpectraMax (Molecular devices) a 570 nm apres agitation.

) Protocole de marquage

Les myoblastes sont ensemencés dans des Lab-tek 4 puits & raison de 200000 cellules/ml! (500
ul/puit) puis différentiés en myotubes selon le protocole décrit précédemment (voir paragraphe 1 :

culture cellulaire). Suite aux différents traitements, le milieu de culture est éliminé.

A) Marquage des cellules

Les cellules sont rincées deux fois par du PBS a 4°C puis fixées au méthanol pendant 6 minutes
sous agitation lente. Une fois la solution de fixation éliminée, les cellules sont rincées trois fois par du
PBS avant d’étre colorées aux réactifs May-Griinwald et Giemsa (Sigma). Les myoblastes et myotubes

sont visualisés avec le microscope DMIi8 (Leica) et les images sont réalisées avec le logiciel LAS-X. La
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différenciation est déterminée en utilisant I'index de fusion qui est calculé par le nombre de noyaux

dans les myotubes (> 2 noyaux) sur le nombre total de noyaux.

B) Marquage des filaments intermédiaires de desmine

Les cellules sont rincées a deux reprises par du PBS a 37°C puis fixées par une solution de
méthanol/acétone (50/50, v/v) glaciale pendant 20 minutes a température ambiante. Aprés
élimination de la solution de fixation, les cellules sont rincées avec le PBS puis a deux reprises par la
solution de lavage (0,02% de BSA dans le PBS) ; elles sont ensuite incubées en présence de la solution
de blocage (0,5% de BSA dans le PBS) pendant 1 heure, a température ambiante. Les cellules sont
ensuite incubées toute la nuit a 4°C avec la solution de blocage contenant I'anticorps primaire anti-
desmine (ab15200, Abcam), dilué au 500¢°. Les cellules sont ensuite rincées a trois reprises par la
solution de lavage, puis incubées pendant 2 heures, a température ambiante et a I'obscurité a I'aide
de la solution de blocage contenant I’anticorps secondaire anti-lapin dilué au 200° couplé a un Alexa

Fluor 488 (Life Technologies). Les cellules sont ensuite rincées a trois reprises par la solution de lavage.

A la suite de ce marquage, les cellules sont rincées par le PBS, puis incubées pendant 5 minutes, a
température ambiante et a I'obscurité a I'aide d’une solution de PBS contenant du DAPI a raison de 1
ul/ml. Aprés trois lavages des cellules par le PBS, le montage lame-lamelle est réalisé a I'aide de la

solution de montage ProLong Gold Antifade Reagent (Invitrogen).

L’organisation des filaments intermédiaires de desmine est visualisée par microscopie confocale
(LSM 780, Carl Zeiss Microlmaging GmbH). L’excitation des fluorophores est réalisée simultanément
par une diode de longueur d’onde 405 nm pour le DAPI ou par un laser de longueur d’onde 488 nm
pour I’Alexa Fluor 488. Les images sont acquises selon un objectif Apochromat 40x/ 1,3 immergé sous
huile, et le logiciel Zen (Carl Zeiss Microlmaging GmbH). Pour chaque condition, plusieurs images de
myoblastes et de myotubes sont réalisées a I'aide du logiciel Imagel. Le protocole d’acquisition des
images a été réalisé en collaboration avec Elodie Richard (Centre Commun de Mesures Imagerie

Cellulaire, plateforme GIS-IBISA BlCel, Université de Lille).

V) Préparation des échantillons

A) Extraction et fractionnement des protéines

Le milieu de culture est éliminé et les cellules rincées deux fois par du PBS a 4°C. Les protéines sont
extraites par grattage et lyse des cellules en présence de 150 uL/boite de tampon d’extraction selon

les protocoles décrits ci-dessous. Ces différents tampons contiennent des anti-protéases (Complete
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EDTA Free (Roche Diagnostics)), des anti-phosphatases (Phos-Stop (Roche Diagnostics)) et 50 uM de
0O-(2-acetamido-2-deoxy-D-glucopyrano-silidene) amino-N-phényl-carbamate (PUGNAc)(Sigma), un

inhibiteur de I'OGA.

Traitements pharmacologiques
(58S, ThG, Caf, Caf + KN-93)
4
Myotubes C2C12
Extrait total Extraction différentielle
Conditions Conditions Fraction Fraction
dénaturantes non dénaturantes insoluble cytosquelettique

Tampon RIPA Lysis buffer Tampon natif DIB SDS

buffer
ANALYSE DE LA DYNAMIQUE O- ANALYSE DES ANALYSE DE ANALYSE DE LA PARTITION DE ANALYSE DE LA

GLcNACYLATION/ KINASES ET L’ INTERACTION LA DESMINE ENTRE LA FRACTION DESMINE AU
PHOSPHORYLATION DE LA DESMINE PHOSPHATASES DEsMINE/QB-CRYSTALLINE SOLUBLE ET INSOLUBLE CYTOSQUELETTE

Figure 63 : Récapitulatif des différentes extractions réalisées et des différents tampons utilisés

a) Extrait total et natif

Un tampon RIPA (10 mM Tris/HCl a pH 7,4 ;150 mM NaCl ; 1mM EDTA ; 1% Triton X-100 ; 0,5%
sodium déoxycholate ; 0,1% SDS) et natif (20 mM Bis-Tris a pH 7 ; 500 mM acide 6-amino-n-caproique ;
20 mM NaCl ; 2 mM EDTA ; 10% glycérol) ( ) sont utilisés afin d’obtenir I'extrait total

et natif, respectivement (figure 63).

b) Fractions soluble et cytosquelettique

Les cellules sont lysées par le tampon CLB (Cell Lysis Buffer : 50 mM PIPES a pH 7,4 ; 50 mM NaCl,
5% glycérol ; 0,1% Triton X-100 ; 0,1% Tween-20) aprés incubation pendant 1 minute 30 sur glace ; cet
extrait correspond a la fraction soluble. Les cellules sont ensuite rincées par 300 pl de Tris/HCl buffer
(50 mM Tris/HCl a pH 7,5), puis par 100 pl de Nucléase buffer (NB) (50 mM Tris/HCIl pH 7,4 ; 10 mM
MgCl, ; 2 mM CaCl,) additionnés de 10 U/ml de benzonase nucléase pendant 10 minutes. La fraction
est récupérée puis ajoutée a celle du CLB. Les protéines cytosquelettiques fixées sur la boite sont
rincées par le tampon Tris/HCl, puis resolubilisées par ajout de 30 pul de tampon Tris/HCl supplémentés

de SDS 1% ou par 30 pul de tampon RIPA ( ) (figure 63).
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c) Fractions soluble et insoluble

Lorsque les cellules sont lysées par le tampon DSB (Detergent Soluble Buffer : 50 mM Tris/HCI a
pH 7,4 ; 150 mM NaCl ; 1mM EDTA ; 1% Triton X-100) aprés incubation pendant 30 minutes sur glace,
I’extrait protéique est centrifugé a 34000 g pendant 10 minutes a 4°C. Le surnageant est récupéré,
tandis que le culot est resolubilisé par ajout de 100 pl de Detergent insoluble buffer (DIB) (50 mM
Tris/HCl a pH 6,8 ; 2% SDS; 100 mM DTT ; 10% glycérol) (figure 63) ou resuspendu par 100 pul de
tampon Laemmli (62,5 mM Tris/HCI, pH 6,8, 10% glycérol, 2% SDS, 5% R-mercaptoéthanol, 0,02% bleu

de bromophénol) ( ).

B) Déphosphorylation des échantillons

Vingt microgrammes de protéines sont incubés dans un tampon de déphosphorylation (50 mM
Tris/HCI, pH 7,6 ; 100 mM NaCl ; 1 mM DTT ; 10 mM MgCl,) sans anti-phosphatase (Phos-stop (Roche
Diagnostics)) mais additionnés de 10-20 U de phosphatase alkaline (Sigma P6774) pendant 8 heures a
37°C. Ensuite, les protéines sont dénaturées dans du tampon Laemmli (62,5 mM Tris/HCI, pH 6,8 ; 10%

glycérol ; 2% SDS ; 5% R-mercaptoéthanol ; 0,02% bleu de bromophénol).

C) Dé-0-GlcNAcylation des échantillons

Vingt microgrammes de protéines sont incubés en présence d’anti-protéases, de tampon de
déglycosylation G2 (New England Biolabs B17205) et d’enzyme B-hexosaminidase (New England
Biolabs P07721) pendant 8 heures a 37°C. Ensuite, les protéines sont dénaturées dans du tampon

Laemmli.

D) Dosage de la concentration en protéines

La concentration en protéines des extraits en tampons RIPA, natif, DSB et CLB est estimée grace
au dosage de Bradford, tandis que la concentration en protéines des extraits en tampons DIB et SDS

est estimée par un dosage de Lowry.
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V) Techniques d’enrichissement des protéines

A) Immunoprécipitation des protéines O-GIcNAcylées

Avant I'immunoprécipitation, un « pré-clearing » est effectué par I'incubation de 30 ul de billes
magnétiques couplées aux protéines G (Millipore) en présence de 100 ug d’extrait protéique total
(extrait dans le tampon RIPA) dilués dans un volume total de 250 ul de tampon RIPA ; I'incubation est
effectuée pendant une heure a 4°C sous agitation lente. L’échantillon non retenu est ensuite récupéré
et incubé en présence de I'anticorps primaire RL-2 (ThermoFisher) dilué au 1/250¢ toute la nuit a 4°C
sous agitation lente. Suite a cela, I’échantillon est incubé en présence de 50 ul de billes magnétiques
pendant 2 heures a 4°C. Les billes sont ensuite lavées séquentiellement par du tampon RIPA, du
tampon RIPA/NaCl (90% RIPA ; 10% NaCl 0,5M), du tampon RIPA/TNE (50/50, v/v) et du tampon TNE
(10 mM Tris/HCl a pH 7,4 ; 150 mM NaCl ; 1 mM EDTA). Pour finir, elles sont resuspendues dans 25 pl
Laemmli et chauffées pendant 8 minutes a 95°C. La fraction soluble correspondant aux protéines

immunoprécipitées est analysée par Western-Blot.

B) Co-immunoprécipitation des protéines

Avant la co-immunoprécipitation, un « pré-clearing » des billes magnétiques couplées aux
protéines G (Millipore) est réalisé par du tampon natif. Pour cela, 100 ug d’extrait protéique dilués
dans un volume total de 250 ul de tampon natif sont incubés en présence de 30 ul de billes
magnétiques pendant une heure a 4°C sous agitation lente. L’échantillon non retenu est ensuite
récupéré et incubé en présence d’un anticorps primaire dirigé contre la desmine (Abcam), dilué au
1/250¢ toute la nuit a 4°C sous agitation lente. Suite a cela, I’échantillon est de nouveau incubé par 50
ul de billes magnétiques pendant 2 heures a 4°C. Les billes sont ensuite lavées 5 fois par le tampon
natif puis resuspendues dans 25 pl de Laemmli et chauffées pendant 8 minutes a 95°C. La fraction
correspondant aux protéines d’intérét co-immunoprécipitées avec leurs partenaires protéiques est

analysée par Western-Blot.

Vi) Techniques électrophorétiques

A) SDS-PAGE

Les protéines dénaturées dans le tampon Laemmli sont séparées par SDS-PAGE, en particulier sur
gels Stain-free (SF) acrylamide pré-coulés 7,5% ou AnykD (Mini-PROTEAN TGX, Biorad). Cette

séparation électrophorétique est effectuée pendant 30 minutes a voltage constant de 300 volts dans
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une cuve contenant du tampon de migration (190 mM Glycine ; 25 mM Tris base ; 0,1% SDS). A la fin
de la migration, les protéines du gel sont visualisées apres activation par UV a l'aide de I'imageur
ChemiDoc MP (Imaging System, Biorad)) et du logiciel ImageLab (Biorad), permettant de visualiser le
protéome total d’un échantillon grace a la technologie Stain-free. Cette technologie est basée sur
I'incorporation d’'un composé trihalo dans le gel, réagissant avec les protéines et se fixant de maniere
covalente aux résidus de tryptophane, rendant ces protéines détectables. Ici, les gels sont exposés aux

UV pendant 2,5 minutes ou pendant 5 minutes aprés enrichissement protéique.

Les protéines sont ensuite transférées sur une membrane de nitrocellulose de porosité 0,2 um avec le
systeme de transfert Trans-blot Turbo (Biorad). Ce transfert semi-sec a lieu dans une cassette a 1,3 A
et 25 V par mini-gel pendant 10 minutes. Suite a cette étape, la détection des protéines du gel sur la
membrane est effectuée a 'aide de I'imageur ChemiDoc MP grace a la technologie Stain-free afin de

s’assurer du bon transfert des protéines.

B) Phos-tag PAGE

L'extrait protéique préalablement dénaturé par le tampon Laemmli est séparé sur gel Phos-tag

PAGE de 1,5 mm d’épaisseur, composé :

- D’un gel de concentration (4% acrylamide/bisacrylamide [29:1] ; 125 mM Tris/HCI pH 6,8 ; 0,01%
SDS ; 0,06% APS ; 0,034% TEMED)

- D’un gel de séparation (7,5% ou 12% acrylamide/bisacrylamide [29:1] ; 375 mM Tris/HCl pH 8,8 ;
0,01% SDS ; 10 mM MnCl, ; 20 pM Phos-Tag™ acrylamide [AAL-107, NARD Institute] ; 0,5% APS ;
0,1% TEMED)

La séparation électrophorétique est effectuée dans une cuve contenant le tampon de migration
précédemment décrit a ampérage constant de 25 mA par gel pendant environ 110 minutes. Apres la
migration, les gels Phos-tag sont incubés pendant 7 minutes a deux reprises dans le tampon de
transfert (20% Ethanol ; 20% Transfert buffer 5X [Trans-Blot Turbo, BioRad]) auquel on ajoute 1 mM
d’EDTA, puis a deux reprises dans ce méme tampon sans EDTA. Puis, les protéines sont transférées sur
une membrane PVDF de porosité 0,2 um avec le méme systeme décrit précédemment (voir
paragraphe SDS-PAGE). La qualité du transfert est controlée en réalisant une image grace a l'imageur

ChemiDoc MP suite a I'incubation des membranes dans le rouge Ponceau.
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C) WGA-PAGE

L'extrait protéique préalablement dénaturé par le tampon Laemmli est séparé par un gel WGA de

1 mm d’épaisseur composé de trois gels différents ( ) :

- Un gel de concentration (5% acrylamide/bisacrylamide [37,5:1] ; 125 mM Tris/HCIl, pH 6.8 ; 0,1%
SDS ; 0,06% APS 10% ; 0,034% TEMED)

- Un gel WGA (7,5% ou 12,5% acrylamide/bisacrylamide [37,5:1] ; 375 mM Tris/HCI, pH 8.8 ; 0,1%
SDS ; 0,5% APS 10% ; 0,1% TEMED ; 4% WGA 10 mg/ml [BioWorld Tritium Vulgaris (Wheat) lectin]

diluée dans un tampon Tris/HCI 10 mM, pH 7.5) mesurant 0,9 cm de haut

- Un gel de séparation (7,5% ou 12,5% acrylamide/bisacrylamide [37,5:1] ; 373 mM Tris/HCI, pH 8.8
; 0,1% SDS ; 0,5% APS 10% ; 0,1% TEMED) mesurant 3,75 cm de haut

La migration électrophorétique est réalisée dans le tampon de migration décrit précédemment a
ampérage constant de 25 mA par gel. Ensuite, les protéines sont transférées sur une membrane de
nitrocellulose de porosité 0,2 um avec le méme systeme décrit précédemment (voir paragraphe SDS-
PAGE). La qualité du transfert est controlée en réalisant une image grace a I'imageur ChemiDoc MP

suite a I'incubation des membranes dans le rouge Ponceau.

VIl)  Analyse protéique par western-blot

A) Saturation / incubation anticorps primaires

La saturation de la membrane s’effectue dans une solution contenant 5% de lait écrémé ou de BSA
dans du TBS-T (Tris Buffer Saline-Tween : 15 mM Tris/HCl, pH 7,6 ; 140 mM NaCl ; 0,05% Tween-20)
pendant une heure a température ambiante et sous agitation constante. Suite a cela, la membrane est
incubée toute la nuit a 4°C sous agitation a I'aide de la solution de saturation contenant les anticorps

primaires (tableau 2). Puis, trois ringages de 10 minutes chacun sont réalisés dans du TBS-T.

B) Incubation anticorps secondaires / Révélation

La membrane est incubée pendant une heure a température ambiante sous agitation constante a
I'aide de la solution de saturation contenant les anticorps secondaires (Anti-lapin et/ou anti-souris,
HRP-linked 1gG, Cell Signaling #7074 ou #7076 respectivement). Cing ringages consécutifs de 10
minutes chacun sont réalisés dans du TBS-T. Ensuite, le réactif ECL Clarity (Biorad) est déposé de
maniere homogene avant de révéler la membrane grace a I'imageur ChemiDoc MP. Les images sont

acquises et analysées a I'aide du logiciel ImageLab® (Biorad).
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Espéece Cible Poids Solution Dilution Dilution Référence
moléculaire blocage anticorps I°™ | anticorps I13
Souris RL-2 / BSA 5% 2500¢ 20000°¢ MAI-072
Lapin OGT 110 kDa Lait 5% 2000°¢ 10000°¢ ab50273
Souris OGA 147 kDa Lait 5% 2000¢ 10000°¢ ab68522
Souris Desmine 53 kDa Lait 5% 50000¢ 20000°¢ ab6322
Lapin CamKIl 56 kDa BSA 5% 1000° 10000°¢ #4436
Lapin P-CamKiII 56 kDa BSA 5% 1000¢ 10000¢ #12716
Lapin PAK1 61-65 kDa Lait 5% 1000¢ 5000¢ #2602
Lapin P-PAK1/2 61-65 kDa Lait 5% 1000¢ 5000¢ #2606
Souris Ubiquitine / Lait 5% 5000¢ 5000¢ #3936
Lapin aB-cristalline 20 kDa Lait 5% 2000¢ 10000¢ ab13497
Lapin Akt 60 kDa Lait 5% 2000¢ 10000¢ #92725
Souris GAPDH 37 kDa Lait 5% 2000¢ 10000¢ ab9485
Tableau 2 : Caractéristiques et dilutions des anticorps utilisées pour le western-blot
VIll)  Analyse de I'activité des kinases et des phosphatases

A) Dosage de I'activité de PKA et PKC

L'activité de PKA et PKC est mesurée en utilisant un kit de dosage spécifique (Abcam 139435 et

139437 respectivement) selon le protocole du fabriquant. Brievement, les cellules sont lysées grace a

un tampon de lyse (20 mM MOPS ; 5 mM EGTA ; 1% NP40 ; 1 mM DTT) (figure 63) et aprés une

centrifugation a 34000 g pendant 10 minutes a 4°C, la quantité protéique du surnageant est

déterminée par un dosage BCA. Ensuite, 1 pug d’extrait protéique est utilisé pour la détection d’'un

substrat phospho-peptide spécifique par la technique ELISA, qui est phosphorylé par PKA ou PKC

active. Le niveau de phosphorylation de I’échantillon est mesuré par spectrophométrie a 450 nm.

B) Détection « en gel » de I’activité des phosphatases

L'activité des phosphatases est analysée par un dosage « en gel » grace a un substrat fluorogene,

le MUP (4-méthylumbelliféryl phosphate) qui est converti en produit fluorescent une fois hydrolysé

par la(les) phosphatase(s). Aprés lyse des cellules par un tampon RIPA dépourvu de SDS et d’anti-

phosphatases (Phos-Stop (Roche Diagnostics)), le contenu protéique est estimé par dosage Bradford.
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Ensuite, 75 pg de protéines sont séparés par Native-PAGE en utilisant la méme procédure que le SDS-
PAGE sauf que le gel de séparation 10% et de concentration 4% acrylamide/bisacrylamide [37,5 :1], le
tampon Laemmli et le tampon de migration ne contiennent pas de SDS. La séparation
électrophorétique est réalisée a ampérage constant (20 mA/gel) et a 4°C pour prévenir la perte
d’activité des phosphatases pour environ 110 minutes. Directement aprés la séparation, le gel natif est
incubé dans la solution de réaction (50 mM Tris/HCI, pH 8 ; 0,1 mM EGTA ; 0,01% Tween 20 ; 20 mM
B-mercaptoéthanol ; 20 MM MnClz; 0,5 mM MUP a 10 mM dans le DMSO) pendant 15 minutes a 37°C
avec agitation manuelle chaque minute. Les bandes fluorescentes correspondant a I'activité des

phosphatases sont détectées aprées exposition aux UV (365 nm) par le ChemiDoc MP (Biorad).

IX) Identification des protéines des fractions insoluble et cytosquelettique

A) Précipitation des échantillons

Deux cents microgrammes de chaque échantillon subissent une précipitation au
chloroforme/méthanol. Briéevement, 3 volumes de méthanol, 0,75 volume de chloroforme et 2
volumes d’eau spéciale spectrométrie de masse sont ajoutés a I’échantillon avant d’effectuer une
centrifugation pendant 2 minutes a 15000 g. La phase aqueuse supérieure est éliminée et 2,25 volumes
de méthanol sont ajoutés avant de réaliser la méme centrifugation que décrite précédemment. Le

surnageant est éliminé tandis que le culot est mis a sécher sous hotte pendant environ 2 heures.

B) Réduction, alkylation et digestion des protéines

Le culot est resuspendu par du tampon de digestion (0,1M NH4HCOs;) additionné de tampon de
réduction (10 mM DTT (dithiothreitol) pendant 5 minutes a 80°C. Lorsque les échantillons ont refroidi,
ils sont incubés en présence de tampon d’alkylation (50 mM IAA (iodoacétamide)) pendant 20 minutes
a température ambiante et a I'obscurité. Enfin, aprés I'ajout de 0,1 pg de trypsine pendant 3 heures a

37°C, on ajoute de nouveau 0,1 pg de trypsine pendant la nuit a 37°C.

C) Analyse par spectrométrie de masse de type nano-LC-MS (nano liquid chromatography —

mass spetrometry)

Lorsque les peptides ont été digérés, ils sont séparés sur un systeme U3000 nano-LC (Dionex-LC
Packings, Sunnyvale, CA, USA). Apres une étape standard de pré-concentration (C18 cartridge, 300 um,

1 mm), les peptides sont séparés sur une colonne de chromatographie en phase inverse sur phase C18
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(Acclaim PepMap100, 75 um i.d. x 15 cm, 3 um, 100 A) avec un gradient d’ACN (0% d’ACN pendant 3
minutes ; 0 a 15% d’ACN pendant 7 minutes ; 15% a 65% d’ACN pendant 42 minutes ; 65% a 90% d’ACN
pendant 5 minutes, et 90% d’ACN pendant 6 minutes). Le débit est établi a 300 nl/min et un total de
110 fractions sont automatiquement collectées (une toutes les 30 secondes) puis déposées sur une
cible AnchorChip™ 600 MALDI grace au collecteur de fractions Proteineer™ (Brukers Daltonics). La
matrice CHCA (a-Cyano-4-hydroxycinnamic acid) est ajoutée a chaque dépot ; 2 pl de matrice, a une
concentration de 0,3 mg/ml dans I'acétone : éthanol : 0.1% TFA (3 : 6 : 1 V/v/V) sont ainsi déposés

durant le processus de collecte des fractions.

X) Analyse statistique

L'étude densitométrique des signaux résultant des Western-Blot est effectuée par le logiciel
Imagelab® ; les quantifications sont normalisées au profil protéique obtenu par la détection Stain free
ou a l'aide d’un standard interne. Les groupes sont comparés entre eux a I'aide d’un test Kruskal-Wallis
(GraphPad Prism®) et les échantillons sont distribués sur différents gels effectués en paralléle. Les
expériences sont réalisées sur cing boites par cultures et sur trois cultures indépendantes (n =15 ; N =
3). Les résultats sont présentés sous forme de tableaux ou d’histogrammes avec la moyenne +/- I'écart-
type standard a la moyenne (SEM) et les valeurs aberrantes sont supprimées si elles existent. Les

niveaux de significativité sont indiqués par * si p < 0,05, ** si p < 0,01, *** si p < 0,001.
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RESULTATS



Avant-propos

Lors des réflexions faites pour réaliser cette étude, le choix du modele a été discuté. Bien qu’un
modele animal reste toujours plus proche de ce qui pourrait étre obtenu chez I'Homme, le choix s’est
porté sur un modele cellulaire pour la simplicité de mise en ceuvre. En effet, il s’avere étre beaucoup
plus simple de faire varier le taux d’O-GlcNAcylation a I'aide de molécules pharmacologiques dans les
cellules que chez les animaux. De plus, la culture cellulaire permet d’obtenir des échantillons
rapidement, en grand nombre et présentant une grande reproductibilité. Enfin, puisqu’aucune donnée
bibliographique existe concernant I'impact de la O-GlcNAcylation sur la desmine dans le muscle
squelettique, le modele cellulaire est le plus adapté pour cribler toutes les répercussions de la MPT sur

notre protéine d’intérét.

Le modele cellulaire choisi pour mes travaux de thése correspond aux myoblastes murins de lignée
c2c12 ( ). Cette lignée a été choisi pour plusieurs raisons. Dans un premier
temps, elle est utilisée en routine au laboratoire depuis de nombreuses années et ces myoblastes sont
capables de proliférer et fusionner afin de former des myotubes matures. De plus, des études en lien
avec mes travaux de thése ont été réalisées sur ce méme modele (

). Enfin, ces cellules ont la capacité de répondre rapidement aux stimulus physico-chimique

conduisant a des changements métabolique, morphologiques et fonctionnels de celles-ci (

).

Notre but étant de moduler le taux global d’O-GIcNAcylation sur des cellules se rapprochant le plus
de l'aspect physiologique, nous avons ensuite d{ choisir le jour au cours duquel les traitements
pharmacologiques seraient appliqués. Dans la bibliographie et d’aprés des données préliminaires du
laboratoire, ce stade est défini au 5° jour de différenciation. En effet, une analyse cinétique de
I’expression des protéines structurales avait été réalisé montrant un pic du niveau protéique au 5°¢
jours. De plus, des marquages de la desmine ont révélé que celle-ci était localisée de maniere
homogeéne au sein de myotubes au 5¢ jour de différenciation (figure 64) alors que son expression et sa
localisation semblaient étre altérées chez des myotubes au 10° jour de différentiation (figure 64). Ces

données sont également en lien avec le fait qu’a partir d’un certain stade de différenciation, les

myotubes dégénérent.

A

B Figure 64 : Marquage
par
immunofluorescence
de la desmine dans
des myotubes au 5°¢
jour (A) et au 10° jour
de différenciation (B)
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Un certain nombre de protocoles expérimentaux utilisés lors de ces travaux n’étaient pas en place
au laboratoire. C'est pourquoi, certaines approches ont nécessité une optimisation importante de
protocoles pré-existants ou récemment publiés. Ces différentes étapes de mises au point seront

détaillées en amont des résultats correspondants.
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1) Modulation du taux global d’O-GIlcNAcylation

A) Approches méthodologiques pour moduler le taux de O-GIcNAcylation

Il existe de nombreuses stratégies afin de moduler le taux global d’O-GIcNAcylation dans les
cellules. Pour rappel, le motif GIcNAc est ajouté sur les protéines par I'enzyme OGT dont I'unique
substrat est I'UDP-GIcNAc, provenant de la voie de biosynthése des hexosamines. Cette voie étant tres
sensible a la disponibilité du glucose intracellulaire, la premiére possibilité est d’exposer les cellules a
des conditions hypo- ou hyperglycémiantes. Pour cela, il est possible de placer les cellules dans un
milieu de culture a1 g/Lou 4,5 g/L de glucose dans le but de faire varier le flux de la voie de biosynthése
des hexosamines ( ). Outre le glucose, il existe un autre facteur limitant a cette voie
métabolique ; il s’agit de I'enzyme GFAT, qui permet de transformer le fructose-6-phosphate en
glucosamine-6-phosphate. Certaines molécules telles que I'azasérine ou le DON (

) ont été utilisées afin d’inhiber cette enzyme, réduisant la production
d’UDP-GIcNAc et donc la O-GlcNAcylation. A I'inverse, le taux d’O-GIcNAcylation peut étre augmenté
en ajoutant de la glucosamine dans le milieu de culture ou bien en I'administrant chez I'animal (

). Celle-ci va étre convertie en glucosamine-6-phosphate et pourra intégrer la voie de
biosynthese des hexosamines afin de produire le produit final de la voie métabolique, qui servira de
substrat a I'OGT. Contrairement au changement de taux de glucose dans le milieu, I'intérét principal
de I'ajout de glucosamine est qu’elle va augmenter de maniere plus efficace le taux d’O-GIcNAcylation.
En effet, puisque la glucosamine-6-phosphate arrive aprés la GFAT dans la voie, cette derniere ne

pourra pas exercer son role de rétrocontrole négatif pour freiner la production d’UDP-GIcNAc.

Enfin, au-dela de moduler la production d’UDP-GIcNAc, il est également possible de venir inhiber
directement le couple d’enzyme qui régule le mécanisme d’O-GlcNAcylation ( ). La mise
au point et le développement de ces molécules pharmacologiques spécifiques s’est fait d’années en
années. |l existe aujourd’hui plusieurs inhibiteurs de I'OGT tels que I'UDP-55-GIcNAc, I'alloxan, le
ST045849, le BZX, I’Osmi-1 et de 'OGA comme le thiamet G, la PUGNAC, le NAG-thiazoline, le NButGT,
le MK8719 ou encore les GlcNAcstatines ( ). Cependant, certaines
molécules et certains effets restent encore trop peu efficaces puisque la spécificité de certains
composés n’est pas bien définie. En effet, certaines molécules présentent une spécificité relative pour
leur substrat et vont avoir des effets non attendus sur d’autres molécules (effet « off-target »)
( ). C'est le cas de la PUGNAc qui, en plus de cibler I'OGA va également

cibler les N-glycannes ( ).
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Pour pallier a I'utilisation de ces substances, des chercheurs sont directement intervenus sur le
géne codant pour ces enzymes par adénovirus pour les surexprimer ou par siARN ou knock-out
inductible pour réduire voire totalement abolir leur expression (

) (figure 65). Il existe cependant un inconvénient majeur a ces méthodes qui
touchent les enzymes régulatrices. En effet, puisque la O-GIcNAcylation est régulée par un unique
couple enzymatique, le fait de modifier leur expression ou leur activité aura non seulement des
répercussions sur le mécanisme cellulaire étudié mais également sur d’autres fonctions. De plus, il
existe des phénomeénes de rétrocontréles qui vont venir moduler I'expression et/ou I'activité des
enzymes dans un souci de stabilité de la O-GIcNAcylation au sein de I'organisme (

). Ainsi, il a été montré que l'inhibition de 'OGT conduisait a une augmentation de sa propre

expression et a une diminution de I'expression de I'OGA, et inversement.

molécules
Glucose ——sGiucose-8-P —Fructose-6-P Azasérine, DON | pharmacologiques dans le
=

8 but de moduler le taux de O-

I’I ,,,,,,,,,,, L i aid e Figure 65 : Sélection des

Glucosamine-6-P Glucosamine GlcNAcylation.  Afin  de

diminuer le taux d’O-

Ac,-55-GlcNAC, ] GlcNAcylation, le Ac4-5S-
$T045849, BZX, UDP-GleNAe GlcNAc, inhibiteur de 'OGT a
Alloxan, Osmi-1 été choisi. En paralléle, le

Thiamet G, inhibiteur de
I’'OGA est aussi sélectionné

pour augmenter le taux de
O-GIcNAcylation (d’apres
Nie et Yi, 2019)

Thiamet G, MK8719,
NAG-thiazoline, NButGT,
PUGNAC, GIcNACc statines

B) Modulation du taux global d’O-GlcNAcylation des cellules C2C12

Pour cette étude, nous avons donc sélectionné des molécules pharmacologiques capables de
modifier le taux global d’O-GlcNAcylation. Dans un premier temps, nous avons choisi d’utiliser le
Thiamet G qui est un inhibiteur de I'OGA ( ) puisque celui-ci avait déja été utilisé au
laboratoire lors d’une précédente étude et que son efficacité sur la O-GIcNAcylation avait été prouvée

( ). Afin d’inhiber I'OGT, notre choix s’est porté sur le Acs-55-GIcNACc (5S) (
).
Ces deux inhibiteurs sont appliqués sur les myotubes C2C12 matures au 5° jour de
différenciation. Alors que le traitement au Thiamet G avait déja été optimisé au laboratoire, I'utilisation

du Acs-55-GIcNAc a d{ étre mise au point (concentration, durée) dans le cadre de mes travaux. De plus,

leur efficacité a été déterminée par la quantification du taux d’O-GlcNAcylation dans les myotubes.
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Ces inhibiteurs sont appliqués pendant la nuit a une concentration de 0,5 uM pour le Thiamet G et 5

KM pour le Acs-55-GIcNAc. Les concentrations et la durée de traitement sélectionnées n’étaient pas

cytotoxique puisqu’elles n’affectent pas la viabilité cellulaire (figure 66A), ni I'état de différentiation

calculé grace a l'index de fusion (figure 66B-E). Ces traitements n’induisent pas non plus de

modifications du niveau protéique des enzymes responsables de la O-GlcNAcylation, 'OGT et 'OGA

(données non présentées).

A

e o 9o
w > o

Absorbance (a.u)
e
N

Index fusion

Figure 66 : Validation des
traitements. Quantification de la
viabilité cellulaire apreés application
d’un protocole colorimétrique (A).
Analyse de la différenciation des
myotubes C2C12 par calcul de
Iindex de fusion aprés une
coloration au  May-Griinwald-
Giemsa  (MGG) (B).
représentatives des myoblastes et

Images

myotubes C2C12 apres coloration
MGG. Les données sont présentées
sous forme de moyenne +SEM
comparé a la condition contréle. (n =
8 pour la viabilité cellulaire ; n = 4
pour la différenciation cellulaire).

Comme le montre la figure 67, ces deux traitements n’entrainent pas de changement au niveau

du profil protéique total obtenu par la technologie Stain-free aprés exposition aux UV (figure 67A). En

revanche, ils sont efficaces sur la O-GlcNAcylation globale des cellules puisque le Acs-55-GlcNAc

conduit a une diminution significative du taux global d’O-GlcNAcylation des myotubes C2C12 de 52,7%

(0,54 £ 0,11, p<0,05), alors que le Thiamet G induit une augmentation significative de 246,8% (3,87

0,66, p<0,01) du taux d’O-GlcNAcylation (figure 67C) par rapport au contrdle (1,00 + 0,26)
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Figure 67 : Quantification du taux global d’O-GlcNAcylation aprés traitement au Acs-5S-GIcNAc ou au
Thiamet G. Les protéines extraites des myotubes C2C12 apres traitements sont séparées par SDS-PAGE sur
gel AnykD. Les profils protéiques sont visualisés grdce a la technologie Stain-Free (A), le taux d’O-
GIcNAcylation est visualisé avec I'anticorps RL-2 par western-blot (B). Les signaux sont quantifiés et
normalisés par rapport au profil Stain-Free. Les résultats sont présentés sous forme de moyenne + SEM. (C).
*:p<0,05, *** : p<0,001 (n = 15, N=3 cultures indépendantes)
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)

Impact de changement d’O-GlcNAcylation sur la desmine

A) Expression de la desmine

Apres avoir optimisé les traitements permettant de faire varier le taux global d’O-GlcNAcylation

des cellules C2C12, nous avons analysé leur impact sur I'expression de notre protéine d’intérét, la

desmine en utilisant la technique du western-blot. La figure 68 montre qu’un traitement au Acs-5S-

GIcNAc entraine une augmentation significative de I'expression de la desmine de 44% (1,37 + 0,13,

p<0,05) comparé au contréle (0,99 = 0,07) alors que le Thiamet G n’a pas d’influence sur son

expression.
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de
desmine.

Quantification
de la
L’intensité des signaux obtenus par

Figure 68 :
I’expression

western-blot est quantifiée et
normalisée et les résultats sont
présentés sous forme de moyenne +
SEM. *: p<0,05(n = 15 N=3
cultures indépendantes)

B) Partition de la desmine

a) Choix et validation des protocoles de fractionnement

Pour aller plus loin dans cette réflexion et afin de voir si nos traitements avaient un effet sur la

distribution de notre protéine d’intérét au sein de la cellule, nous avons réalisé un fractionnement

protéique. Pour cela, nous nous sommes inspirés de différents protocoles existants afin d’analyser les

fractions protéiques soluble et insoluble, ainsi que la fraction du cytosquelette (tableau 3).

Protocole 1

Protocole 2

Protocole 3

Tampon d’extraction

EB (extraction buffer)

TNE + 0,5% T-100

buffer)

DSB (detergent soluble

Temps d’incubation

10 minutes sur glace

Directement

30 minutes sur glace

Homogénéisation

lha4°C

Centrifugation (4°C)

18000 g, 10 minutes

‘ 14000 g, 20 minutes

34000 g, 10 minutes

Surnageant = fraction soluble

Solubilisation culot

Tampon Laemmli ou RIPA

Référence

(

)

(

) |

)

Tableau 3 : Tableau comparatif des trois protocoles de fractionnement pour obtenir une fraction soluble (S) et

insoluble (I).

Notre choix s’est porté sur le protocole de Grose et son équipe, qui présentait la plus grande

reproductibilité, pour obtenir les fractions soluble (S) et insoluble (1) (

) et sur le
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protocole de Choi et collaborateurs afin d’isoler le cytosquelette (C) ( ). Dans un premier
temps, nous pouvons observer que les profils protéiques de ces fractions sont différents, en particulier
les fractions solubles comparées aux fractions cytosquelettique et insoluble ; on observe également
gue malgré quelques signaux différents représentés par des fleches bleues sur la figure 69, les profils

de la fraction cytosquelettique et de la fraction insoluble sont tres similaires.

Afin de valider notre extraction différentielle, un western blot dirigé contre certaines protéines
a été réalisé. Nous avons sélectionné les marqueurs Akt et GAPDH, protéines se retrouvant
uniquement dans les fractions solubles (S) (figures 69A et B, bande gauche) mais également la desmine
qgue I'on observe en majeure partie dans les fractions cytosquelettique (C) et insoluble (I) (figures 69A

et B, bande droite).

"3 —[=__]—GAPDH "3 —[__]1—GAPDH
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S C S 1

— : =
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Figure 69 : Validation de la partition protéique suite a I'extraction différentielle. Les protéines sont extraites
des myotubes C2C12 selon différents protocoles, et réparties en différentes fractions : S, soluble par le
tampon CLB ; C, cytosquelettique par le tampon SDS ; S, soluble par le tampon DSB ; I, insoluble par le
tampon DIB. Les différentes fractions sont séparées par SDS-PAGE sur gel AnykD. Les profils protéiques sont
visualisés grdce a la technologie Stain-Free et les fleches bleues correspondent aux différences de profil entre
la fraction cytosquelettique (C) et la fraction insoluble (1). L’expression des protéines Akt, desmine et GAPDH

est visualisée apres western-blot (a droite).

Nous avons complété notre analyse par lidentification par spectrométrie de masse des
protéines présentes dans chacune de ces fractions (voir tableau en annexe). Comme le montre le
diagramme de Venn présenté sur la figure 70, les fractions insoluble et cytosquelettique comptent 67
protéines identiques, 18 sont uniqguement retrouvées dans la fractison insoluble tandis que 103 sont
retrouvées dans la fraction cytosquelettique uniquement. Ces données sont cohérentes avec les

observations que nous avons faites grace aux profils protéiques de chaque fraction (figure 70).

Figure 70 : Diagramme de Venn
Cytosquelette s Insoluble représentant le nombre de protéines au
118 40 sein de la fraction insoluble et
cytosquelettique ainsi que les protéines

communes a ces deux fractions.
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b) Analyse de la fraction insoluble

A la suite de la validation de cette extraction différentielle, nous avons analysé la fraction insoluble
dans sa globalité. Pour cela, 'ensemble du culot a été resuspendu dans du Laemmli, la totalité de
I’échantillon a été séparé par SDS-PAGE et le profil protéique total de chaque échantillon obtenu par
la technologie Stain-Free a été quantifié. La figure 71 montre qu’un traitement au Acs-55-GIcNAc ne
modifie pas le contenu de la fraction insoluble, en revanche, le Thiamet G a tendance a augmenter la

guantité de matériel insoluble (1,14 + 0,05, p = 0,1) par rapport au contrdle (0,98 + 0,03).
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Figure 71 : Quantification de la
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c) Analyse de la partition de la desmine

Ensuite, nous nous sommes intéressés a la distribution cellulaire de la desmine, notre protéine
d’intérét, au sein de ces fractions grace a la technique de western-blot. Les données de la figure 72
montrent qu’un traitement au Thiamet G entraine une diminue significative de 33% (0,67 % 0,06,
p<0,05) de la partition de la desmine dans la fraction cytosquelettique comparé au contréle (1,00
0,11) (figure 72A). En revanche, ce traitement au Thiamet G n’a pas d’impact sur la partition de la

desmine dans la fraction insoluble (figure 72B).

En revanche, le traitement au Acs-55-GIcNAc entraine une tendance a I'augmentation (1,23 +
0,10, p=0,1) de la distribution de la desmine dans le compartiment insoluble comparé au contréle (0,94

+0,07) mais il ne provoque pas de changement au niveau de sa localisation au niveau du cytosquelette

(figure 72A et B).
A Cytosquelettique B Insoluble Figure 72 : Quantification de Ila
o i — partition de la desmine dans les
. e fractions insolubles et cytosquelettique.
) (s = ) . T L’intensité des signaux obtenus par
% - _ 'g western-blot  est  normalisée et
8 o5 8 o5 quantifiée par rapport au Stain-Free.
Les résultats sont présentés sous forme
0.0 T T T 0.0 T T : de moyenne + SEM. * : p<0,05 (n = 15,
& o & & ¥ &L ..
N=3 cultures indépendantes)

96



C) Impact d’un changement d’O-GlcNAcylation globale sur la phosphorylation de la desmine

a) Choix de la technique d’étude de la phosphorylation : Phostag-PAGE

Pour étudier la phosphorylation, deuxieme MPT tres importante lors de cette étude, nous avons
utilisé la technique de Phostag-PAGE qui présente trois avantages majeurs. Dans un premier temps,
cette méthode permet d’analyser sans a priori les changements de phosphorylation. Deuxiemement,
elle permet de s’affranchir de I'utilisation d’un anticorps phospho-spécifique pour analyser le site
modifié. Pour rappel, la desmine présente un trés grand nombre de sites modifiés par la
phosphorylation et les anticorps ne sont pas tous disponibles. Enfin, elle permet d’éliminer les étapes
intermédiaires qui existent lors d’une purification des protéines phosphorylées par chromatographie
d’affinité, IMAC (immobilized metal afinity chromatography) ou par immunoprécipitation. A savoir que
ces techniques requiérent I'utilisation d’anticorps dirigés contre les sérines et/ou thréonine et /ou
tyrosine modifiées par la phosphorylation (P-Ser, P-Thr et P-Tyr). Le principe repose sur I'incorporation
dans le gel de séparation du composé 1,3-bis[bis(pyridin-2-ylmethyl)amino]propan-2-ol qui, couplé a
un cation métallique divalent, le plus souvent le manganése (Mn?*), va présenter une affinité pour le
groupement phosphate chargé négativement (figure 73A). Ce composé, présentant un encombrement
stérique important, entrainera une modification de migration des protéines sur lesquelles il est fixé
puisqu’elles passeront difficilement le maillage formé par I'acrylamide dans le gel et seront donc

retardées lors de la migration électrophorétique (figure 73B) ( ).

Polyacrylamide
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Phosphate-affinity SDS-PAGE gel

Figure 73 : Principe du Phostag-PAGE. Formule de la molécule de Phostag couplée
& un ion divalent (ici le Mn?*) (A). Représentation schématique du principe de la
technique électrophorétique du phostag-PAGE (B) (Kinoshita et al., 2006).
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b) Analyse de la phosphorylation de la desmine

Cette technique de Phostag-PAGE permet donc de
retarder les différentes formes phosphorylées d’une
protéine et permet d’analyser plusieurs échantillons en
simultané sur un méme gel tout comme la technique de
WGA-PAGE énoncé précédemment. Comme le montre la
figure 74A, il existerait une forme non phosphorylée (NP)
et deux formes retardées et donc phosphorylées, notées
P1 et P2, pour la desmine, la forme P2 correspondant a
la forme la plus retardée.Afin de valider ceci, nous avons
déphosphorylé notre échantillon a [l'aide de Ila
phosphatase alcaline (PA), ce qui conduit a la disparition
des deux formes retardées de la protéine tandis que

seule la bande non retardée est observée apres le

traitement a la phosphatase alcaline (figure 74A, droite).

Alors qu’un traitement au Acs-55-GIcNAc ne
provoque pas de changement de phosphorylation de la
desmine, le traitement au Thiamet G entraine une
diminution significative de l'intensité du signal de la
deuxieme forme phosphorylée (P2) (8,58% contre

14,36% pour le contrdle, p < 0,01) (figure 74B)
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Figure 74 : Détection des différentes

formes phosphorylées de la desmine a la
suite d’une séparation électrophorétique
par Phostag-PAGE et d’un western-blot
(A). Analyse de la proportion de forme non-
phosphorylée (NP), de la premiére forme
retardée (P1) et de la deuxiéme (P2) (B). PA
: phosphatase alcaline. Les résultats sont
présentés sous forme de pourcentage de
chaque signal par rapport au pourcentage
total des signaux (100%) ** : p<0,01 (n =
15, N=3 cultures indépendantes)

c) Identification des enzymes impliguées dans la phosphorylation de la desmine

Comme nous I'avons vu précédemment, un changement du taux global d’O-GIcNAcylation

conduit a une modification du taux de phosphorylation de la desmine. Or, un changement de

phosphorylation peut impliquer un changement de I'activité de kinase(s), et/ou un changement

d’activité de phosphatase(s). Afin de mieux comprendre de la dynamique entre la phosphorylation et

la O-GlcNAcylation, nous avons essayé de déterminer quelle(s) enzyme(s) est(sont) impliquée(s) dans

les changements de phosphorylation de la desmine consécutivement aux variations globales d’O-

GlcNAcylation.
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» Analyse sans a priori des activités de phosphatases

e Choix et validation de la technique d’analyse des phosphatases : MUP

Afin d’analyser et d’identifier sans a priori la ou les phosphatase(s) pouvant présenter un
changement d’activité aprés modification du taux global d’O-GlcNAcylation, nous utilisons un test
d’activité de ces protéines en gel. Brievement, I'activité des phosphatases est analysée par un dosage
« en gel » grace a un substrat fluorogene (MUP (4-méthylumbelliféryl phosphate) ou DiFMUP (6,8-
difluoro-4-méthylumbelliféryl phosphate) qui est converti en produit fluorescent une fois hydrolysé par

la(les) phosphatase(s). Les bandes fluorescentes correspondant a I'activité des phosphatases sont

détectées apres exposition aux UV ( ) (figure 75).
A CH, . , Loy
it Figure 75 : Test d’activité des phosphatases en
phosphate (MUP) /O:.ELU phosphatase 1o Yo gel. Un substrat fluorogéene (MUP (4-
o~ " o8 méthylumbelliféryl phosphate) ou DiFMUP
68-difloro- (6,8-difluoro-4-méthylumbelliféryl phosphate)
4-methylumbelliferyl CH,

phosphate (DIFMUP) est converti en produit fluorescent une fois
e ,, Om" phosphatase 1o o hydrolysé par la(les) phosphatase(s) (A). Les

= signaux fluorescents correspondant a I’activité
B 1 5 10 50 (ng) de la lambda phosphatase (1 — 50 ng) sont
: = détectés aprés exposition aux UV (B).

APPase § (Kameshita et al., 2018)

Dans un premier temps, nous avons fait le choix d’utiliser le MUP plutét que le diFMUP, puis nous
avons validé la méthode avec I'utilisation de plusieurs phosphatases purifiées telles que la phosphatase
intestinale du veau (CIP: calf intestine phosphatase (Biolabs, M0290S) ; CIP Q: calf intestine
phosphatase quick (Biolabs, M0525S)) ou la lambda phosphatase (Biolabs,P0753S) a différentes
qguantités (1 ou 5 mU). Nous avons ainsi visualisé différents signaux, avec une corrélation entre
I'intensité des signaux observés avec la quantité d’enzymes utilisées (figure 76). Nous avons ensuite
optimisé ce protocole pour analyser les extraits protéiques des cellules C2C12 différenciées en

myotubes.

CIP AP CIP CIPQ
1 5 1 5 1 5 1 5SmuU Figure 76 : Détection en gel de I'activité de

différentes phosphatases purifiées par un
composé MUP et aprés séparation par
NATIVE-PAGE 10%. CIP : calf intestine
phosphatase ; CIPQ : calf intestine
phosphatase quick ; AP : lambda phosphatase
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Dans un premier temps, nous avons déterminé quel était le gel le plus adapté a cette analyse. En
effet, deux approches électrophorétiques peuvent étre utilisées pour I'analyse des activités
phosphatases : la NATIVE-PAGE, consistant en une migration électrophorétique sans agents réducteurs
et sans agents dénaturants, et un SDS-PAGE classique nécessitant une étape de renaturation des
enzymes. Pour cela, nous avons réalisé un SDS-PAGE classique et un NATIVE-PAGE avec chacun un gel
a 10% d’acrylamide (figure 77A-B). Brievement, pour le SDS-PAGE, apres la migration, le gel passe dans
différents bains successifs : pour éliminer le SDS, puis dans un premier bain dénaturant, un second et
enfin dans un tampon renaturant. Avant I’exposition aux UV et la lecture du gel, ce dernier est plongé

dans un tampon réactionnel contenant le substrat MUP.

Nous avons également testé différentes quantités de protéines déposées (50 ou 100 ug). Enfin,
nous avons choisi le tampon d’extraction des protéines le plus adapté et donnant les images les plus
nettes entre le RIPA et un tampon MUP (5 mM Tris/HCl pH 7,5 ; 0,5 mM EGTA ; 1 mM EDTA, 1 mM B-

mercaptoéthanol) (figure 77D).

NATIVE-PAGE 10% SDS-PAGE 10% NATIVE-PAGE 8%
50 100 50 100 ug 50 100 50 100 pg 75 75 75 pg MuUP RIPA

e J— Lt

Figure 77 : Détection en gel de I'activité de phosphatase. L’activité des phosphatases d’échantillons
protéiques a été détecte aprés NATIVE- (A et C) ou SDS-PAGE (B) avec différents pourcentages
d’acrylamide et pour différentes quantités protéiques. Deux tampons d’extraction (MUP et RIPA) ont été

utilisé pour I'analyse de ces phosphatases (D).

La figure 77 nous montre que dans le cas du SDS-PAGE 10% (figure 77B), les bandes
correspondant aux phosphatases n’étaient que trés peu séparées comparées au NATIVE-PAGE 10%, et
étaient tres peu résolues (figure 77A). Par ailleurs, nous avons également modifié le pourcentage de
réticulation pour les gels natifs, en conditions non dénaturantes. Nous avons donc opté pour le NATIVE-
PAGE avec un gel a 8% d’acrylamide (figure 77C) afin de mieux séparer les bandes que lorsque le gel
comptait 10% d’acrylamide (figure 77A). De plus, puisqu’une quantité déposée de 50 pg semblait
correcte et celle de 100 pg donnait des signaux un peu trop intenses avec une saturation des signaux,
nous avons opté pour une quantité protéique déposé dans le gel de 75 ug (figure 77A). Enfin, puisque
les deux tampons d’extraction semblaient donner sensiblement les mémes signaux, nous avons
privilégié le tampon RIPA dans un souci d’homogénéisation avec nos autres protocoles d’extraction

(figure 77D).
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e Analyse des activités phosphatases

Afin d’analyser I'activité des phosphatases, nous avons donc déposé 75 ug d’échantillon sur un gel
natif contenant 8% d’acrylamide qui a ensuite été plongé dans un bain réactionnel contenant le
composé MUP. Aprées |'exposition aux UV, la lecture du gel permet d’observer quatre bandes
correspondant chacune a une activité phosphatase spécifique. La quantification de chacune de ces
bandes (données non présentées) ou de la totalité des signaux de chaque échantillon ne nous permet
pas d’observer de changement significatif de leur activité quel que soit le traitement appliqué

(figure 77).

A

Ctrl 58 ThG CIP

Figure 78 : Analyse de [lactivité des
phosphatases impliquées dans la
phosphorylation de la  desmine.
Détection en gel des différentes
phosphatases et de la CIP aprés
séparation  par native-PAGE, de
I'utilisation du MUP et d’une exposition
aux UV (A). Quantification de I'activité
de ces phosphatases (B). Les résultats

sont présentés sous forme de moyenne
+ SD (n = 15 ; N = 3 cultures
indépendantes). CIP : Calf intestine
phosphatase

> Analyse de I'activité des kinases

Nous avons montré qu’'un changement du taux global d’O-GlcNAcylation induisait un
changement de phosphorylation de la desmine sans modification des activités des phosphatases. Or,
la modulation de phosphorylation d’une protéine peut également provenir d’un changement d’activité

de kinases.

e Analyse de I’état d’activation ou de I'activité des kinases

C’est dans ce sens que nous avons sélectionné les quatre kinases majeures responsables de la
phosphorylation de la desmine : PKA, PKC, PAK et CamKII ( ). Nous avons quantifié les
activités de PKA et PKC grace a une approche ELISA et nous avons déterminé I'état d’activation de

CamKll et PAK en utilisant leur taux de phosphorylation, connue comme menant a leur activation.
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Comme le montre la figure 79, I'activité de PKA augmente a la suite d’'une diminution du taux
global d’O-GlcNAcylation (traitement par le Acs-55-GIcNAc) (1,20 + 0,06, p<0,001) comparé au contréle
(0,99 + 0,01), alors que son activité n’est pas modifiée suivant 'augmentation du taux global d’O-
GlcNAcylation par le traitement au Thiamet G (figure 79A). Les activités de PKC et PAK ne sont pas
modifiées quelle que soit la variation globale d’O-GlcNAcylation (figure 79B et figure 80B). De maniéere
intéressante, nos données montrent qu’une augmentation du taux global d’O-GIcNAcylation suite au
traitement par le Thiamet G conduit a une diminution significative de la phosphorylation de CamKI|
(0,55 + 0,06, p<0,0001) comparé au controle (1,00 £ 0,06) correspondant a une diminution de son

niveau d’activité (figure 80A), ce qui pourrait expliquer la diminution de la phosphorylation de la

desmine.
A B Figure 79 : Quantification de
s s Vactivité de PKA (A), PKC (B)
z — g —_ impliquées dans la phosphorylation
ERD E’O = == de la desmine par ELISA.
% . E y **%p<0.001: significativement
g ' E différent du contréle. (n = 15; N = 3
00 00 cultures indépendantes).
& @ & & < &
Figure 80: Quantification de [I’état A B
d’activation de CamKll (A) et PAK (B) CamKIl Y PAKL
impliquées dans la phosphorylation de
la desmine par western-blot. L’intensité P-CamKIl P-PAK1
des signaux de CamKll et PAK o8 . 15
phosphorylées est normalisée par Eos - - ¥ o T
rapport a leur niveau d’expression. %o, _ ; =
***p<0.001: significativement différent §° 2 o o8
du contréle. (n = 15; N = 3 cultures 0 i : oo . . .
indépendantes). & ® & & @ <€

e Validation de I'implication de CamKIl
= Choix, optimisation et validation des traitements pour activer CamKiII

Dans le but de valider I'impact de CamKII sur la phosphorylation de la desmine, nous avons choisi
de traiter nos cellules avec la caféine et le KN93, connus comme étant respectivement activateur et
inhibiteur de la kinase. Dans un premier temps, il a fallu optimiser la dose ainsi que la durée de ces
nouveaux traitements dans le but d’augmenter et de diminuer I'activité de CamKII. Puis, nous avons
vérifié la viabilité de ces traitements et avons montré qu’ils n’étaient pas cytotoxiques puisque plus de

80% des cellules étaient viables apres leur application, dépassant ainsi le seuil critique de viabilité
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( ) (données non présentées). Afin d’étre en adéquation avec la durée
de nos traitements initiaux (Acs-55-GIcNAc et thiamet G), nous avons également opté pour un

traitement sur la nuit pour I'utilisation de ces deux nouvelles molécules.

Concernant la dose optimale, nos données montrent que les doses de 0,5 et 1 mM ne modifie
pas l'activité de CamKiIl, seule la dose de 3 mM de caféine permet d’augmenter significativement
I'activité de CamKIlI (figure 81A). Bien que les doses testées pour le KN93 (5, 10 et 20 uM) ont tendance
a diminuer I'activité de la kinase, aucune donnée n’est significative (figure 81B), ce qui pourrait étre
en partie expliqué par le fait que les traitements ont été appliqué a I’état basal de CamKIl. En revanche,

lorsque nous avons réalisé un co-traitement de nos cellules en présence de caféine (3 mM) et de KN93

(20 uM), I'activité de CamKII est significativement diminuée (figure 81C).

A * B p=0,15
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Figure 81 : Quantification de I'activité de CamKIl a la suite d’un traitement & la caféine (A), au KN93 (B) et
d’un co-traitement caféine et KN93 (C). Les résultats sont présentés sous forme de moyenne + SD : * : p<0.05
(n=5)

= |mpact sur la phosphorylation de la desmine

Puisque que ces nouveaux traitements sont efficaces et permettent de moduler I’activité de

CamKll, nous avons voulu voir s’il existait un lien entre la kinase et la phosphorylation de la desmine.

Pour cela, nous avons de P2 Figure 82 : Détection des
e . - — - — P1 différentes formes phosphorylées
nouveau utilisé la technique e NP if f, S pnospnory
de la desmine a la suite d’une
Ph -PAGE a | i ; Lo »
de Phostag-PAGE a la suite de c Caf Caf + séparation électrophorétique par
ces nouveaux traitements. La KN-93 Phostag-PAGE et d'un western-
Erk blot et apres un traitement a la
. , 100+ == = P2
figure 82  montre  qu'un : [ ] pood = p1 caffeine (Caf) ou un co-traitement
traitement a la caféine seule, g 1 | | = Np caféine + KN-93 (Caf + KN-93) (A).
, . £ - Analyse de la proportion de forme
synonyme d’augmentation de § non-phosphorylée (NP), de la
I'activité de CamKIl, n’a pas = premiére forme retardée (P1) et
. de la deuxiéme (P2) (B). ***:
d’impact sur la 0 ; T T
C Caf Caf+ p<0,001 (n = 15; N = 3 cultures
phosphorylation de la KN-93 indépendantes).
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desmine. En revanche, lorsque I'activité de la kinase est diminuée par un co-traitement a la caféine et
au KN-93, on observe une tendance a I'augmentation de la premiére forme retardé (P1) (16,44% contre
10,05% pour le contrdle, p = 0,09) et une diminution significative de la deuxiéme forme retardée et
phosphorylée (P2) (3,36% contre 13,33% pour le contrdle, p < 0,001). L’'ensemble de ces résultats
supportent donc le fait que CamKiIl est impliquée dans la phosphorylation de la desmine, notamment

par la diminution de la bande retardée P2.

e  O-GIcNAcylation de CamKil

Nous nous sommes également intéressés a la O-GIlcNAcylation de la protéine CamKIl. De
maniére intéressante, cette derniére kinase est connue comme étant O-GIcNAcylée (

). De plus, puisqu’une augmentation de la O-GIcNAcylation par un traitement au Thiamet G

6+ semble avoir un impact sur la phosphorylation de la desmine
k&%
g tout en modulant I'activité de CamKIl, nous voulions vérifier
£ 4
o s’il y avait un lien entre ces deux éléments. C’est pourquoi
£ ) nous avons immunoprécipité les protéines O-GlcNAcylées
E 2
O
& I&l grace a l'anticorps RL2 avant de réaliser un western-blot
0 N - o dirigé contre 'enzyme CamKlIl. Nos données montrent qu’un
o @ <

traitement au Thiamet G n’entraine pas de changement d’O-
Figure 83 : Quantification de la O-

GlcNAcylation de CamKil  apres GlcNAcylation de CamKll. En revanche et de maniere
immunoprécipitation des protéines O- surprenante, le Acs-55-GIcNAc provoque une augmentation
GIcNAcylées. Les résultats sont

présentés sous forme de moyenne + significative de la MPT de I'enzyme (4,10 + 0,7, p<0,001)

SD: ***:p<0.001 (n=15;N=3) comparé au contréle (1,00 + 0,13) (figure 83).

D) Impact d’un changement d’O-GIcNAcylation global sur la O-GlcNAcylation de la desmine

a) Analyse de la O-GIcNAcylation de la desmine

Le premier pas dans I'étude des MPT de cette étude a été d’analyser la phosphorylation. La
deuxieme modification que nous avons étudié est la O-GIcNAcylation de notre protéine. Pour cela,
nous avons réalisé une immunoprécipitation a I'aide de I'anticorps RL2 dans le but de purifier
I'ensemble des protéines O-GIcNAcylées. Ces derniéres ont ensuite été séparées par SDS-PAGE a la
suite duquel nous avons effectué un western-blot avec des anticorps dirigés contre la desmine. Comme
le montre la figure 84, les deux traitements ne modifient pas significativement le taux d’O-

GlcNAcylation de la protéine. Nous observons uniqguement une tendance a la diminution du taux d’O-
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GlcNAcylation de la desmine aprés un traitement au Thiamet G (0,60 * 0,11, p=0,06) comparé au

contrdle (0,93 +£0,11).

15+
p=0,1 Figure 84 : Quantification de la O-
- :
o . . .
& 1] T GIcNAcylation de la desmine. Les signaux
@ =5 obtenus par western-blot et normalisés
e T par rapport a leur expression, leur
3 05 ’
2 intensité est quantifiée et les résultats
sont présentés sous forme de moyenne *
b T ] g SEM. (n =15, N=3 cultures indépendantes)
Y & &
¢ Q

b) Dynamigue O-GIcNAc / phosphorylation de la desmine

Nous avons vu précédemment qu’il existe un lien fort entre Desmine
la O-GlcNAcylation et la phosphorylation. Cependant, bien que ) ) IP-RL2

, . , N . (kDa)
des études se sont intéressées a cette dynamique, peu de 75 — -
recherche se sont focalisées sur les filaments intermédiaires ou — P1
la desmine. C’'est pourquoi, nous avons analysé conjointement 50 — | | |4 | — NP
ces deux MPT. Pour cela, nous avons réalisé une
immunoprécipitation avec I'anticorps RL-2 afin de purifier les

Figure 85 : Séparation

protéines O-GlcNAcylées. Ces protéines ont ensuite été séparées électrophorétique de la desmine

par Phostag PAGE avant de réaliser un western-blot dirigé contre | par Phostag-PAGE, avec (+) ou

sans (-) purification préalable de sa

la desmine. Comme le montre la figure 85, lorsque la desmine est forme 0-GlcNAcylée. La desmine

O-GlcNAcylée, elle n’est pas phosphorylée (a gauche de la figure), | est détectée par western-blot
. T . .. ., aprés immunoprécipitation des
contrairement a I'extrait protéique total qui présente une forme P . precip )
protéines  O-GIcNAcylées  par

non phosphorylée et deux formes retardées correspondanta des | [anticorps RL-2 (& gauche) et pour

formes phosphorylées (P1 et P2). Pextrait total (a droite).

E) Pattern de phosphorylation et d’O-GlcNAcylation de la desmine selon les fractions

subcellulaires

a) Choix et optimisation de la technique WGA-PAGE

Habituellement, la variation d’O-GlcNAcylation sur des protéines spécifiques est quantifiée par
western-blot dirigé contre la protéine d’intérét apres une étape d’enrichissement des protéines O-
GlcNAcylées par immunoprécipitation (avec les anticorps CTD110.6 ou le RL2), ou chromatographie

d’affinité (avec les lectines WGA et sWGA), suivi de leur détection par western blot (
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). Cependant, cette technique permet uniquement de considérer
le niveau global d’O-GIcNAcylation, indépendamment du nombre de sites modifiés. Ici, notre but était
d’analyser les différents pattern d’O-GIcNAcylées de la desmine selon la fraction subcellulaire étudiée.
Pour cela, nous avons eu recours a une technique innovante développée il y a quelques années : la

WGA-PAGE (Wheat Germ Agglutinin — PolyAcrylamide Gel Electrophoresis).

Basée sur le méme principe que le Phostag-PAGE, cette méthode présente I'énorme avantage de
discriminer les différentes formes d’O-GlcNAcylation et de visualiser le pattern de O-GIcNAcylation
d’une protéine cible en analysant plusieurs échantillons simultanément (

). De plus, cette approche ne nécessite aucune étape de marquage ou de couplage, et la
préparation de I'échantillon en amont de I'électrophorese se résume a |'étape de dénaturation de

I’échantillon protéique dans le tampon Laemmli, comme pour un SDS-PAGE classique. Cette approche

électrophorétique repose sur
|'utilisation d’un gel d’acrylamide co- ®w  ® . ©
[ s Protein of O-GleNAc 5
polymérisé avec la WGA (Wheat Germ . g- o e
o . - =8 8 O
Agglutinin, une lectine reconnaissant ©0 00
. / @ ﬂ D polyacrylamide-
le  motif O-GlcNAc), présentant | ¢ ... A0~ 0~ 0 conjugated OO
i 2oL / 0-GIcNA
7 . -0GICH d
I'avantage de ne nécessiter aucune D.
WGA-gel

Retardation of
mobility on
electrophoresis

étape d’enrichissement protéique

préalable. Ce gel WGA, localisé entre | sqparating
gel 0O-GlcNAcylated

forms

des gels de séparation et de migration

Non-
} O-GlIcNAcylated
form

B B

classiques, contient donc une lectine

qui va retarder les différentes formes

protéiques selon le degré d'O- | Figure 86: Représentation schématique du principe de la
technique électrophorétique de WGA-PAGE (Kubota et al., 2017).

GlcNAcylation d’une protéine

d’intérét (figure 86).

Nous avons mis en place cette technique au laboratoire et nous I’avons optimisé pour nos protéines
d’intérét, la desmine et son chaperon moléculaire I'aB-cristalline. Dans un premier temps, il a fallu
choisir la quantité de WGA optimale au sein du gel (2,5 ; 3,75 ou 5 mg/gel), mais également la quantité
de protéine déposée dans les puits (5; 10; 20 ou 50 pg/puit) (figure 87). D’apres la figure 87, il
semblerait qu’une quantité de 2,5 mg de WGA par gel et une quantité protéique de 20 ug par puit
soient suffisantes pour voir apparaitre des bandes retardées de nos deux protéines, correspondant a
leurs formes O-GIcNAcylées. Pour finir, nous avons choisi le pourcentage d’acrylamide idéal afin de
séparer au mieux les formes glycosylées et non-glycosylées de nos protéines, a savoir 7,5% pour la

desmine.
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Figure 87 : Optimisation de la technique de WGA-PAGE pour nos deux protéines d’intérét. Différentes
quantités de WGA ont été testées (2,5 ; 3,75 et 5 mg/gel) ainsi que différentes quantités de protéines ont
été déposés (5 ; 10 ; 20 et 50 ug/puit).

Nous avons également testé différentes références de WGA disponibles sur le marché (Vector lab :
L-1020, Sigma : L9640 et Bioworld : 21510011). Comme le montre la figure 88, seule la WGA Bioworld
permet d’observer des bandes retardées apres western-blot. C'est donc cette derniere que nous avons

utilisée pour nos analyses.
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Figure 88 : Test de différentes WGA
‘ disponible : Sigma : L9640 ; Vector
lab : L-1020 et Bioworld : 21510011
‘d’-"w

b) Pattern de la desmine selon la fraction soluble, insoluble et cytosquelettique

La technique WGA-PAGE permet de retarder les protéines O-GlcNAcylées selon leur nombre de
groupements O-GIcNAc. De maniére intéressante, nous avons montré que le pattern d’O-
GlcNAcylation de la desmine est spécifique de la fraction protéique. En effet, plusieurs formes O-
GlcNAcylées sont détectées pour la desmine ; de plus, les profils sont différents entre les fractions

soluble et cytosquelettique (figure 89A) suggérant que la O-GlcNAcylation pourrait impacter la

partition de la desmine.

De la méme maniere, apres séparation par Phostag-PAGE, la figure 89B montre que plusieurs
formes phosphorylées de la desmine peuvent étre détectées dans les fractions insoluble et
cytosquelettique. En revanche, on observe un tres léger signal correspondant a une forme

phosphorylée de la desmine dans la fraction soluble.
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Figure 89 : Détection des différentes formes O-GIcNAcylées (A) et phosphorylées (B) de la
desmine suite a un WGA-PAGE et un Phostag-PAGE respectivement et suivi d’un western-blot.
Cette détection est réalisée dans différentes fractions cellulaires. G formes = formes O-
GIcNAcylée ; NG = non-O-GIcNAcylée, P formes = formes phosphorylées et NP = non phosphorylée

F)

Impact d’un changement d’O-GIcNAcylation global sur I'ubiquitination

Apres avoir analysé la phosphorylation et la O-GlcNAcylation, nous avons voulu voir si un

changement du taux global d’O-GIcNAcylation pouvait avoir un impact sur I'ubiquitination. Nous avons

tout d’abord réalisé un western-blot dirigé comme |'ubiquitine et nous observons que le traitement au

Thiamet G ne modifie pas le taux global d’ubiquitine de nos échantillons. En revanche, lorsque le taux

global d’O-GlcNAcylation diminue a la suite d’un traitement au Acs-55-GIcNAc, le taux de protéines

ubiquitinylées diminue (0,56 + 0,09, p < 0,05) comparé au controle (1,00 + 0,12) (figure 90A).

Afin d’aller plus loin dans la compréhension de la dynamique entre la O-GIcNAcylation et

I"'ubiquitination, nous avons réalisé une immunoprécipitation des protéines ubiquitinylées avant de

réaliser un western-blot dirigée contre la desmine. La figure 90B nous montre que peu importe le

traitement appliqué et donc le changement global d’O-GlcNAcylation, I'ubiquitination de la desmine

reste inchangée.
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Figure 90 :  Quantification  de
B .. l'ubiquitine totale (A) et
. —|— § I'ubiquitination de la desmine (B).
—_ Em_ - Les signaux sont obtenus par
§ T western-blot et normalisés par
L 3 05| rapport a leur expression, leur
3 intensité est quantifiee et les
T 0.0 i résultats sont présentés sous forme
& @ <& ® <

de moyenne + SEM, * p < 0,05 (n =
15, N=3 cultures indépendantes)
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G) Impact d’'un changement du taux global de O-GIcNAcylation sur la desmine : bilan

L'ensemble des données présentées ci-dessus suggerent que la O-GlcNAcylation induit des

changements des propriétés de la desmine (tableau 4).

Myotubes traités Myotubes traités Figures
au Acs-55-GIcNAc au Thiamet G correspondantes
Taux d’O-GlcNAcylation global r* kX Figure 67
Taux d’ubiquitine global N = Figure 90A
Expression de la desmine a* = Figure 68
. Cytosquelettique = N Figure 72A
Fraction
Insoluble A~ = Figure 72B
Interaction desmine - aB-cristalline Nl = Figure 92
O-GlcNAcylation = Nd Figure 84
MPT Phosphorylation (P2) = Qy¥* Figure 74
Ubiquitination = = Figure 90B
Activités des phosphatases = = Figure 78
PKA QUkxk = Figure 79A
Activités PKC = = Figure 79B
des kinases CamKll = Qi k* Figure 80A
PAK = = Figure 80B

Tableau 4 : Tableau récapitulatif des propriétés de la desmine chez des myotubes traités au Acs-55-GIcNAc et
au Thiamet G, conduisant respectivement a une diminution et une augmentation du taux global d’O-
GIcNAcylation. Les modifications d’expression, de partition, de modifications post-traductionnelles, d’activités
de kinases et phosphatases sont représentés. Les changements sont comparés aux myotubes contréles. Les
niveaux de significativité sont indiqués par *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 ou ~ pour 0,05<p<0,1.

Pour résumer, quand le taux global d’O-GlcNAcylation diminue suite a un traitement a I’Acs-5S-
GIcNAc, nous observons une augmentation de [I'expression de la desmine, retrouvée
préférentiellement au niveau de la fraction insoluble. Nous n’avons pas remarqué de changements de
la localisation de la desmine au niveau du cytosquelette. De plus, la O-GlcNAcylation de la desmine
reste inchangée. Alors que la phosphorylation de la desmine est impliquée dans I'organisation des
filaments intermédiaires (M. Inagaki et al. 1988), nos données suggerent que la desmine, dont
I'expression est augmentée mais pas son niveau de phosphorylation, n’est pas intégrée au

cytosquelette mais retrouvée préférentiellement dans la fraction insoluble.

A l'inverse, une augmentation du taux global d’O-GlcNAcylation par le traitement au Thiamet G
module la O-GlcNAcylation de la desmine mais il conduit particulierement a une diminution de sa
phosphorylation. De plus, nous avons montré que la O-GIcNAcylation et la phosphorylation sont
mutuellement exclusives pour la desmine. Etant donné la dynamique entre la O-GlcNAcylation et la
phosphorylation et le fait que ces modifications peuvent potentiellement agir sur la partition, nous

avons analysé ces différentes fractions. Nous avons remarqué des profils de phosphorylation différents
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entre les fractions soluble et cytosquelettique. Ensemble, ces données suggerent que la diminution de
la phosphorylation de la desmine dans des myotubes traités par le Thiamet G pourrait expliquer la
diminution de la desmine associée cytosquelette. De maniére intéressante, nous avons déterminé que
la diminution de phosphorylation de la desmine ne provenait pas d’'un changement d’activité de ses

phosphatases mais qu’elle résultait d’'un changement d’activité de ses kinases, en particulier CamKiIlI.

Pour valider ceci, nous avons eu recours a deux nouveaux traitements, la caféine et un co-
traitement caféine et KN93 qui ont permis respectivement d’augmenter et diminuer I'activité de la
kinase. Cette diminution d’activité était corrélée a une diminution de la phosphorylation de la desmine
comme nous I'observions avec un traitement au Thiamet G qui induit une augmentation du taux global

d’O-GlcNAcylation dans les myotubes (tableau 5). L’'ensemble de ces données ont fait I'objet d’une

publication dans le journal Scientific Reports (

).

Myotubes traités a | Myotubes traités a Figures

la caféine la caféine + KN-93 correspondantes
Activité CamKiII a* r* Figure 81
Phosphorylation de la desmine (P2) = QykE* Figure 82

Tableau 5 : Tableau récapitulatif des données des myotubes traités a la caféine ou par un co-traitement caféine
et KN-93. Les modifications d’activité de CamKIl ainsi que la phosphorylation de la desmine sont représentés.
Les changements sont comparés aux myotubes contréles. Les niveaux de significativité sont indiqués par
*p<0,05, ***p<0,001.

1)) Impact d’un changement d’O-GIlcNAcylation sur le réseau de desmine

A) Analyse des filaments intermédiaires de desmine

a) Optimisation du marquage filaments intermédiaires desmine

Nous avons tout d’abord optimisé nos protocoles de marquage des filaments de desmine dans
des myotubes C2C12. Nous avons testé différents tampons de fixation (méthanol/acétone glacial,
tampon BRB80, paraformaldéhyde, glutaraldéhyde), ainsi que des tampons de perméabilisation si
nécessaire (Triton X-100, saponine, Igepal). Nous avons également optimisé la solution de blocage
(BSA, sérum de chévre) et les caractéristiques des anticorps (dilution, durée et température
d’incubation) (tableau 6). Suite a cela, I'acquisition des images a été réalisé a I'aide de la microscopie

confocale.
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A | B | C | D
Fixation WelH, acetone glacial (20 minutes) a RT
Lavage 2x PBS + 0,02% BSA
Blocage PBS + 0,02% BSA + 10% NGS
Anticorps 1h, RT
Fixation 43 PF& (15 minutes) aFT
Lavage 3% PBS (5 minutes)
Permeéabilisation PBS+ 0,1% TX100
Blocage PBES + 0,02% B5A + 10% NG5S | PBS + 0,02% BSA
Anticorps 1h, RT
Fixation 43 PFA (15 minutes) aRT
Lavage 3% PBS (5 minutes)
Perméabilisation FBS + 0,1% Eepal | FBS +0,1% Saponine
Blocage PBS + 0,02% B5SA + 10% NGS
Anticorps 1h, AT
Fixation 4% PF& (15 minutes) aFT
Lavage 3X PBS (5 minutes)
Perméabilisation FBS+ 0,1% TX100
Blocage PBS + 0,02% BSA + 10% NGS
Anticorps ofn, 4°C
Fixation 43 PE& (15 minutes) aRT
Perméabilisation FBS + 0,1% TX100
Blocage PBS + 0,02% BSA 10% NGS | PBS +0,02% BSA
Anticorps 1h, 37°C
Rincage 2 % CB (5 minutes) a 37°C
Fixation PBS + 3% PFA +0,3% T¥100 + 0,05% gluta (10 minutes)
Blocage PBS+ 10% NG5S+ D,DE%TKI[:l-Dl:lh, RT)
Anticorps| 1h30 a37°C
Anticorps 11 1h, 37°C
Fixation BREEOD+ 0,25% gluta (20 - 30 secondes) aRT
Permeabilisation FI¥ + 0,1% TX100 (10 minutes)
Quench 0,1M ghycine dans BRBE0 (20 - 30 minutes)
Blocage 0,2% BSA+ 0,1% TX100 / PBS
Anticorps| 30 minutes, BT
Anticorps 11 20 minutes, RT
Fixation BRBE0+ 0,25% gluta (20 - 30 secondes) aRT
Perméabilisation FI¥ + 0,1% TX100 {10 minutes)
Quench 0,1M glycine dans BRBE0 (20 - 30 minutes)
Blocage 0,2% BS54+ 0,13 TX100 / PBS
Anticorps| ofn, 4%C
Anticorps 11 20 minutes, RT
Dilution Ac | 1/100e | 1/250e | 1/100e | 1/250e
Dilution Ac Il 1/200e

Tableau 6 : Tableau récapitulatif des différentes conditions de marquage testées (fixation, perméabilisation,
blocage, anticorps, temps d’incubation, lavages, etc)
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Tableau 7 : Tableau récapitulatif des différentes images obtenues apres le test des

différentes conditions de marquage (grossissement x40).
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b) Analyse des filaments par microscopie confocale

Suite a I'optimisation de ce marquage, nous avons choisi I'option 1 (tableau 6 et 7). Nous avons
ainsi montré que l'organisation des filaments intermédiaires de desmine était modifiée suite aux
changements du taux global d’O-GIcNAcylation. La figure 91 présente des images représentatives de
cette modification d’organisation sur des myoblastes et des myotubes contréles et traités par le Acs-

5S-GlcNAc et le Thiamet G.

Dans les myoblastes contrdles (C), on observe de fins filaments de desmine avec un marquage
intense a proximité du noyau. En revanche, les filaments semblent plus épais et plus denses dans les
cellules traitées au Acs-55-GIcNAc (5S) alors que le marquage est plus diffus et moins marqué autour
du noyau dans les myoblastes traités au Thiamet G (ThG). Dans les myotubes, les filaments de desmine
semblent étre également remodelés, alors qu’ils sont moins paralléles et orientés dans les myotubes
traités au Acs-5S-GIcNAc comparé au contréle. Comme nous I'observions pour les myoblastes, les

filaments de desmine sont également diffus dans les myotubes traités au Thiamet G.

C 58 ThG

Myoblastes

Myotubes

Figure 91 : Marquage par immunofluorescence des filaments intermédiaires de desmine. L’acquisition
des images a été réalisée par microscopie a fluoresecence (objectif x40) pour les myoblastes (A-C) et
par microscopie confocale (objectif x40, zoom x2) pour les myotubes (D-F) de cellules contréles : C (A,
D), de cellules traitées au Acs-55-GIcNAc : 55 (B, D) et au Thiamet G : ThG (C, F).

L'ensemble de ces données suggérent donc que les FI de desmine sont remodelés
consécutivement aux changements du taux global d’O-GlcNAcylation. L'une des hypotheses
permettant d’expliquer des remaniements structuraux est que des interactions entre le desmine et
certains partenaires protéiques pourraient étre modulés consécutivement aux traitements des

myotubes par les inhibiteurs de I'OGT et de 'OGA.
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B) Analyse de l'interactome de la desmine

a) Données préliminaires

Nous savons que la O-GlcNAcylation pourrait intervenir dans la modulation des interactions
protéine — protéine. C'est pourquoi, dans un premier temps nous avons déterminé s’il existait des
changements d’interaction avec un partenaire majeur de la desmine : son chaperon moléculaire, I'aB-
cristalline. Pour cela, nous avons eu recourt a la technique de co-immunoprécipitation qui permet de
purifier la desmine associée a ses partenaires protéiques, puis de réaliser un western-blot dirigé contre
la desmine et son chaperon pour quantifier cette interaction en fonction de nos deux traitements.
Comme le montre la figure 92, le ratio aB-cristalline / desmine représentant leur degré d’interaction
diminue significativement de 61,92% en présence de Acs-55-GIcNAc (p < 0,05) mais n’est pas modifié

apres un traitement au Thiamet G.

(kDa)
75— Figure 92 : Quantification de
— ~ |—Des . . . y
50 — linteraction de la desmine et de I'aB-
cristalline par un western-blot suite a
25— B une co-immunoprécipitation de la
20— . desmine. L’intensité du signal de I'aB-
- cristalline  est  quantifiee et
@ 1.0 T . s .
e T normalisée sur celle de la desmine.
r Les résultats sont présentés sous
o
¥ 08 = forme d’histogrammes * SEM. *:
p<0,05, (n = 15, N = 3 cultures
0.0 - - indépendantes)
& & Ny

Ces données préliminaires suggérent donc que l'interactome de la desmine pourrait étre
modifié consécutivement a I'augmentation ou la diminution du taux global de O-GlcNAcylation.
Cependant, l'interactome de la desmine est vaste ( ) et certaines interactions avec
différents partenaires protéiques pourraient entre en lien avec 'organisation et la réorganisation des
filaments intermédiaires et donc du cytosquelette sarcomérique. Afin mieux comprendre les
mécanismes et les interactions protéine — protéine qui pouvaient étre a I'origine de ces changements
d’architecture des Fl de desmine, nous avons eu recours a une stratégie protéomique sans a priori afin
d’identifier des changements d’interaction entre la desmine et des protéines partenaires

consécutivement aux différents traitements appliqués aux cellules C2C12 différentiées en myotubes.
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b) Mise en place et optimisation d’un protocole d’analyse protéomique

» Stratégie globale

Nous avons alors considéré si des changements du taux global d’O-GlcNAcylation pouvaient
mener a des changements de l'interactome de la desmine afin d’expliquer ses changements des
propriétés, en particulier les changements d’organisation des filaments intermédiaires. Pour cela, nous
avons utilisé une stratégie protéomique basée sur une approche par gel 2D a la suite d’'un
enrichissement de l'interactome de la desmine par co-immunoprécipitation en extrait natif (

) (figure 93)

Extraction
protéique

Electrophorese
bidimensionnelle Figure 93 :  Principe

de notre stratégie

— Co-immunoprécipitation —— Elution des billes ——

- Cor

b . protéomique

» Optimisation du protocole de co-immunoprécipitation

Brievement, aprés extraction des protéines en conditions non dénaturantes, la desmine est
précipitée associée a ses partenaires protéiques via une co-immunoprécipitation, puis éluée des billes
magnétiques. Pour cette derniere étape, nous avons testé différents protocoles d’élution (Laemmli,
glycine, SEB : SDS-elution buffer, KCI-HCI, Soft et urée-CHAPS) ( )
dont la composition est décrite dans le tableau 8 afin de choisir le tampon permettant un meilleur ratio
quantité dans I'éluat / quantité sur les billes (figure 94), mais également d’étre compatible avec

I’analyse par électrophorese bidimensionnelle envisagée pour cette étude (figure 95).

Nom Composition

Laemmli i.e Matériel et méthodes

Glycine 50 mM Glycine + quelques gouttes de Tris base (1M) pH 10

SEB Tris/HCl pH 7,5, 2% SDS, 10% glycérol, 0,5 mM EDTA, 100 mM DTT
KCI-HCI 0,2 MKClpH 1,5

Soft 0,2% SDS, 0,1% Tween-20

Urée-CHAPS 8 M urée, 4% CHAPS, 130 mM DTT

Tableau 8 : Tableau récapitulatif des différents tampons d’éllution utilisés pour
I’'optimisation du protocole de co-immunoprécipitation.

La figure 94 montre que la desmine n’est pas du tout retrouvée au sein de la fraction éluée pour
les tampons « soft », glycine et KCI-HCI : c’est pourquoi nous avons choisi de les éliminer tout comme
le tampon urée-CHAPS pour lequel les signaux correspondant a la fraction retenue étaient encore tres

importants, suggérant donc que la desmine n’était que trés peu éluée.
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Nous avons également analysé les fractions éluées suivant les différents protocoles par
électrophorese bidimensionnelle (figure 95). Ces données corroborent les résultats obtenus par SDS-
PAGE, a savoir une élution efficace de la desmine et son interactome avec le tampon SDS (qui est
compatible avec la 2D, comme on peut le voir sur la figure 95), et une efficacité moindre pour les autres
tampons d’élution. C'est pourquoi notre choix s’est porté sur le tampon SDS pour la suite des

expérimentations. s

pH 3" »10 3 »10 3 »10
P o E=
-

oH 10 3 10 K Jorver »10
Urée/CHAPS rait tot?l 20pg
Blanc 100éme ..‘..
k= = e
‘ . . . r';

Figure 95 : Profils protéiques aprés co-immunoprécipitation de la desmine suivi d’une
électrophorése bidimensionnelle. L’élution des billes a été réalisée a I’aide de différents
tampons.
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Sur cette figure 96 nous pouvons également remarquer que le « blanc» expérimental
(correspondant au protocole expérimental appliqué sans échantillon protéique) présente des signaux
importants correspondant aux chaines d’'immunoglobulines provenant de I'immunoprécipitation. C’est
pourquoi nous avons testé différents anticorps dirigés contre la desmine pour réaliser notre
immunoprécipitation (références Abcam ab15200, ab8470 et ab6322); nous avons également
directement couplé notre anticorps sur les billes magnétiques (figure 96) et optimisé ce protocole de

couplage.
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Figure 96 : Optimisation du protocole de co-immunoprécipitation. Profils protéiques des
différentes fractions éluées obtenus par la technologie Stain-Free aprés co-immunoprécipitation
de la desmine (haut) et western-blot dirigé contre la protéine (bas) dans le cadre d’un couplage
de I'anticorps sur les billes magnétiques (A) ou de I'utilsation de différents anticorps dirigés
contre la desmine. B: blanc; ET: extrait total; IP: immunoprécipitation; colP: co-
immunoprécipitation

Dans un premier temps, nous remarquons que le fait de coupler notre anticorps directement sur
les billes magnétiques permet de s’affranchir des signaux correspondant aux immunoglobulines dans
le blanc expérimental et donc dans notre échantillon (figure 96A). De plus, bien que légerement plus
importants avec le protocole reposant sur I'utilisation des billes magnétiques non couplées a
I"anticorps, les signaux correspondant a la fraction protéique éluée sont tout de méme bien visibles et
suffisants avec les billes magnétiques couplées a I'anticorps. La figure 96B permet de faire la
comparaison entre les différents anticorps utilisé pour I'immunoprécipitation. On remarque que la
fraction protéique éluée est sensiblement la méme pour les trois anticorps. En revanche, le signal

correspondant a la desmine aprés un western-blot est beaucoup plus net pour les anticorps ab8470 et
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ab6322. C'est pourquoi, nous avons fait le choix de I'anticorps ab6322 que nous utilisons en routine au

laboratoire afin de le coupler aux billes magnétiques pour cette étape de co-immunoprécipitation en

vue d’obtenir les meilleurs résultats.

» Optimisation de la séparation électrophorétique

De plus, afin d’obtenir les images les plus nettes et les spots les plus séparés possibles, nous

avons également optimisé ce protocole en termes de taille de strip d’isoélectrofocalisation mais

également selon la taille du gel choisi (7 et 11 cm et petit et grand gel respectivement) (figure 97). La

figure 97 nous montre que les signaux sont bien plus nets et mieux séparés lorsque les languettes et

les gels sont plus grands (11 cm) comparés au plus petits (7 cm), mais pourrait nécessiter une quantité

plus importante de protéines.
Nous avons donc testé deux
guantités protéiques
différentes pour réaliser la co-
immunoprécipitation de la
desmine a ses partenaires
protéiques a savoir 100 et 200
ug de protéines. On observe
des spots plus réguliers et
moins de bruit de fond lorsque
la quantité protéique est
inférieure. Notre choix s’est
donc porté sur une quantité
protéique de 100 pg et une

languette et un gel de 11 cm.
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Figure 97 : Optimisation du protocole d’électrophorése bidimensionnelle
avec test de deux longueurs de strip d’isoélectrofocalisation et de gels (7

et 11 cm) et de deux quantités de protéines
immunoprécipitation (100 et 200 ug)

avant co-

c) Analyse protéomique différentielle de I'interactome de la desmine des myotubes C2C12

traités par I’Ac4-55-GIcNAc ou la Thiamet G

Les gels correspondants a nos différentes conditions expérimentales sont représentés sur la

figure 98. Ces gels ont été comparés a un gel de référence contenant les trois conditions (« Master

gel », figure 98) a I'aide du logiciel SameSpots. Les premiéres analyses laissent a penser que certains

spots seraient différents selon le traitement appliqué.
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Figure 98 : Détection de I'interactome de la desmine par gel 2D et apreés enrichissement par
co-immunoprécipitation a la suite de nos différents traitements.

Une fois I'analyse totalement terminée, les spots différentiels seront coupés du gel et soumis a une
digestion protéolytique. L'analyse par spectrométrie de masse des peptides ainsi digérés permettra

I'identification des protéines différentielles constitutives de I'interactome de la desmine.

V) Impact de changement d’O-GlcNAcylation sur I’aB-cristalline

Puisque nous avons effectué nombreuses analyses sur la desmine, nous avons également réalisé
en paralléle ces mémes expériences sur son chaperon moléculaire, I'aB-cristalline afin d’avoir des

données completes sur I'impact de la O-GIcNAcylation sur ces deux protéines.

A) Expression

A l'inverse des résultats que nous avons obtenus pour la desmine, nous observons des réponses
différentes pour I'aB-cristalline puisque le traitement par le Acs-55-GIcNAc ne modifie pas I’expression
de cette protéine tandis que le Thiamet G induit une tendance a la diminution de cette expression

(0,83 £ 0,05 ; p =0,08) comparé au controle (1,00 + 0,04) (figure 99).
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p=008 Figure 99 : Quantification de I’expression
W 104 ——= = __ de l'aB-cristalline. L’intensité des signaux
. obtenus par western-blot est quantifiée et
T s normalisée et les résultats sont présentés
sous forme de moyenne + SEM. (n = 15,

0.0 T T T N=3 cultures indépendantes)
o < &
B) Partition

Alors qu’un traitement au Thiamet G ne modifie pas la distribution de la protéine au sein de la
fraction soluble ou insoluble (figure 100A et B), le traitement au Acs-55-GIcNAc diminue
significativement la présence de I'aB-cristalline dans la fraction insoluble (0, 70 £ 0,14 ; p<0,5) de I'ordre

de 40% comparé au controéle (1,00 + 0,14) sans changement au niveau de la fraction soluble.

A Soluble B Insoluble Figure 100 : Quantification de la
partition de aB-cristalline dans la

fraction soluble (A) et insoluble (B).
L’intensité des signaux obtenus par

western-blot est normalisée et

aBc | SF
aBec | SF

== quantifiée par rapport au Stain-Free.

0.5 0.54

Les résultats sont présentés sous
0.0 o . . . forme de moyenne + SEM. ** : p<0,01
& & <& & < & (n = 15, N=3 cultures indépendantes)

C) Modifications post-traductionnelles : phosphorylation et O-GIcNAcylation

Comme nous l'avions fait pour la desmine, nous nous sommes intéressés a l'impact de
changement d’O-GlcNAcylation sur les MPT de I'aB-cristalline. Pour analyser la phosphorylation de la
protéine, nous avons réalisé un Phostag-PAGE suivi d’'un western-blot. Nos données montrent qu’un
changement du taux global d’O-GlcNAcylation suite aux traitements par le Acs-55-GIcNAc ou le Thiamet

G ne modifie pas la phosphorylation de I'aB-cristalline. (figure 101).
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Figure 101 : Quantification de la
phosphorylation de I'aB-cristalline. Détection
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retardée (P1). Les résultats sont présentés sous
forme de moyenne + SEM. (n = 15, N=3 cultures

’ C 55 ThG indépendantes)

Pour analyser la O-GIlcNAcylation de [I'aB-cristalline, nous avons réalisé une
immunoprécipitation a I'aide de I'anticorps RL2 dans le but de purifier 'ensemble des protéines O-
GlcNAcylées. Ces dernieres ont ensuite été séparées par SDS-PAGE a la suite duquel nous avons
effectué un western-blot avec un anticorps dirigés contre I'aB-cristalline. Comme le montre la

figure 102, les deux traitements ne modifient pas significativement le taux d’O-GIcNAcylation de Ila

protéine.
15+ . I
Figure 102 : Quantification de la O-
c‘é ‘o = - GIcNAcylation de l'aB-cristalline. Les
E L signaux obtenus par western-blot et
g o normalisés par rapport a leur expression,
2 ' leur intensité est quantifiée et les résultats
sont présentés sous forme de moyenne +
0.0 v v . .
R P o SEM. (n = 15, N=3 cultures indépendantes)
o o NS

D) Pattern selon les fractions

Pour aller plus loin et comprendre comment les MPT pourrait impacter la distribution
subcellulaire de la chaperonne, nous avons analysé sa phosphorylation et son O-GlcNAcylation dans
les différentes fractions a I'aide des séparations électrophorétique Phostag-PAGE et WGA-PAGE.
Comme nous |'avions observé pour la desmine, il semblerait que les modifications de I'aB-cristalline
impactent sa localisation puisqu’on observe des patterns de phosphorylation et d’O-GlcNAcylation

différents selon les fractions étudiées.
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En effet, la phosphorylation de I’aB-cristalline caractérisée par les bandes retardées semble plus
marquée dans la fraction insoluble et cytosquelettique que dans la fraction insoluble (Figure 103A).
De la méme maniére, la protéine semble moins fortement O-GIcNAcylée dans la fraction soluble
puisque le signal des bandes retardées est plus faible que ce qu’on peut observer dans la fraction

insoluble et cytosquelettique (figure 103B).

A 20ug 50ug 20pg 50ug 20upg 50ug B 20ug 50ug 20pg 50ug 20pg 50ug
P formes
p— == == G formes
(P1, P2, P3) e _
e — e NG
s
NP - ——
S | C S | C
Figure 103 : Détection des différentes formes phosphorylées ou O-GIcNAcylées de I'aB-cristalline suite a un
Phostag-PAGE (A) ou un WGA-PAGE (B) et un western-blot. Cette détection est réalisée sur des extraits
protéiques soluble (S), insoluble (1) et cytosquelettique (C). G formes = formes O-GlcNAcylée ; NG = non-O-
GIcNAcylée, P formes = formes phosphorylées et NP = non phosphorylée

E) Impact d’'un changement du taux global d’O-GlcNAcylation sur I’aB-cristalline : bilan

Myotubes traités | Myotubes traités Figures
au Acs-55-GIcNAc au Thiamet G correspondantes
Taux d’O-GlcNAcylation global N Ik Figure 67
Expression de I’aB-cristalline = & Figure 99
Soluble (CLB) = ¥ Non montré
Fraction Soluble (DSB) = = Figure 100A
Insoluble N = Figure 100B
Interaction desmine - aB-cristalline Nl = Figure 92
MPT Phosphorylation = = Figure 101
O-GIcNAcylation = = Figure 102

Tableau 9 : Tableau récapitulatif des propriétés de I'aB-cristalline chez des myotubes traités au Acs-5S-
GlcNAc et au Thiamet G, conduisant respectivement a une diminue et une augmentation du taux global d’O-
GlcNAcylation. Les modifications d’expression, de partition, de modifications post-traductionnelles sont
représentés. Les changements sont comparés aux myotubes contrdles. Les niveaux de significativité sont
indiqués par *p<0,05, **p<0,01 ou ~ pour 0,05 < p <0,1.

Pour résumer, un changement du taux global d’O-GlcNAyclation va avoir différentes
conséquences sur I'aB-cristalline. En effet une augmentation du taux global d’O-GIcNAcylation
induit par le Thiamet G provoque une tendance a la diminution de I'expression de la protéine mais
diminue significativement sa présence au sein du compartiment soluble. En revanche, il n’induit

pas de changement de son O-GlcNAcylation, de sa phosphorylation et de sa partition au sein de la

fraction insoluble.
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A l'inverse, le traitement au Acs-55-GIcNAc qui provoque une diminution du taux global d’O-
GlcNAcylation induit une diminution significative de la présence de la chaperonne au sein du
matériel insoluble sans modifier son niveau protéique global ou sa présence dans le compartiment
soluble. Ce traitement n’induit pas de changement au niveau des MPT de l'aB-cristalline
(phosphorylation et O-GIcNAcylation) mais il diminue significativement son interaction avec la

desmine.
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DISCUSSION



1) La modulation du taux global de la O-GIcNAcylation : une approche permettant

de moduler la phosphorylation de la desmine

L'un des objectifs de mes travaux de these était de comprendre le role de la O-GlcNAcylation
sur certaines propriétés de la desmine. Pour cela, il était nécessaire de moduler de maniere efficace le
taux global d’O-GlcNAcylation dans des cellules musculaires squelettiques C2C12 différenciées en
myotubes. Des recherches dans la bibliographie ainsi que des données préliminaires du laboratoire,

nous ont aidées a faire notre choix sur les molécules a utiliser.

Nous avons alors opté pour I'utilisation du Thiamet G, un des inhibiteurs de I'OGA les plus
utilisés, ayant démontré son efficacité dans de nombreux travaux (
). Celui-ci permet d’augmenter le taux d’O-
GlcNAcylation et de diminuer I'activité de 'OGA de maniére dose-dépendante dans notre modele de
myotubes, que ce soit pour I'ensemble des protéines ou bien pour les protéines myofilamentaires
( ). Al'inverse, pour diminuer le taux d’O-GlcNAcylation, nous avons appliqué le Acy-
5S-GlcNAc, un inhibiteur de I'OGT ( ). Ce composé, capable de traverser la membrane
plasmique, va intégrer la voie de biosynthése des hexosamines pour former I"'UDP-5S-GIcNAc, une
molécule similaire a I'UDP-GIcNAc qui pourra étre utilisée comme substrat par 'OGT (

). Utilisée dans de nombreuses études, cette molécule n’est pas cytotoxique pour les cellules et
n’inhibe pas I'OGA ( ). Aprés avoir modifié efficacement le taux
global de la O-GIlcNAcylation, nous nous sommes intéressés aux différentes propriétés de la desmine,
et en paralléle, a celles de son chaperon moléculaire, I'aB-cristalline, telles que leur niveau protéique,
leur distribution au sein de différentes fractions cellulaires, leur interaction mais également leurs
modifications post-traductionnelles. De maniére intéressante, alors que nous nous attendions a
obtenir des répercussions opposées de ces deux traitements, nous avons observé des changements
différentiels des propriétés de la desmine selon le changement global d’O-GlcNAcylation. Cela suggere
qgue l'inhibition ciblée de I'OGT et 'OGA a conduit a une réponse adaptative différentielle des

myotubes.

Tout d’abord, et grace aux différents protocoles d’extraction différentielle que nous avons
préalablement optimisés au laboratoire, nous avons mis en évidence qu’un traitement par le Thiamet
G diminue significativement la présence de la desmine au cytosquelette alors que son niveau protéique
global reste inchangé. Nous avons également montré que le traitement par le Acs-5S-GIcNAc induit
une diminution significative de I’aB-cristalline dans la fraction insoluble tandis qu’il entraine également
une tendance a I'augmentation de la desmine dans cette méme fraction (figure 104). Cette différence

de distribution des protéines au sein de la fraction insoluble a la suite d’une diminution globale de la

125



O-GlcNAcylation par le Acs-55-GIcNAc pourrait étre liée a leur interaction. En effet, nous avons
démontré que ce méme traitement entraine une diminution de l'interaction tandis que le Thiamet G
n’a pas d’effet. Pour rappel, I'interaction entre la desmine et son chaperon peut étre bénéfique ou
bien délétere pour la cellule selon les conditions cellulaires. Cette diminution d’interaction observée
de I'aB-cristalline avec la desmine pourrait expliquer 'augmentation de la desmine au sein de la
fraction insoluble tandis que I’aB-cristalline diminue dans cette méme fraction. En effet, I'aB-cristalline
ne jouerait plus son réle de chaperonne vis-a-vis de la desmine dont I'expression est augmentée, et

qui s’agrégerait donc dans le matériel insoluble.

5S Ctrl ThG

(v O-GlcNAc) (7 O-GIlcNAc)
e ® [ ] @ Desmine
) [, ° ¢ o )
OO OO oP OO oP o OO oF A oB-crystalline
AA A A AA A A AA A O-GlcNAc
A AP A AP (‘)‘ AP P Phospho
Interaction
" Soluble

;% Insoluble

Cytosquelette

Figure 104 : Représentation schématique des variations d’O-GIcNAcylation, de phosphorylation,
d’interaction et de partition de I'aB-cristalline et de la desmine entre le traitement au Acs-55-GIcNAc
(gauche) et le traitement au Thiamet G (droite) comparés au contréle (milieu).

De maniere surprenante, I'impact des deux traitements n’ont pas eu le méme effet sur nos
protéines que sur le taux protéique global. Alors que nous nous attendions a ce que le Thiamet G et le
Ac:-55-GIcNAc augmente et diminue respectivement la O-GIcNAcylation de nos protéines, ce ne fut
pas le cas. En effet, le traitement au Acs-55-GIcNAc n’entraine aucun changement de cette MPT de nos
deux protéines d’intérét: le Thiamet G ne change pas la O-GlcNAcylation de I'aB-cristalline et
provogue méme une tendance a la diminution de la O-GlcNAcylation de la desmine. Ce résultat, bien

gu’étonnant, est en lien avec une étude publiée en 2015, qui montrait que 4 mutations simultanées
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de Foxol, cible de I'OGT, n’entrainaient pas une diminution mais bien une tendance a I’'augmentation
de la O-GlcNAcylation de ce facteur de transcription ( ). Notre résultat et cette étude

suggerent que la régulation de la O-GIcNAcylation des protéines est plus complexe qu’il n’y parait.

Enfin, nous nous sommes intéressés a I'architecture des filaments intermédiaires de desmine.
Nous avons démontré qu’un changement du taux global d’O-GlcNAcylation a la suite de nos deux
traitements appliqués aux myotubes C2C12 modifient I'architecture des FI de desmine. En effet,
lorsque la O-GlcNAcylation augmente avec un traitement au Thiamet G, ceux-ci sont plus diffus et
moins marqués autour du noyau. De plus, un traitement par le Acs-55-GIcNAc qui diminue le taux d’O-
GlcNAcylation global semble augmenter I'épaisseur et la densité des filaments et modifie leur

orientation puisqu’ils semblent moins paralléles que chez les contréles.

Le phénomeéne de phosphorylation / déphosphorylation est au coeur de la modulation de la
dynamique et des fonctions des FI (

). En effet, cette MPT module les propriétés intrinséques des Fl telles que leur organisation, leur
turn-over, leur solubilité, leur interaction avec leurs protéines partenaires ainsi que leur redistribution
au sein de compartiments soluble, insoluble ou cytosquelettique ( ). Bien que la O-
GlcNAcylation présente un lien fort avec la phosphorylation, nous avons démontré que le traitement
au Acs-55-GIcNAc n’induit pas de différence significative de la phosphorylation de la desmine comparé
au controle. En revanche, nous avons montré une diminution significative de la deuxieme forme
phosphorylée (P2) de la desmine aprés un traitement au Thiamet G comparé au contréle. Cela laisse
suggérer que la O-GIcNAcylation pourrait moduler la phosphorylation de la desmine en agissant
potentiellement sur certaines enzymes régulatrices. En effet, le processus de phosphorylation de la
desmine est complexe puisqu’il fait intervenir de nombreuses kinases qui lient la desmine a de
multiples mécanismes cellulaires ( ). Alors que la phosphorylation in vitro de la
desmine sur son domaine N-terminal conduit a la solubilisation des FI ( ), une
hyperphosphorylation est liée a la physiopathologie de pathologies du muscle squelettique telles que
les myopathies myofibrillaires, ou du muscle cardiaque telle que linsuffisance cardiaque. Ces

pathologies sont caractérisées par une présence d’agrégation de la desmine (

Alors qu’une diminution de la phosphorylation est corrélée a une diminution de la desmine
intégrée au cytosquelette, nous avons analysé si cette protéine pouvait étre différentiellement
phosphorylée dans nos différentes fractions étudiées. Pour cela, nous avons utilisé la technique de
Phostag-PAGE précédemment employée pour analyser la phosphorylation de la desmine dans le
muscle cardiaque ( ) et qui permet d’obtenir

le pattern de phosphorylation d‘une protéine (
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). En revanche et a notre connaissance, c’est la premiére fois que cette approche
était appliquée dans des cellules musculaires squelettiques en tenant compte de différentes fractions
subcellulaires. Nous avons alors observé plusieurs signaux retardés correspondant aux formes
phosphorylées de la desmine dans les fractions insoluble et cytosquelettique. En revanche, un trés
léger signal correspondant a une forme phosphorylée de la desmine a été détecté dans la fraction
soluble, supportant que cette MPT impacterait la distribution cellulaire de la protéine et donc
I’organisation et la réorganisation des Fl. Ce résultat semble quelque peu surprenant car il était admis
que la phosphorylation permettait au contraire le désassemblage des Fl de desmine, ce que nous
n’observons pas au cours de ces travaux de these. Il est important de préciser que des observations
similaires avaient été faites pour la vimentine, une autre protéine de la famille des filaments
intermédiaires de type lll. En effet, contrairement aux autres kinases, la phosphorylation de la

vimentine par MAPAKP kinase-2 semble n’avoir aucun effet sur son assemblage ( ).

Des études précédentes ont montré que la desmine était I'un des substrats de I'OGT
( ) bien que le role de la MPT soit encore mal
compris. De maniere intéressante, la O-GlcNAcylation interviendrait dans la polymérisation de
certaines protéines comme la tubuline ( ) ou les cytokératines 8 et 18 (
). De plus, la vimentine est également connue comme étant O-GIcNAcylée (
), en particulier sur son domaine N-terminal (
). La O-GlcNAcylation de cette protéine bloquerait son désassemblage
( ) et serait essentielle pour le maintien de sa morphologie et sa migration cellulaire
( ). Ces données suggerent que cette MPT pourrait également avoir un réle a jouer
sur la desmine. De plus, puisque l'unique site d’O-GIcNAcylation de la desmine sur sa sérine 460 est
localisé dans son domaine C-terminal ( ), la MPT pourrait donc exercer d’autres
fonctions que celles attendues. En effet, la O-GIcNAcylation pourrait par exemple agir sur d’autres sites
O-GlcNAcylés de la protéine ou bien sur la régulation de kinases et phosphatases (

) modulant la phosphorylation de la desmine.

Les Fl de desmine sont des molécules de structure trés importante pour le maintien de la structure
du sarcomere. Outre les modifications post-traductionnelles, la desmine peut également exercer ses
nombreuses fonctions par le biais d’'une modulation de ses interactions avec de nombreuses protéines

du cytosquelette sarcomérique.
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)] La desmine comme garant de I'intégrité du muscle squelettique notamment via

ses interactions protéiques : quel role des MPT ?

Nous savons que l'intégrité des filaments intermédiaires de desmine passe également par ses
interactions protéine — protéine. En effet, cette protéine présente un interactome vaste et complexe
avec de nombreux partenaires protéiques ( ), et parmi elles, son chaperon moléculaire,
I’aB-cristalline. Cette derniere joue un role tres important pour les Fl de desmine puisqu’elle assiste et
module leur polymérisation tout en prévenant leur agrégation (

).

Nos travaux ont démontré qu’une diminution du taux global d’O-GlcNAcylation consécutivement
auntraitement au Acs-55-GIcNAc diminue l'interaction entre la desmine et son chaperon sans modifier
le taux propre d’O-GlcNAcylation des deux protéines. Ce résultat peut paraitre surprenant puisqu’il a
récemment été démontré au laboratoire que le site d’O-GlcNAcylation de I'aB-cristalline sur la
thréonine 162 est localisé dans le domaine C-terminal de la chaperonne ( ), un
des domaines d’interaction avec la desmine. Il est aujourd’hui largement admis que I'aB-cristalline est
essentielle a la modulation de I'assemblage et la réorganisation des FI de desmine. Cependant, de
nombreuses données suggérent que selon les domaines d’interaction entre ces deux protéines, les
effets peuvent étre positifs ou au contraire négatifs vis-a-vis de ces mécanismes d’organisation et de
réorganisation des Fl ( ). Dans ce sens, on sait qu’une modification de cette interaction
est a I'origine de I'agrégation protéique de la desmine ( ). L’agrégation des filaments
intermédiaires étant caractéristique de certaines pathologies telles que les desminopathies qui sont
caractérisées par une désorganisation du sarcomeére et de la myofibrille toute entiere. Par ailleurs,
certains travaux ont montré que la O-GlcNAcylation de I'aB-cristalline jouait un rdle crucial dans la
localisation et la stabilisation d’éléments du cytosquelette ( ).

Pourtant, nos données indiquent ici que la O-GlcNAcylation de I'aB-cristalline n’est pas modulée.

Cependant, un changement du taux global d’O-GlcNAcylation module la phosphorylation de la
chaperonne. De plus, on sait que I'aB-cristalline possede jusqu’a 7 domaines d’interaction avec la
desmine : le domaine C-terminal, mais également les feuillets B3 et 8, ainsi que d’autres domaines
peptidiques au niveau de I'extrémité N-terminale de I'aB-cristalline ( )
(figure 105). Or, deux de ces domaines renferment également trois sites majeurs de phosphorylation :
les sérines 19, 45 et 59. Alors que la sérine 45 de I'aB-cristalline est phosphorylée par la p44/42 MAP
kinase, la sérine 59 est phosphorylée par la MAPKAP kinase-2 ( ). Il a d’ailleurs

été démontré que la p44/42 MAP kinase voit son activité augmentée lorsqu’elle est modifiée par la O-
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GlcNAcylation ( ). Tout comme le changement du taux global d’O-
GlcNAcylation altére la phosphorylation de la desmine, il modifie également celui de I'aB-cristalline,
ce qui pourrait expliquer ce changement d’interaction entre les deux protéines. A ce titre, il a été
démontré que I'augmentation de la phosphorylation de la sérine 59 augmente l'interaction entre I'aB-
cristalline et les filaments d’actine lors d’un stress, permettant ainsi de prévenir leur agrégation
( ). Tandis que nous avons observé un changement de
phosphorylation de I'aB-cristalline grace a une approche sans a priori par le Phostag-PAGE, il sera
indispensable de déterminer si le taux de phosphorylation de la petite protéine de choc thermique est

modifié spécifiqguement sur I'un ou I'autre des sites.
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Figure 105 : Représentation schématique de la structure de I'aB-cristalline indiquant ses sites de
phosphorylation et d’O-GIcNAcylation ainsi que ses domaines d’interaction avec la desmine.

L’aB-cristalline n’est pas la seule protéine ayant un impact sur les Fl de desmine et I'architecture
du cytosquelette. En effet, un changement de phosphorylation de la chaperonne HSP25 s’accompagne
d’une relocalisation de la desmine a la strie Z, de sa colocalisation avec I'a-actinine, entrainant une
désorganisation marquée de la strie Z ( ). De plus, il a été mis en évidence au
laboratoire que les enzymes régulatrices de la O-GIcNAcylation, 'OGT et I'OGA sont localisées
préférentiellement au contact de la strie Z ( ). C'est alors que de
nombreuses protéines motrices, régulatrices et structurales du cytosquelette sarcomérique vont ainsi
étre O-GlcNAcylées (voir figure 54). Cela suggere que cette MPT pourrait intervenir dans la dynamique
et les fonctions du sarcomeére et dans une plus large mesure du muscle dans son intégralité. En effet,
d’autres protéines liées directement ou indirectement aux filaments de desmine pourraient voir leur
O-GlcNAcylation et leur phosphorylation modifiées lors d’une réorganisation du cytosquelette
sarcomérique. Il serait alors intéressant de déterminer sans a priori s’il existe des changements de ces
MPT sur d’autres protéines myofilamentaires consécutivement a un changement global d’O-
GlcNAcylation. Une approche protéomique multiplexe mise en place au laboratoire il y a quelques
années pourrait alors étre utilisée dans le but de détecter I'O-GIcNAcome, le phosphoprotéome et le
protéome total d’une condition sur un méme gel bidimensionnel ( ).
Cette régulation par la O-GlcNAcylation serait en partie réalisée via des changements d’interactions

protéine — protéine notamment de la desmine avec des partenaires ( ).
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Nous avons donc voulu aller plus loin dans la compréhension des mécanismes moléculaires sous-
jacents a cette régulation. Puisque la desmine est au coeur d’un vaste interactome, nous avons utilisé
une stratégie protéomique sans a priori pour analyser les changements d’interaction de la desmine
avec ses partenaires protéiques consécutivement a des changements du taux global d’O-
GlcNAcylation. Basée sur une purification par affinité de I'interactome de la desmine, ensuite séparée
par gel 2D, cette technique permet de comparer l'interactome d’une protéine selon plusieurs
conditions expérimentales. Bien que les analyses ne sont pas encore totalement terminées, des
résultats préliminaires laissent a penser que linteraction entre la desmine et certains de ses

partenaires pourrait étre modifiée aprés un changement d’O-GlcNAcylation.

1)) L'identification des sites d’O-GIcNAcylation de la desmine pour mieux

comprendre son implication dans les mécanismes physiopathologiques

Certaines pathologies liées a la desmine sont caractérisées par une déstructuration du sarcomére
conduisant a I'altération des fonctions du muscle ( ). De plus, des études montrent
le lien qui existe entre la O-GIcNAcylation et I'apparition de certains troubles (

). La O-GIcNAcylation ainsi que d’autres MPT pourraient donc étre un lien entre la desmine

et certaines pathologies musculaires ( ).

Comme nous I'avons démontré, I'augmentation du taux global d’O-GIlcNAcylation conduit a une
diminution de la phosphorylation de la desmine dans nos myotubes C2C12. La dynamique entre la
phosphorylation et la O-GIcNAcylation a été mentionnée pour la premiéere fois en 1987 (

). En effet, la O-GIcNAcylation semble impliquée dans la modulation du kinome et du
phosphatome ( ). De plus, ses enzymes
régulatrices, OGT et OGA, interagissent avec des kinases et des phosphatases au sein de complexes
mutlienzymatiques permettant la phosphorylation et/ou la O-GlcNAcylation des protéines (

. Bien que des études se sont intéressées a cette dynamique
chez de nombreuses protéines (

), elle reste cependant complexe et mal comprise, en
particulier pour la desmine. En effet, la protéine est connue comme étant la cible de nombreuses
kinases et phosphatase ; de plus, elle est également modifiée par les enzymes impliquées dans la O-
GlcNAcylation: OGT et OGA qui peuvent elles-mémes étre O-GlcNAcylées et phosphorylées
(figure 106) ( ). De maniére intéressante, nous avons montré que la O-GIcNAcylation

et la phosphorylation étaient mutuellement exclusives pour la desmine puisque lorsqu’elle est O-
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GIcNAcylée, elle n’est pas phosphorylée. Afin d’essayer d’établir un lien entre la phosphorylation et la
O-GIcNAcylation de la desmine, nous nous sommes intéressés a ses kinases et ses phosphatases
consécutivement a un changement d’O-GlcNAcylation. En effet, la diminution de phosphorylation
d’une protéine peut provenir d’une diminution de I’activité de kinase(s) et/ou de d’une augmentation

de I'activité de phosphatase(s).

A l'aide d’une stratégie sans a priori de
'étude de [l'activité de phosphatases —
( ), nous n’avons pas

observé et quantifié de changement. Puisque la

\4—

desmine est connue comme étant

phosphorylée par de nombreuses kinases, nous °GT
avons en paralléle, sélectionné les kinases

. L _ -GIcNAcyIatlo e
majeures de la protéine a savoir PKA, PKC, PAK
et CamKII (pour revue, ( ). ll est s & S
important de souligner que chacune de ces :‘ m “
kinases est elle-méme décrite comme étant O- \ /
GIcNAcylée et phosphorylée. Ainsi, il a été

démontré que la sous-unité catalytique de la

[\

PKA pouvait étre modifiée par la O- Desmine

GlcNAcylation, ce qui modifiait son activité et sa

localisation cellulaire ( ). La PKC | Figure 106 : Représentation schématique de la

. e . dynamique complexe entre la O-GlcNAcylation et
existe sous différentes isoformes, toutes | ] )
la phosphorylation de la desmine et I'impact des

connues comme étant modifiées par la O- | traitements au Acs-55-GIcNAc ou au Thiamet G sur
I'activité des kinases et sur la phosphorylation de

GlcNAcylation de maniére dynamique avec la
la desmine. Modifiée d’apres Winter et al., 2014.

phosphorylation, sur un méme site ou sur des

sites adjacents. A titre d’exemple, la PKCa peut étre relocalisé et voir son activité étre négativement
régulée par la O-GlcNAcylation ( ). Enfin, la CamKIl peut étre activée par la O-
GlcNAcylation sur un site d’activation ( ). Grace a I’étude de leur activité ou de leur statut
d’activation, nous avons démontré une augmentation de |'activité de PKA conjointement a une
diminution d’O-GIcNAcylation par le traitement au Acs-55-GIcNAc sans que la phosphorylation de la
desmine soit modifiée. A 'opposé, un traitement des myotubes par le Thiamet G provoque une
diminution du statut d’activation de CamKIl. Malgré la complexité de ces mécanismes, nous avons
démontré que cette diminution d’une des formes phosphorylées de la desmine était associée a

I"augmentation de la O-GIcNAcylation a I'origine d’une diminution de I’activité de CamKII.

132



Afin de valider cela, nous avons mis en place deux nouveaux traitements par la caféine et un co-
traitement par la caféine associée au KN-93 qui nous ont permis d’augmenter et diminuer
respectivement ['activité de CamKIll. Alors qu’une activation de CamKll ne modifie pas la
phosphorylation de la desmine, il s’avere qu’une diminution de I'activité de la kinase par le co-
traitement, provoque une diminution de la méme forme phosphorylée de la desmine que celle lors
d’une augmentation du taux global d’O-GlcNAcylation. La O-GlcNAcylation pourrait donc réguler la
kinase, et ce, de maniére indépendante du calcium. Malheureusement, aucun lien n’a pu étre établi
entre I'augmentation globale d’O-GIcNAcylation et celle de CamKIl puisque le niveau de cette MTP
reste inchangé sur la kinase lors du traitement au Thiamet G. Cette régulation pourrait alors
potentiellement se faire via des changements d’interaction avec ses protéines partenaires comme il a
été démontré dans la littérature ( ) et rendre le mécanisme encore plus

complexe.

Pour aller plus loin dans la compréhension de la dynamique entre les différentes MPT, nous
nous sommes également intéressés a I'ubiquitination. Cette derniere joue un role majeur dans le
systeme de dégradation ubiquitine-protéasome permettant de dégrader les protéines mal conformées
ou présentes au sein d’agrésomes délétéres pour la cellule. C'est le cas de la desmine lors de
desminopathies, myopathies myofibrillaires rares. Tandis que le taux global d’ubiquitination est
modifié consécutivement aux changements du taux global d’O-GlcNAcylation induits par nos
traitements, il reste inchangé pour nos deux protéines d’intérét. Par son importance dans les
mécanismes physiopathologiques et puisque qu’il existe une dynamique phosphorylation / O-
GlcNAcylation / ubiquitinylation ( ), 'analyse de cette MPT
n‘est pas a délaisser en particulier en condition de stress cellulaire ou la présence d’agrégats

protéiques est importante.

Ces différentes données suggerent que |'état et les propriétés de la desmine pourraient
résulter d’'un mécanisme complexe entre ces différentes MPT. En effet, nous avons montré qu’un
changement du taux global d’O-GIcNAcylation méne a une diminution d’une forme phosphorylée de
la desmine mais nous ne savons pas quels sites sont impliqués dans ce changement. Une étude
précédemment menée au laboratoire avait conduit a I'identification d’un site d’O-GIcNAcylation sur la
sérine 460 dans le domaine C-terminal de la desmine ( ). Ce domaine étant
impliqué dans I'assemblage, la stabilisation et I’élongation des FI de desmine (

) ainsi que dans les interactions de la desmine avec ses protéines
partenaires du cytosquelette ( ), il est donc tres important pour I'intégrité du muscle
squelettique. C'est pourquoi des mutations présentes au niveau de ce domaine C-terminal conduisent

a l'apparition d’agrégats protéiques, de faiblesse et d’atrophie musculaires caractéristiques des
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desminopathies ( ). En revanche, ces études ne mentionnent pas de
désorganisation des myofibrilles et du sarcomére. Concernant |’aB-cristalline, il avait été démontré
gu’elle présentait un seul site d’O-GlcNAcylation sur sa thréonine 162 ( ) dans un
domaine impliqué dans de nombreuses interactions protéine — protéine dont la desmine (

). Ces données suggérent que les MPT pourraient jouer un réle important dans la modulation de
I'interaction entre la desmine et I'aB-cristalline. Cependant, les mécanismes sont encore peu clairs et

nécessitent d’étre investigués.

Enfin, et de maniére surprenante, I'analyse des patterns d’O-GlcNAcylation de la desmine et
de I'aB-cristalline par WGA-PAGE ont montré d’une part que la O-GlcNAcylation semblerait impliquée
dans la distribution cellulaire des protéines puisque les profils d’O-GlcNAcylation sont différents d’une
fraction a I'autre. D’autre part, ces patterns présentent différentes bandes retardées correspondant
potentiellement a plusieurs sites d’O-GlcNAcylation sur les deux protéines alors qu’un seul site sur
chaque protéine a été identifié jusqu’a présent. Il serait alors intéressant de réaliser une nouvelle
analyse plus ciblée pour identifier le ou les sites d’O-GlcNAcylation touchés par cette diminution de
phosphorylation qui impligue CamKIl. Et dans une plus large mesure I'ensemble des sites d’O-
GlcNAcylation de la desmine et de I’aB-cristalline afin de mieux comprendre le réle et les mécanismes

moléculaires de cette MPT dans le muscle squelettique.

V) Conclusion

L’'ensemble de ces données suggerent donc que le mécanisme d’O-GlcNAcylation contribue a
la modification de I'interaction et de la partition de la desmine et I'aB-cristalline, ainsi que de leur

niveau d’expression protéique (figure 104).

Ainsi, lorsque le taux d’O-GlcNAcylation diminue a la suite d’un traitement au Acs-5S-GIcNAc,
nous avons montré une augmentation du niveau protéique de la desmine, qui sera préférentiellement
retrouvée dans la fraction insoluble tandis que son interaction avec I’aB-cristalline diminue. Ce résultat
est corrélé a la présence de la petite HSP dans la fraction insoluble. Nous n’avons noté aucun
changement de localisation de la desmine au cytosquelette, bien que I'organisation des filaments
intermédiaires de desmine soit perturbée. De plus, la O-GlcNAcylation et la phosphorylation de la
desmine ne sont pas modifiées. Or, la phosphorylation de la desmine est impliquée dans I'organisation
des filaments intermédiaires de desmine ( ).
L’ensemble de ces données suggérent donc que la desmine, dont le niveau protéique est augmenté
mais pas son taux de phosphorylation, n’est pas intégrée au cytosquelette, mais sera retrouvée dans

la fraction protéique insoluble.
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En revanche, le Thiamet G semble moduler la O-GIcNAcylation de la desmine, mais surtout
conduit a une diminution de sa phosphorylation via une diminution de I’activité de CamKIll, entrainant
ainsi une diminution de son intégration au cytosquelette. Ces données semblent corrélées avec
I'organisation des filaments intermédiaires de desmine, puisque nous avons observé que les filaments
de desmine étaient trés diffus et moins bien organisés apres le traitement au Thiamet G.
L'augmentation du taux global d’O-GIcNAcylation conduit également a une légére diminution de

I’expression de I’aB-cristalline mais n’a pas d’effet sur son interaction avec la desmine.

Nos données supportent le fait que la localisation subcellulaire de la desmine pourrait étre
finement régulée de maniére spatio-temporelle par sa signature en MPT en particulier la O-
GlcNAcylation. Il est donc essentiel de clarifier cette dynamique des MPT afin de comprendre la

régulation de ces mécanismes en particulier dans un contexte de pathologie des muscles striés.
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PERSPECTIVES



Ces travaux ont permis d’éclaircir le role de la O-GlcNAcylation sur les propriétés de la desmine
dans notre modeéle de myobastes murins différenciés en myotubes. Afin de compléter cette étude, il
serait intéressant d’analyser d’autres paramétres en relation avec les MPT, la desmine et dans une plus

large mesure le muscle squelettique dans son ensemble.

1) Finalisation de I’étude de I'interactome de la desmine

Comme énoncé dans les résultats et la discussion, nous avons initié une stratégie protéomique
sans a priori pour analyser l'interactome de la desmine consécutivement aux changements du taux
global d’O-GlIcNAcylation. Pour rappel, cette approche repose sur une purification de la protéine
d’intérét par co-immunoprécipitation, ici la desmine, associée a ses partenaires protéiques. Ceux-ci,
sont ensuite séparés par électrophorese bidimensionnelle, aprés détection des protéines, les signaux
obtenus sont analysés a I'aide du logiciel SameSpot. Les premiéres données laissent a penser que
I'interaction de la desmine avec certaines protéines pourrait étre modifiée lors d’'un changement
global d’O-GlcNAcylation. Lorsque I'ensemble des gels aura été analysé par le logiciel, les spots
différentiels seront excisés du gel et soumis a une digestion protéolytique. L’analyse par spectrométrie
de masse des peptides permettra l'identification des protéines différentielles constitutives de
I'interactome de la desmine. Ces résultats seront ensuite validés par différentes approches
expérimentales telles que la co-immunoprécipitation, le western-blot, la PLA (proximity ligation assay)
permettant de visualiser par immunofluorescence le degré d’interaction entre deux partenaires

protéiques ( ).

)] Modulation de la phosphorylation et impact sur la O-GIcNAcylation

Afin de compléter les données obtenues dans le cadre de ma these, nous pourrions comme
pour la O-GlcNAcylation avec le Acs-55-GIcNAc et le Thiamet G, faire varier le taux global de
phosphorylation a I'aide de molécules pharmacologiques. Parmi elles, nous pourrions utiliser le 12-O-
tétradécanylphobol-13-acétate (TPA), un activateur de la PKC ou le 8-Br-cAMP, un activateur de la PKA.
Pour rappel, ces enzymes sont connues comme phosphorylant la desmine (

). C'est dans ce sens que des données antérieures du laboratoire ont montré qu’une
activation de PKC par le TPA conduisait a des changements d’O-GlcNAcylation de la desmine ainsi
gu’une modulation de son interaction avec son chaperon moléculaire I'aB-cristalline (données non

publiées). Il pourrait également étre envisagé d’utiliser des modulateurs de I'activité de p44/42 MAP
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Kinase ou de MAPKAP kinase-2 connues comme phosphorylant I'aB-cristalline (

. Les mémes analyses que celles effectuées lors de mes travaux de thése pourraient alors étre
effectuées afin de mieux comprendre la dynamique entre la O-GIcNAcylation et la phosphorylation de
la desmine et de l'aB-cristalline. De plus, nous pourrions également quantifier I'activité de ces
différentes kinases ainsi que leur taux de phosphorylation et d’O-GlcNAcylation. Ces expériences
supplémentaires pourraient donc permettre de mieux comprendre la dynamique qui existe entre la O-
GlcNAcylation et la phosphorylation de nos protéines d’intérét. Les avancées concernant I'étude de
cette dynamique ont également été permises grace a I'émergence de nombreuses méthodes
prédictives d’identification de sites potentiels des MPT ( ) qui seront

développées dans la partie suivante.

) Vers une nouvelle stratégie d’étude de la O-GlcNAcylation

A) Lidentification de nouveaux sites d’O-GlcNAcylation

C’est ainsi que depuis une dizaine d’années, de nombreuses méthodes ont été développées pour
identifier des sites potentiels d’O-GIcNAcylation sur les protéines ( ). L'une d’entre

elles, l'algorithme YinOYang prédit de trés nombreux sites d’O-GIcNAcylation de la desmine

. , o . , . .

(figure 107A) et de I'aB-cristalline (figure 107B) ( ) alors qu’une étude menée au
S, s . .

laboratoire n’a identifié qu’un seul site sur chaque protéine ( ).
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Figure 107 : Méthode prédictive de YinOYang afin d’identifier les sites potentiels d’O-GIcNAcylation de la
desmine (A) et de I’aB-cristalline (B).
Images tirées du site. https.//services.healthtech.dtu.dk/service.php?YinOYang-1.2

En plus de cet algorithme, nos données obtenues apres séparation électrophorétique par WGA-
PAGE montrent qu’il existerait plusieurs sites d’O-GlcNAcylation sur nos deux protéines d’intérét. En

effet, qu’on soit dans la fraction protéique totale ou bien dans les fractions protéiques obtenues aprés
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les extractions différentielles (soluble, insoluble, cytosquelette), les patterns d’O-GIcNAcylation de la
desmine et de I'aB-cristalline semblent bien plus complexes que la présence d’un unique site. Cela

suggére que la O-GIcNAcylation pourrait jouer un role dans la distribution cellulaire de ces protéines.

Afin de mieux comprendre comment la O-GlcNAcylation pourrait agir sur la partition de la desmine
et de I'aB-cristalline, nous pourrions déterminer quels sont ses autres sites cibles. Pour cela, apres les
différentes extractions protéiques, les protéines seraient purifiées en vue de l'identification des sites.
Des expériences préliminaires de purification de la desmine ont été réalisées par immunoprécipitation
mais également selon trois protocoles ( ) mais
nécessitent d’étre optimisées. Lorsque la purification sera la plus efficace possible, les échantillons
correspondant aux différentes fractions seront séparés par SDS-PAGE, le gel sera coloré au bleu
colloidal et les bandes correspondantes a nos protéines seront découpées puis digérées en vue de

I’analyse peptidique par spectrométrie de masse (Figure 108).

.ExFractl-on Punflca.tlon 5 SDS-PAGE Coloratlc}n I?lg.estno.n
différentielle desmine bleu colloidal \peptldlque in gel
S
[s/ ‘. Total Cyto Insoluble
le -

= = = ™ i

Figure 108 : Représentation schématique des étapes de la stratégie d’identification des sites d’O-
GIcNAcylation. Séparation des protéines de I'extrait total, cytosquelettique (cyto) et insoluble par SDS-
PAGE et détection de ces protéines par coloration au bleu colloidal. Ces derniéres seront digérées par
la trypsine en vue d’identifier leurs peptides par spectrométrie de masse.

B) La mutation des sites O-GIcNAcylés pour mieux comprendre les répercussions de la O-

GlcNAcylation sur les fonctions des protéines d’intérét

Dés lors que ces nouveaux sites seront identifiés, il serait envisageable de réaliser une mutagénese
dirigée pour muter tout ou partie de ces sites. Les résidus sérine et/ou thréonine O-GIcNAcylés seraient
remplacés par un acide aminé non O-GlcNAcylable tel que I'alanine. L’analyse des protéines mutées
ainsi formées permettrait de mieux comprendre les répercussions de cette MPT sur la mise en place du
réseau de desmine et sur les fonctions cellulaires impliquant la desmine telles que [I'activité
mitochondriale, la protéolyse, la transmission de la force (

). Pour rappel, nous savons que le site d’O-GIcNAcylation connu de la desmine sur sa sérine
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460 est muté dans le cadre des desminopathies ( ) et qu’une mutation
de ce site dans les cellules C2C12 conduit a la formation d’agrégats protéiques caractéristiques de ces
pathologies ( ). Enfin, une mutagéneése dirigée permettrait également de connaitre
I'impact de la O-GIcNAcylation sur les interactions de la desmine avec ses partenaires protéiques,

notamment I’oB-cristalline.

V) Analyser les propriétés de la desmine en conditions de stress

Des études ont montré que des conditions de stress protéotoxiques conduisaient a des
changements de MPT de protéines chaperonnes telle que I'aB-cristalline. De plus, cet environnement
particulier provoquait également des changements d’interactions avec leurs partenaires protéiques
( ). LUensemble de ces modifications conduisent
généralement a des altérations des fonctions de ces protéines chaperonnes (

). De plus, des données préliminaires du laboratoire ont montré que lors d’un stress
protéotoxique induit par le MG132, un inhibiteur du protéasome, la forme des cellules musculaires, la
localisation et les MPT de I'aB-cristalline étaient modulés. En revanche, aucune étude ne s’est

intéressée au propriétés de la desmine en condition de stress, notamment ses MPT.

A) Analyse des MPT de la desmine

Comme nous l'avons fait lors de ces travaux de these avec le Thiamet G et le Acs-55-GIcNAc, nous
pourrions analyser le niveau protéique et la distribution cellulaire de la desmine en condition de stress.
De plus, les MPT de la desmine a savoir la O-GlcNAcylation, la phosphorylation et I'ubiquitination
( ) seraient également analysées consécutivement a un traitement des cellules
par le MG132. Une premiere expérience a été réalisée afin de comprendre comment ce stress peut
influencer la distribution cellulaire de la desmine, la O-GlcNAcylation globale mais également celle de
la protéine. Dans un premier temps, on remarque que le stress induit par le MG132 impacte fortement
la localisation de la desmine qui n’est plus sous forme de Fl homogénes au sein de la cellule mais plut6t
sous forme d’agrégats protéiques (figure 109). Concernant la O-GlcNAcylation, la figure 109 montre
qgue le niveau global de cette MPT ne semble par impacté par le MG132 ; en revanche, la desmine
semble beaucoup moins O-GIcNAcylée en condition de stress (figure 109) qu’elle ne I'était chez les

myotubes controles.
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Figure 109 : Images microscopiques aprés marquage par immunofluorescence de la O-GIcNAcylation (RL2),
de la desmine (Des) ou de la O-GIcNAcylation de la desmine (merge) chez des myotubes contréle (Ctrl) ou
traités au MG132 (MG132).

B) Analyse de l'interaction avec I'aB-cristalline

L'expérience précédente ainsi que des données préliminaires du laboratoire montrent qu’un stress
induit par le MG132 semble modifier la O-GlcNAcylation de la desmine et modifie les MPT de I'aB-
cristalline. Or, les sites d’O-GlcNAcylation et de phosphorylation de la chaperonne sont dans ou a
proximité de domaines d’interaction avec la desmine (figure 105) suggérant que les MPT pourraient
agir sur linteraction entre les deux protéines. La figure 110 montre que cette interaction est
grandement perturbée lorsque les cellules sont en condition de stress provoquée par le MG132.
serait alors intéressant d’étudier cette interaction en condition de stress et en présence de desmine
et/ou d’aB-cristalline mutées au niveau de leur site de phosphorylation et/ou d’O-GlcNAcylation. Nous
pourrions également analyser 'interaction entre nos deux protéines d’intérét par le biais d’autres
techniques telle que la résonnance plasmonique de surface ( ). Cette méthode optique
permet de mesurer la fixation d’un ligand sur son récepteur fixé a une surface métallique et ainsi

détecter les interactions protéine — protéine.
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Figure 110 : Images microscopiques aprés marquage par immunofluorescence de la desmine (Des) ou de
I'aB-cristalline (aBc) et de la colocalisation des deux protéines (merge) chez des myotubes contréle (Ctrl)
ou traités au MG132 (MG132).

V) Analyser les répercussions fonctionnelles des MPT

De nombreuses études s’intéressent a I'impact des MPT sur les processus cellulaires mais tres peu
d’entre elles ont étudié leurs répercussions fonctionnelles au niveau du muscle squelettique. De plus,
des études suggerent que la O-GlcNAcylation pourrait jouer un role dans la contraction des muscles
striés ( ) sans que les mécanismes sous-

jacents soient clairement définis.

Pour pallier ce probleme, une stratégie d’injection intramusculaire de siARN dans les muscles de
rats adultes males Wistar a été envisagée au laboratoire dans le but de mettre sous silence I'expression
des enzymes régulatrices de la O-GlcNAcylation. Des tests ont été réalisés afin de s’assurer de
I’efficacité de I'injection des siARN puisque c’est la premiére fois que cette méthode était utilisée au
laboratoire. Dans un premier temps, il a fallu valider la technique d’injection. Pour cela, nous avons
injecté du DAPI vital au sein du gastrocnémien de rat. Comme le montre la figure 111, ce DAPI était
réparti de maniére homogene indiquant que l'injection permettait une diffusion correcte pour

I’'ensemble du muscle.
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Figure 111: Marquage fluorescent
apreés une injection unique de DAPI vital
dans le muscle gastrocnémien de rat.

Ensuite, nous avons voulu analyser I'impact de ces siARN sur 'activité spécifique, I'expression
transcriptionnelle et protéique des enzymes ainsi que sur le taux global d’O-GIcNAcylation. Puisque
I'injection de siOGT ne donnait pas de résultats significatifs et reproductibles (données non
présentées), nous nous sommes focalisés sur les répercussions d’une injection de siOGA. Initialement
nous utilisions un « smart pool » composé de quatre siOGA différents puis nous avons initié des tests
avec les différents siOGA. La figure 112 montre que le siOGA#3 semble le plus efficace puisqu’il permet
de diminuer significativement I’activité spécifique de I'’enzyme (figure 112A) ainsi que son expression
transcriptionnelle (figure 112B). En revanche, ce siARN ne permet pas de modifier le taux global d’O-
GlcNAcylation (figure 112C) et augmente de maniére surprenante le niveau protéique d’OGA

(figure 112D).
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Ces données préliminaires montrent que les siARN permettent d’effectuer certains changements
intéressants. Cependant, face aux résultats trop peu reproductibles, ces expérimentations restent a
optimiser. Des lors, les répercussions de la O-GIcNAcylation seront investiguées sur la locomotion. Les
traces de pas, la démarche et la répartition du poids corporel chez des animaux en mouvement non

forcé seront analysées par la technique du Catwalk. De plus, certains parameétres de la fonction
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contractile seront déterminés tels que I'endurance, la fatigue, les forces isométrique, active et post-
tétanique. Ensuite, les muscles pourront subir des analyses histologiques afin de définir la morphologie
globale et le phénotype musculaire mais également la morphométrie du sarcomeére et la localisation
subcellulaire des mitochondries. Enfin, afin de corréler les éventuels changements fonctionnels et
structuraux aux MPT, une analyse protéomique sans a priori pourrait étre menée en analysant la

dynamique phosphorylation / O-GlcNAcylation.

Ces analyses protéomiques, de la fonction contractile et dans une plus large mesure de la tache
motrice et de la locomotion pourraient permettre de déchiffrer le réle de la O-GIcNAcylation dans la
fonction du muscle squelettique ; mais également de déterminer quel changement de MPT pourrait

améliorer cette fonction.

Vi) Analyse des MPT dans des modeéles pathologiques

Outre leur impact sur la fonctionnalité du muscle squelettique, des études supportent le fait que
les MPT seraient impliquées dans certaines pathologies musculaires. En effet, il a démontré qu’un
changement de phosphorylation de la troponine T pouvait étre utilisé comme marqueur de
I'insuffisance cardiaque ( ). De plus, les MPT de la desmine interviendraient dans
I"apparition de myopathies myofibrillaires particulieres, les desminopathies ( ).
En revanche, les mécanismes physiopathologiques de ces MPT, en particulier la O-GlcNAcylation et la
phosphorylation sont encore mal compris. C'est pourquoi, la derniére stratégie envisagée serait
d’étudier ces MPT dans le cadre de modeles pathologiques du muscle squelettique, plus
particulierement différents modeles de desminopathies pourraient étre envisagés. Ces études
permettraient d’identifier de nouvelles cibles thérapeutiques ou bien d’utiliser des changements de ces

MPT comme potentiels marqueurs a ces pathologies.

Sur I'ensemble de ces modeles, nous pourrions réaliser des analyses du taux global d’O-
GlcNAcylation et/ou de phosphorylation, du niveau protéique ainsi que de la localisation des enzymes
régulatrices de ces MPT : OGT, OGA, kinases et phosphatases. Nous pourrions également nous focaliser
sur I'analyse de nos deux protéines d’intérét, la desmine et I'aB-cristalline et sur leur interaction dans

ces modeles.
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A) Modeles cellulaires

Dans un premier temps, il pourrait s’agir de modeles cellulaires qui miment la pathologie. En effet,
certaines mutations de la desmine induisent un phénotype cellulaire se rapprochant de celui observé
lors des desminopathies avec présence d’agrégats protéiques, désorganisation des myofibrilles et
délocalisation des organites tels que les noyaux et les mitochondries ( ).
C’est le cas des mutations S46Y, Q389P, D399Y, R406W, S460! décrites par I'’équipe de Sabrina
Batonnet-Pichon et collaborateurs dans un modele de cellules musculaires squelettiques (

). De plus, puisqu’'une mutation de I'aB-cristalline semble impliquée dans
I"apparition d’agrégats protéiques de desmine ( ), nous
pourrions également considérer les modeles cellulaires de mutations de la chaperonne comme de

bons candidats pour analyser les MPT.

B) Modéles animaux

Outre les modeles cellulaires et afin de se rapprocher encore plus de la physiopathologie et du
phénotype des desminopathies humaines, nous pourrions utiliser des modeles animaux. Parmi ces
modeles animaux de desminopathies, il existe deux modeles murins que nous pourrions envisager. Le
premier provient d’un knock-in chez la souris entrainant la mutation R349P de la desmine, celle-ci
étant l'orthologue de la mutation faux-sens R350P la plus fréquemment rencontrée chez I'Homme.
Cette mutation provoque un déséquilibre de ’lhoméostasie protéique musculaire qui conduit a un
dysfonctionnement du cytosquelette sarcomérique et de I'appareil myofibrillaire ( )
associé a une faiblesse musculaire progressive ( ). Le second modele animal que
nous pourrions utiliser fait également référence a la mutation R350P chez 'Homme et est induite chez
le rat R349P via la technique de Crispr-Cas9. Bien que ce modeéle ne présente pas de différences
macroscopiques, il conduit a des troubles moléculaires tels que des changements de niveaux

protéiques de certaines protéines de structure du muscle et de la taille des fibres ( ).

Bien que les modeéles animaux tentent de se rapprocher de plus en plus de ce qui arrive chez
I'Homme en matiere de génétique, de structure et de fonctionnalité de ces pathologies (

), les échantillons provenant de patients restent les plus

pertinents. Pour aller encore plus loin dans la compréhension de I'implication des MPT dans les

desminopathies humaines, nous pourrions alors envisager de réaliser des analyses sur des coupes ou

des biopsies de muscles de patients atteints de ces pathologies.
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L'ensemble des données présentées dans ce manuscrit indiquent que les MPT, en particulier la O-
GlcNAcylation et la phosphorylation, seraient des modulateurs importants de la structure et de la
fonction du muscle squelettique. En revanche, leur dynamique qui est tres complexe étant donné le
nombre de sites modifiés nécessite d’étre étudiée de maniere plus approfondie. La compréhension de
ces mécanismes de régulation pourrait alors apporter de nouveaux éléments permettant de mieux
comprendre la physiopathologie de certaines maladies musculaires, telles que I'atrophie musculaire
ou les desminopathies. Dans une plus large mesure, cela pourrait s’appliquer a toutes les myopathies

myofibrillaires ou bien méme a I'ensemble des pathologies présentant une protéotoxicité.
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ANNEXES



Elimination "1 et 2 peptide(s)" pour identif

G_DSB RipA H_CLB RipA 1_CLB SDS
Other Other Other
Protein Group Accession accession Coverage (%) #Peptides Description Protein Group Accession accession Coverage (%) #Peptides Description Protein Group Accession accession Coverage (%) #Peptides Description
number number number
CYTOSKELETON AND MYOFIBRILLAR PROTEINS
5 P68134 89 48 Actin alpha skeletal muscle 6 P68134 84 51 Actin alpha skeletal muscle 5 P68134 68 48 Actin alpha skeletal muscle
61 Q7TPR4 10 8 Alpha-actinin-1 120 Q7TPR4 8 6 Alpha-actinin-1 82 Q7TPR4 8 8 Alpha-actinin-1
85 Q9JI91 4 4 Alpha-actinin-2 181 Q9JI91 3 3 Alpha-actinin-2
44 088990 24 18 Alpha-actinin-3 133 088990 6 5 Alpha-actinin-3 125 088990 5 5 Alpha-actinin-3
60 P57780 13 10 Alpha-actinin-4 122 P57780 7 6 Alpha-actinin-4 81 P57780 8 7 Alpha-actinin-4
31 P07356 74 23 Annexin A2 30 P07356 69 22 Annexin A2
57 P14824 27 16 Annexin A6
26 Q8BFZ3 52 25 Beta-actin-like protein 2 30 Q8BFZ3 35 23 Beta-actin-like protein 2 24 Q8BFZ3 33 22 Beta-actin-like protein 2
151 Q8BMK4 7 3 Cytoskeleton-associated protein 4
2 P31001 85 55 Desmin 3 P31001 88 64 Desmin 2 P31001 83 53 Desmin
322 Q8BW94 0 4 Dynein heavy chain 3 axonemal 238 Q8BW94 0 3 Dynein heavy chain 3 axonemal
114 Q8VHE6 0 2 Dynein heavy chain 5 axonemal 190 Q8VHE6 0 4 Dynein heavy chain 5 axonemal
28 P11276 21 34 Fibronectin 66 P11276 8 12 Fibronectin 72 P11276 8 11 Fibronectin
71 Q8BTM8 2 6 Filamin-A 146 Q8BTM8 2 4 Filamin-A 105 Q8BTM8 2 5 Filamin-A
48 Q8VHX6 8 16 Filamin-C 34 Q8VHX6 18 32 Filamin-C 36 Q8VHX6 13 23 Filamin-C
320 A2AUC9 3 3 Kelch-like protein 41 329 A2AUC9 3 2 Kelch-like protein 41
84 P07744 5 3 Keratin type Il cytoskeletal 4 119 P07744 2 2 Keratin type Il cytoskeletal 4 202 P07744 2 2 Keratin type Il cytoskeletal 4
76 Q9DCV7 5 4 Keratin type Il cytoskeletal 7
63 P11679 4 4 Keratin type Il cytoskeletal 8 75 P11679 4 4 Keratin type Il cytoskeletal 8 80 P11679 4 4 Keratin type |l cytoskeletal 8
111 Q9QXZ0 0 4 Microtubule-actin cross-linking factor 1 212 Q9QXZ0 1 5 Microtubule-actin cross-linking factor 1 194 Q9QXZ0 1 4 Microtubule-actin cross-linking factor 1
23 Q55x40 22 38 Myosin-1 4 Q5SX40 41 78 Myosin-1 13 Q5SX40 38 70 Myosin-1
4 P13541 51 89 Myosin-3 1 P13541 67 162 Myosin-3 1 P13541 61 131 Myosin-3
16 Q55X39 31 61 Myosin-4 18 Q5SX39 27 54 Myosin-4
41 Q02566 11 22 Myosin-6 23 Q02566 19 44 Myosin-6 26 Q02566 14 34 Myosin-6
25 Q91783 19 43 Myosin-7
25 P13542 20 36 Myosin-8
122 Q8VDD5 2 3 Myosin-9 28 Q8vDD5 24 37 Myosin-9 31 Q8VvDD5 20 28 Myosin-9
151 Q61879 1 2 Myosin-10 96 Q61879 2 6 Myosin-10 123 Q61879 2 5 Myosin-10
135 008638 2 3 Myosin-11
82 Q6URW6 3 7 Myosin-14 134 Q6URW6 2 3 Myosin-14
113 P70402 11 4 Myosin-binding protein H 169 P70402 4 2 Myosin-binding protein H
57 P05977 50 9 Myosin light chain 1/3, skeletal muscle isoform 46 P05977 66 14 Myosin light chain 1/3 skeletal muscle isoform 48 P05977 63 11 Myosin light chain 1/3 skeletal muscle isoform
Myosin regulatory light chain 2 skeletal muscle Myosin regulatory light chain 2 skeletal muscle Myosin regulatory light chain 2 skeletal muscle
52 P97457 66 9 isoform 35 P97457 83 18 isoform 39 P97457 73 11 isoform
100 P09542 17 3 Myosin light chain 3
74 P09541 23 3 Myosin light chain 4 51 P09541 67 8 Myosin light chain 4 60 P09541 59 7 Myosin light chain 4
148 Q60605 19 2 Myosin light polypeptide 6 78 Q60605 51 6 Myosin light polypeptide 6 88 Q60605 30 4 Myosin light polypeptide 6
77 Q8Cl43 27 4 Myosin light chain 6B 53 Q8Cl43 59 11 Myosin light chain 6B 58 Q8Cl43 46 10 Myosin light chain 6B
92 Q3THE2 34 6 Myosin regulatory light chain 12B
17 Q6P5H2 39 55 Nestin 18 Q6P5H2 30 44 Nestin 21 Q6P5H2 30 40 Nestin
313 Q6ZWR6 0 6 Nesprin-1 259 Q6ZWR6 0 6 Nesprin-1
36 Q9QXS1 9 33 Plectin 15 Q9QXS1 22 91 Plectin 20 Q9QXSs1 16 70 Plectin
50 P15331 10 9 Peripherin 50 P15331 10 8 Peripherin 56 P15331 11 8 Peripherin
15 P48678 71 49 Prelamin-A/C 17 P48678 65 45 Prelamin-A/C 19 P48678 55 35 Prelamin-A/C
39 P58771 63 23 Tropomyosin alpha-1 chain 29 P58771 74 32 Tropomyosin alpha-1 chain 38 P58771 56 20 Tropomyosin alpha-1 chain
43 P21107 36 15 Tropomyosin alpha-3 chain
70 Q6IRU2 23 7 Tropomyosin alpha-4 chain 106 Q6IRU2 23 5 Tropomyosin alpha-4 chain
30 P58774 61 24 Tropomyosin beta chain 21 P58774 83 39 Tropomyosin beta chain 29 P58774 65 26 Tropomyosin beta chain
325 Q3TVW5S 4 4 Trichoplein keratin filament-binding protein
102 P20801 22 3 Troponin C skeletal muscle
64 Q9WUZ5 25 6 Troponin |, slow skeletal muscle 240 Q9WUZ5 10 2 Troponin | slow skeletal muscle
144 P13412 17 2 Troponin | fast skeletal muscle 210 P13412 26 4 Troponin | fast skeletal muscle
79 P50752 17 5 Troponin T cardiac muscle 114 P50752 21 6 Troponin T, cardiac muscle 175 P50752 11 3 Troponin T cardiac muscle
127 088346 13 3 Troponin T slow skeletal muscle
61 Q9Qz747 35 11 Troponin T fast skeletal muscle 76 Q9QzZ47 31 7 Troponin T fast skeletal muscle
P68369 Tubulin alpha P68369 Tubulin alpha P68369 Tubulin alpha
Q7TMM9 20 7 Tubulin beta Q7TMM9 26 8 Tubulin beta Q7TMM9 36 11 Tubulin beta
1 P20152 91 60 Vimentin 2 P20152 94 73 Vimentin 3 P20152 89 54 Vimentin
91 Q64727 7 3 Vinculin 162 Q64727 6 3 Vinculin 206 Q64727 4 2 Vinculin
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Global O-GlcNAcylation

changes impact desmin
phosphorylation and its partition
toward cytoskeleton in C2C12
skeletal muscle cells differentiated
iInto myotubes

Charlotte Claeyssen, Bruno Bastide & Caroline Cieniewski-Bernard™

Desmin is the guardian of striated muscle integrity, permitting the maintenance of muscle shape

and the efficiency of contractile activity. It is also a key mediator of cell homeostasis and survival.

To ensure the fine regulation of skeletal muscle processes, desmin is regulated by post-translational
modifications (PTMs). It is more precisely phosphorylated by several kinases connecting desmin

to intracellular processes. Desmin is also modified by O-GIcNAcylation, an atypical glycosylation.
However, the functional consequence of O-GIcNAcylation on desmin is still unknown, nor its impact on
desmin phosphorylation. In a model of C2C12 myotubes, we modulated the global O-GlcNAcylation
level, and we determined whether the expression, the PTMs and the partition of desmin toward
insoluble material or cytoskeleton were impacted or not. We have demonstrated in the herein paper
that O-GIcNAcylation variations led to changes in desmin behaviour. In particular, our data clearly
showed that O-GIcNAcylation increase led to a decrease of phosphorylation level on desmin that
seems to involve CamKIl correlated to a decrease of its partition toward cytoskeleton. Our data
showed that phosphorylation/O-GIcNAcylation interplay is highly complex on desmin, supporting that
a PTMs signature could occur on desmin to finely regulate its partition (i.e. distribution) with a spatio-
temporal regulation.

Intermediate filaments (IFs) are a major and elaborated cytoskeletal network that is at least ten-fold more abun-
dant than microfilaments or microtubules'. The major function of IFs is the maintenance of cell shape and
architecture, conferring resistance of cells towards mechanical stresses. They also contribute to the organization
of cells because of their interaction with organelles. Indeed, IFs interact with mitochondria and modulate energy
fluxes>*. Moreover, they contribute to the organization of cells into tissues as IFs interact with adhesive structures
such as focal adhesions or desmosomes’. Initially considered as static structures, it is nowadays well admitted
that IFs are on the contrary highly dynamic and able to respond rapidly to cellular demands. Strong regulators of
IFs dynamics are post-translational modifications (PTMs), in particular phosphorylation and O-N-acetyl-3-p-
glucosaminylation (O-GlcNAcylation) that modulate the IFs dynamics and interactions in response to signalling
pathways*~. Beyond their mechanical role, IFs are a nodal point within cells because of their interaction with a
growing number of proteins, in particular proteins of signalling pathways. As a consequence, IFs are both tar-
gets and active contributors of intracellular signalling. As modifiers and organizers of signalling, IFs contribute
to a dynamic cell behaviour (development, proliferation, migration, apoptosis...) and in larger extent to tissue
homeostasis (regeneration, wound healing...)*$-11,

Among the constitutive proteins of IFs, desmin is the major protein of type III IFs in striated muscles as it
represents 2% and 0.35% of total proteins in heart and skeletal muscles, respectively'%. Desmin interactome is
vast!®!4 This protein forms a continuous transcytoplasmic network around Z-discs through specific interac-
tions with a plethora of structural proteins, permitting the maintenance of lateral alignment of myofibrils, the
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cytoskeletal lattice of muscle and the anchoring of mitochondria and nuclei'*'>¢. Over the preservation of muscle
integrity and the involvement in contractile activity, desmin is also a key mediator of cellular homeostasis and
survival because of its implication in several cellular processes such as differentiation, apoptosis, intracellular
signalisation, mechanotransduction, vesicle trafficking, organelle biogenesis and/or positioning, calcium homeo-
stasis, protein homeostasis and the regulation of metabolism and gene expression'>*!”. Desmin bears several
PTMs, in particular phosphorylation by several kinases that connect desmin to different cellular processes such
as cell division, myoblast differentiation or muscle contraction'®. Hence, desmin is strongly associated to the
aetiology of several muscle pathologies such as dilated cardiomyopathy, hypertrophic cardiomyopathy, restrictive
cardiomyopathy, atypical cardiomyopathy, heart failure, sleep apnea, asthma, respiratory insufficiency, dysphagia,
myofibrillar myopathies or muscle wasting'®-?!. Desmin-related myopathy and cardiomyopathy (i.e. desminopa-
thies) could result from mutation in the desmin gene, cleavage of desmin, and/or changes on post-translational
modifications, leading to an altered desmin network and the formation of toxic desmin aggregates'*?>-*°. As a
consequence, desmin function is lost, leading to improper mitochondrial function, loss of cell adhesion and
cell-cell communication, fibrosis and inflammation'*. Importantly, these toxic aggregates are seeding-competent
amyloid aggregates that persist in muscle fibers*>?’, and these preamyloid and amyloid oligomers formation and
deposition result from detrimental phosphorylation in heart failure**?’.

As mentioned previously, desmin is highly post-translationally modified, especially through
phosphorylation'®. However, desmin is not only phosphorylated but also modified by an atypical glycosylation:
the O-N-acetyl-B-p-glucosaminylation (O-GlcNAcylation)*. The O-GlcNAcylation is an atypical glycosylation
corresponding to the transfer of a unique monosaccharide, the N-acetyl-D-glucosamine, on serine or threonine
hydroxyl group of a protein; O-GlcNAcylation is highly dynamic and reversible, presenting a dynamic interplay
with phosphorylation®!. The O-GlcNAcylation is highly abundant on cytoskeletal proteins; in particular, kera-
tin 8 and 18 which are involved in the development and differentiation of various tissues are O-GlcNAcylated.
Interestingly, while phosphorylation regulated protein interaction, ubiquitination and filament organization
of keratins, O-GlcNAcylation was demonstrated to modulate the phosphorylation level of IFs*>** and increase
keratins solubility>*, ubiquitination and proteasomal degradation of IFs proteins®. Moreover, O-GlcNAcylation
was linked to the modulation of IFs, in particular vimentin® and keratin 8/18 filaments>*, with a link between
O-GlcNAcylation and cell survival in stress condition®. In skeletal muscle, O-GlcNAcylation extensively modi-
fies other nucleocytoplasmic and mitochondrial proteins and also myofibrillar proteins*’. We have previously
demonstrated that motor and regulatory proteins are O-GlcNAcylated modulating so the contractile properties of
skeletal muscle such as calcium activation parameters®***-*!. Supporting a key role of this atypical glycosylation,
the alteration in the number or the linkage of O-GlcNAc moieties is closely associated to the physiopathology of
several diseases and in particular neuromuscular pathologies (polymyositis, dermatomyositis, sporadic inclusion
body myositis, muscular dystrophies, neurogenic muscular atrophy, rhabdomyolysis, and distal myopathy with
rimmed vacuoles)*?. Interestingly, some of the O-GIcNAc sites correspond to mutated sites closely associated to
the development of muscle pathologies such as Laing myopathy* or desminopathies*. The O-GlcNAc modifica-
tion was also demonstrated to be involved in skeletal muscle atrophy*#>#. Moreover, recent data from our lab
underlined the crucial role of O-GlcNAcylation in the modulation of contractile activity, in the structuration of
sarcomeric cytoskeleton and in the modulation of protein-protein interactions (for review, see”’). Indeed, we have
recently demonstrated that the two enzymes responsible of the O-GlcNAcylation process are located in the nodal
Z-line*, and that several myofibrillar proteins are O-GlcNAc-modified, such as aB-crystallin, a-actinin or desmin
among others***. We have also demonstrated in a cellular model of C2C12 skeletal muscle cells differentiated
into myotubes that O-GlcNAcylation could be involved in the organization and reorganization of sarcomere.
Importantly, we showed that sarcomere reorganization was linked to a modulation of several multiprotein com-
plexes and some of them include key structural proteins, in particular desmin and its molecular chaperone, the
aB-crystallin¥’. To support this role of O-GlcNAcylation in the modulation of desmin interactome (in particu-
lar the interaction with aB-crystallin), O-GlcNAc sites modifying both proteins are located into interaction
domains*, and our data also suggest that their interaction could be impacted by O-GlcNAcylation changes*’.

However, the precise impact of O-GlcNAcylation on desmin, the guardian of striated muscle integrity, remains
poorly understood. The major objective of our study was to reveal the role of O-GlcNAcylation on desmin
features. For this purpose, we increased or decreased the global O-GlcNAcylation level on C2C12 myotubes
using pharmacological molecules inhibiting OGA or OGT (the two enzymes involved in O-GlcNAcylation and
de-O-GlcNAcylation process) respectively, and investigated whether the global O-GlcNAcylation level should
impact the desmin behaviour or not. We focused particularly on its expression, its partition toward cytoskeleton
or insoluble fraction, and the variations of phosphorylation and O-GlcNAcylation on desmin.

Materials and methods

C2C12 cells culture. Myoblasts proliferation and differentiation. The C2C12 mouse myoblasts (ATCC:
American Type Culture Collection, Manassas, VA) were cultured in proliferation medium [PM: Dulbecco’s
Modified Eagle’s Medium (DMEM, Gibco); 10% foetal calf serum (Gibco); 1% antibiotics/antimycotics (Sig-
ma)]. Cells were put in plate of 8.8 cm? at a density of 2x 10° cells/ml in PM. When reaching 80-90% conflu-
ence, PM was changed toward differentiation medium [DM: DMEM (Gibco); 2% heat inactivated horse serum
(Gibco); 1% antibiotics/antimycotics (Sigma)]. This medium change corresponds to day 0 of differentiation.
Cells were cultured into an incubator at 37 °C, 5% CO, and saturated humidity, and culture media were changed
every 2 days.

Pharmacological treatments.  After 5 days of differentiation, C2C12 myotubes were treated by pharmacological
molecules applied overnight. We used 5 uM of Ac,-5S-GlcNAc (peracetyl-5-thio-GlcNAc; generous gift from Pr
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Figure 1. Recapitulative scheme of the different protein extraction protocols. This scheme indicated the protein
subcellular fractions obtained, the corresponding buffers used and the downstream analyses for each fraction.

D.Vocadlo, Simon Fraser University, Burnaby, Canada)* or 0.5 M of Thiamet-G (thiazoline amino-ethyl gluco-
configured)* resolubilized in DMSO (dimethyl sulfoxide) and diluted in DM, to inhibit OGT and OGA respec-
tively. Control myotubes were cultured in DM with DMSO as vehicle but without OGT or OGA inhibitors. To
increase or decrease CamKII activity, we applied overnight 3 mM of caffeine® (Thermofisher) or a co-treatment

with 3 mM of caffeine added to 20 uM of KN-93°! resolubilized in water.

Proteins extraction and fractionation. Cells were rinsed three times with ice-cold PBS (Phosphate
Buffer Saline). Proteins were extracted by cells scraping and lysis with 150 pl of extraction buffer adapted to
downstream analyses according to specific protocols defined hereinafter. All extraction buffers contained anti-
proteases [Complete EDTA-Free (Roche Diagnostics)], anti-phosphatases [Phos-Stop (Roche Diagnotics)] and
50 uM of PUGNACc (O-(2-acetamido-2-deoxy-Dp-glucopyrano-silidene)-amino-N-phenyl-carbamate; Sigma), an
OGA inhibitor. A recapitulative scheme of all extraction protocols is presented in Fig. 1.

Whole cellular extract. RIPA buffer (10 mM Tris/HCI, pH 7.4; 150 mM NaCl; 1 mM EDTA; 1% Triton X-100;
0.5% sodium deoxycholate; 0.1% SDS) was used to get whole extract. Protein content was estimated by Bradford
assay.

Cellular extract for kinases and phosphatases assays.  For kinase assays, cells were lysed in lysis buffer (20 mM
MOPS; 5 mM EGTA; 1% NP40; 1 mM DTT) according to manufacturer’s protocol, and after centrifugation at
13,000 rpm for 10 min at 4 °C, supernatant protein content was determined with BCA assay. For phosphatase
assay, RIPA buffer without SDS and phosphatases inhibitors was used to get whole extract. Protein content was
estimated by Bradford assay.

Cytoskeletal fraction. ~ Cells were lysed with Cell Lysis Buffer (50 mM PIPES, pH 7.4; 50 mM NaCl; 5% glycerol;
0.1% Triton X-100; 0.1% Tween-20) 1.5 min on ice®. The solution was discarded. After rinsing with 300 pl Tris/
HCI buffer (50 mM Tris HCI pH 7.5), 100 pl of nuclease Buffer (50 mM Tris/HCI, pH 7.4; 10 mM MgCl,; 2 mM
CaCl,) supplemented with 10 U/ml of benzonase nuclease were applied for 10 min; the solution was discarded
too. Cytoskeletal proteins that remained fixed on the plate were rinsed by Tris/HCI buffer and then solubilized
by scrapping with 30 pl of Tris/HCI buffer supplemented by 1% SDS>2. Protein content of SDS-resuspended
extracts, containing cytoskeletal proteins was estimated by Lowry assay.

Insoluble and soluble fractions. Cells were lysed by Detergent Soluble Buffer (DSB: 50 mM Tris/HCI, pH 7.4;
150 mM NaCl; 1 mM EDTA; 1% Triton X-100) after 30 min on ice. Protein extract was centrifuged at 13,000 rpm
for 10 min at 4 °C*. Supernatant corresponds to soluble fraction; pellet, corresponding to insoluble proteins
fraction, was resolubilized by 100 pl of Detergent Insoluble Buffer (DIB: 50 mM Tris/HCl, pH 6.8; 2% SDS;
100 mM DTT; 10% glycerol)®. Protein content of DSB extracts was estimated by Bradford assay while those
corresponding to DIB extract was estimated by Lowry assay.

Dephosphorylation process. Twenty micrograms of proteins were incubated in dephosphorylation buffer
(50 mM Tris/HCl, pH 7.6; 100 mM NaCl; 1 mM DTT, 10 mM MgCl,; 1 mM MnCl,, added with anti-proteases
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[Complete EDTA-Free (Roche Diagnostics)], 10-20 U alkaline phosphatase (Sigma P6774) for 8 h at 37 °C.
Then, proteins were denatured by boiling in Laemmli buffer.

Immunoprecipitation. One hundred pg of proteins in RIPA were incubated with protein G coupled on
magnetic bead (Millipore) during 1 h at 4 °C for pre-clearing step. The non-retained sample was incubated with
primary antibody overnight at 4 °C with gentle agitation, followed by 2 h incubation with magnetics beads (1:5).
Beads were then washed sequentially using RIPA, RIPA +0.5 M NaCl, RIPA + TNE (10 mM Tris/HC, pH 7.4;
150 mM NaCl; 1 mM EDTA) (50:50, v/v) and lastly with TNE. Beads were finally resuspended in Laemmli buffer
(62.5 mM Tris/HCI, pH 6.8; 10% glycerol; 2% SDS; 5% B-mercaptoethanol; 0.02% bromophenol blue) and boiled
during 8 min at 95 °C. The soluble fraction corresponding to the immunoprecipitated proteins was analysed by
SDS-PAGE and western-blot as described below.

Electrophoretic methods. SDS-PAGE. Proteins samples were separated by SDS-PAGE on 7.5% Stain-
free acrylamide or AnykD Mini-PROTEAN TGX Stain-free (SF) Precast Gels (Biorad). The electrophoretic
separation was done at constant voltage (300 V) for about 20 min in a tank with migration buffer (190 mM Gly-
cine; 25 mM Tris Base; 0.1% SDS). At the end of the electrophoretic separation, total proteomes were visualized
after UV activation with ChemiDoc MP Imager (Imaging System) and ImageLab software (Biorad) by means of
the Stain-Free technology. It is based on trihalo compound incorporation in the gel, which reacts with proteins
and covalently binding to tryptophan residues, rendering them detectable after UV exposure. Proteins were then
transferred on 0.2 um nitrocellulose membrane using Trans-blot Turbo transfer system (Biorad) at 1.3 A, up to
25 V/gel during 10 min. The quality of transfer was checked by imaging of the SF profile with ChemiDoc MP
Imager.

154,55

Phos-tag-PAGE. Proteins samples were resolved on Phos-tag-PAGE gel***, composed of stacking gel (4%
acrylamide/bisacrylamide [29:1]; 125 mM Tris/HCI, pH 6.8; 0.01% SDS; 0.06% APS 10%; 0.034% TEMED)
and resolving gel (7.5% acrylamide/bisacrylamide [29:1]; 375 mM Tris/HCI pH 8.8; 0.01% SDS; 10 mM MnCl,;
20 uM Phos-tag™ acrylamide [AAL-107, NARD Institute]; 0.5% APS 10%; 0.1% TEMED). Electrophoretic
migration was performed using migration buffer as described above at constant amperage (25 mA/gel) for about
110 min. After migration, Phos-tag gels were incubated twice for 7 min in transfer buffer (20% ethanol; 20%
Transfer buffer 5x [Trans-blot turbo, Biorad]) supplemented with 1 mM EDTA, and then two times in transfer
buffer without EDTA. Finally, proteins were transferred on 0.2 pm PVDF membrane with Trans-blot Turbo
transfer system as described above. The quality of transfer was checked by imaging using the ChemiDoc MP
Imager after membrane staining with red Ponceau (Thermofisher).

Western-blot. Membranes were blocked with 5% BSA for RL-2, CamKII and P-CamKII antibodies or non-fat
dry milk for desmin, PAK1 and P-PAK1/2 antibodies in TBS-T (Tris Buffer Saline-Tween: 15 mM Tris/HCI,
pH 7.6; 140 mM NaCl; 0.05% Tween-20). Membranes were incubated with primary antibody as follow: RL-2
(MA1-072, ThermoFisher) at 1/2500% Desmin (Abcam ab6322) at 1/50000% CamKII (Cell Signaling #4436)
at 1/1000% P-CamKII (Thr286) (Cell Signaling #12716) at 1/1000% PAK1 (Cell Signaling #2602) at 1/1000%
P-PAK1/2 (Ser144/Ser141) (Cell Signaling #2606) at 1/1000° in blocking solution overnight at 4 °C with gentle
agitation. After three washes of 10 min in TBS-T, membranes were incubated in blocking solution containing
secondary antibodies (HRP-linked IgG, Cell Signaling #7074 or #7076) for 1 h at RT before five washes of 10 min
each in TBS-T. Signals were detected by chemiluminescence using ECL Clarity (Biorad) and ChemiDoc MP.
Images were acquired and analysed using Image Lab’ software.

Kinases and phosphatases activity assay. PKA and PKC activities assay. 'The activity of PKA and
PKC were measured using PKA and PKC activity assay kits (Abcam 139435 and 139437, respectively) according
to the manufacturer’s protocol. Once proteins extracted according to the protocol defined for kinases assays, 1 ug
of protein extract was used for ELISA assay based on a specific phospho-peptide substrate which was phospho-
rylated by active PKA or PKC. The phosphorylation level of peptide substrate was determined by absorbance
measurement at 450 nm on SpectraMax reader (Molecular devices).

In-gel phosphatase assay. 'The phosphatases activities were in-gel assayed using the fluorogenic substrate
MUP (4-methyl-umbelliferyl phosphate), MUP being converted to fluorescent products once hydrolysed by
phosphatase(s)**’. Native-PAGE was performed with 75 pg proteins extracted using the same procedure than
SDS-PAGE except that SDS was removed from RIPA buffer, Laemmli buffer, migration buffer, 10% acrylamide/
bisacrylamide [37.5:1] separating gel and 4% stacking gel. The electrophoretic separation was done under con-
stant amperage (20 mA/gel) at 4 °C to prevent loss of phosphatase activity for about 110 min. Once the electro-
phoretic separation was achieved, the native gels were incubated in reaction mixture (50 mM Tris/HCI, pH 8;
0.1 mM EGTA; 0.01% Tween 20; 20 mM B-mercaptoethanol; 20 mM MnCl,; 0.5 mM MUP at 10 mM in DMSO)
for 15 min at 37 °C with manual shaking every minute as previously described®>*’. Fluorescent bands corre-
sponding to phosphatases activity were detected after UV exposition (365 nm) using ChemiDoc MP.

Statistical analysis. The quantification of signal intensities was carried out following normalization by
total protein level on Stain-Free images or by internal standards. Means of each group were related to the cor-
responding control mean having the value of 1. The significance of intergroup differences was determined by
Kruskal-Wallis test (GraphPad Prism software). Experiments were done on 5 dishes per culture, on 3 independ-
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Figure 2. Quantification of global O-GlcNAcylation level in C2C12 myotubes following Ac,-55-GlcNAc (5S,
A) or Thiamet G (ThG, W) treatment. Twenty pug of proteins sample extracted with RIPA buffer were resolved
on 7.5% acrylamide Stain-free gels and analysed by western blot. (a) Whole protein profiles detected using
Stain-Free technology. (b) O-GlcNAcylation pattern revealed with RL-2 antibody. (c) Quantification of western
blot signals, normalized to Stain-Free profile. Data were expressed as mean + SEM and compared with the
control condition. *p <0.05, **p <0.01 significantly different from control (n=15, N=3 independent cultures).
Uncropped images of gel and blot are presented in Supplemental data.

ent cultures (n=15, N=3) and samples were distributed on several gels performed in parallel. Results were
presented as mean + SEM and outlier values were removed when existing. Significance levels were indicated by
*p<0.05, *p<0.01 or **p<0.001.

Results

Modulation of O-GIcNAcylation global level. To better understand the phosphorylation/O-Glc-
NAcylation interplay on desmin, the global O-GlcNAcylation level was modified in 5-days differentiated C2C12
myotubes using pharmacological molecules. Thiamet G* and Ac,-5S-GlcNAc*, OGA and OGT inhibitors, were
used to increase and decrease the global O-GlcNAcylation level. For each treatment, we determined the differ-
entiation status (fusion index) and cell viability (colorimetric MTT assay) which were not altered whatever the
treatment applied (Supplemented Fig. 1).

To quantify changes of the global O-GlcNAcylation level, we performed western blot using RL-2 antibody
which recognizes O-GlcNAc moieties; whole protein profiles (Stain-Free) and RL-2 profiles were presented on
Fig. 2a,b, respectively. The quantification of the variation of global O-GlcNAcylation level was presented on
Fig. 2c. As shown on Fig. 2, Ac,-55-GlcNAc treatment led to a significant decrease of O-GlcNAcylation level
(0.54£0.11, p<0.05) while Thiamet G treatment significantly increased the O-GlcNAcylation level (3.87 £ 0.66,
p<0.01) compared to control cells (1.00+0.26).

Modulation of desmin partition between soluble and insoluble fractions and towards cytoskel-
eton. The desmin protein level was quantified in the whole proteome (Fig. 3a). While the Thiamet G treat-
ment didn’t impact the desmin protein level compared with control (0.99£0.07), its protein level increased
significantly in the whole extract following a global O-GlcNAcylation decreased resulting from Ac,-55-GlcNAc
(1.37+0.13, p<0.05).

Myotubes proteins were extracted according to two differential extraction protocols permitting to access to
soluble and insoluble protein fractions or to cytoskeleton, as described in Fig. 1. The different proteins patterns
and the validation of differential extraction were presented on Supplemented Fig. 2. The partition of desmin
investigated by western blot performed on insoluble fraction and on cytoskeletal proteins was modified consecu-
tively to global O-GlcNAcylation changes. Figure 3b showed that Thiamet G treatment significantly decreased
the partition of desmin toward cytoskeleton (0.67 +0.06, p <0.05) compared to control (1.00+0.11) while this
treatment didn’t modify desmin partition into the insoluble fraction (Fig. 3c). The Ac,-5S-GlcNAc treatment
slightly increased desmin in insoluble fraction (1.23+0.10, p=0.1) compared to control (0.94+0.07) (Fig. 3¢);
however, it didn’t cause any change of desmin partition toward cytoskeleton (Fig. 3b).

Phosphorylation/O-GlcNAcylation interplay of desmin. The variation of phosphorylation level was
performed using a gel electrophoresis approach based on Phos-tag-PAGE***, permitting the retardation of the
different phosphorylated forms of a protein compared to the non-phosphorylated one; the protein of interest
was then detected by western-blot. As indicated on Fig. 4a, the non-retarded band (assigned as NP band) corre-
sponded to the non-phosphorylated form of desmin in whole protein extract. The retarded bands were assigned
to P1 and P2, corresponding to the first and the more retarded band, respectively. In order to validate this retar-
dation as phosphorylated forms of desmin comparing with the non-phosphorylated one, a control sample was
dephosphorylated using alkaline phosphatase prior to Phos-tag-PAGE (Fig. 4c).
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Figure 3. Quantification of desmin partition toward cytoskeleton or insoluble protein material. Twenty pg
of proteins sample extracts (RIPA for desmin protein expression, and SDS-resolubilized extracts or DIB for
partition toward cytoskeleton or insoluble material, respectively) were resolved on AnykD Stain-free gels and
analysed by western blot for desmin detection. (a) Desmin protein level in whole proteome. (b,c) Changes

in desmin partition towards cytoskeleton (b) or insoluble protein material (c) from untreated (C, @), Ac,-
5S-GlcNAc- and Thiamet G-treated myotubes (5S, A and ThG, B respectively). Data were expressed as
mean + SEM and compared with the control condition. **p <0.01: significantly different from control (n=15;
N =3 independent cultures).

All signals were quantified, and each band was expressed as relative percentage compared with the sum of
each signal (NP, P1 and P2) that corresponds to whole desmin protein level. Data were represented on Fig. 4b.
We showed that the increase of global O-GlcNAcylation level through the Thiamet G treatment of myotubes
led to a change in its global level of phosphorylation (Fig. 4b) which was characterized by a significant decrease
of the most retarded form (band P2) (8.58% versus 14.36% for control, p <0.01) (Fig. 4b). We didn’t quan-
tify any change for the non-phosphorylated form (NP), nor any difference in the phosphorylation pattern in
Acy-55-GlcNAc myotubes.

We also studied the protein pattern of the protein extracts resulting from the differential extraction proto-
cols using Phos-tag-PAGE. As shown on Fig. 4d, several phosphorylated forms of desmin could be detected on
cytoskeletal or on insoluble fractions. In contrast, a very slight signal corresponding to phosphorylated desmin
was detected on soluble fraction, supporting that phosphorylation impacts the partition of desmin towards
insoluble fraction or towards cytoskeleton. In addition, we observed additional bands in the insoluble and
cytoskeleton fractions that were not detected in the whole extract. This suggests that phosphorylation status on
desmin partition toward specific protein fraction such as cytoskeleton plays a crucial role.

Modulation of desmin O-GIcNAcylation. We performed western-blot directed against desmin follow-
ing immunoprecipitation of O-GlcNAcylated proteins using RL-2 antibody as previously described in previous
papers of the 1ab**. This approach allowed to determine that desmin O-GlcNAcylation slightly decreased in
whole extract after Thiamet G treatment (0.60+0.11, p=0.06) compared to control (0.93+0.11) (Fig. 5a) while
it didn’t change following the Ac,-5S-GlcNAc treatment.

To clarify the link between phosphorylation and O-GlcNAcylation of desmin, we immuno-precipitated
O-GlcNAcylated proteins from whole protein extract of control C2C12 myotubes prior to Phos-tag-PAGE;
desmin detection was carried out by western blot. As shown on Fig. 5b, our data indicated that the O-Glc-
NAcylated desmin was not phosphorylated as no retarded bands were observed after RL-2 immunoprecipitation
(Fig. 5b, left lane) while we detected two retarded forms in the whole extract (Fig. 5b, right lane). These data
suggest that the two post-translational modifications are mutually exclusive for desmin.

Analysis without an a priori of phosphatases activity that could be involved in the variation of
desmin phosphorylation. To go further in understanding the complex phosphorylation/O-GlcNAcyla-
tion interplay, we analysed the activity of phosphatases that could be involved in desmin dephosphorylation.
Indeed, a modulation of the phosphorylation of a given protein could result from a modulation of kinase(s)
activity but also phosphatase(s) activity. To identify without a priori the phosphatases presenting a change in
their activity, we performed an in-gel protein phosphatase assay using 4-methyl-umbelliferyl phosphate sub-
strate (MUP) (Fig. 6a)”’. This approach allowed us to determine that there was no changes of global phos-
phatases activity whatever the treatment applied (Fig. 6b); in the same way, we didn’t observe any change for each
separated band (Supplemented Fig. 3).

Identification of kinase(s) involved in the variation of desmin phosphorylation. We have dem-
onstrated in the herein paper that increased O-GlcNAcylation level led to a significant decrease of desmin phos-
phorylation without alteration of phosphatases activity. To go further in the fine understanding of the inter-
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Figure 4. Quantification of the phosphorylated forms of desmin in C2C12 differentiated myotubes
consecutively to global O-GlcNAcylation variations. Twenty ug of whole proteins samples (RIPA extracts) or
protein samples resulting from differential extractions (DSB: soluble; DIB: insoluble; and SDS-resolubilized:
cytoskeleton) were separated using Phos-tag-PAGE, and desmin was detected using western blot. (a,b)
Quantification of desmin phosphorylation changes in whole protein extract of untreated (C), Ac,-5S-GlcNAc-
and Thiamet G-treated myotubes (5S, and ThG respectively). The phosphorylated forms of desmin were
separated according to the number of phosphate groups (P1: first retarded form of desmin; P2: second retarded
form of desmin) comparing with the non-phosphorylated form of desmin (NP); the representative pattern in
untreated and treated myotubes was presented on (a) panel. The signals were quantified and expressed as the
relative percentage of each form (NP, P1 and P2 forms, comparing with the sum of all forms (NP +P1 + P2, equal
to 100%, for each condition). (c) A control sample was dephosphorylated using alkaline phosphatase (AP) prior
to Phos-tag-PAGE and detection of desmin was carried out through western blot. (d) Protein samples resulting
from differential extractions (DSB: soluble; DIB: insoluble; and SDS-resolubilized: cytoskeleton) were separated
using Phos-tag-PAGE, and detection of desmin was carried out through western blot. **p <0.01: significantly
different from control (n=15; N=3 independent cultures). Uncropped images of blots are presented in
Supplemental data.

play between phosphorylation and O-GlcNAcylation, we attempted to determine the kinase(s) involved in this
decrease of phosphorylation level. We quantified PKA and PKC activities using ELISA approach and we deter-
mined the activation status of CamKII and PAK using the phosphorylation level of these enzymes, which is
known to lead to their activation; the representative signals for CamKII, P-CamKII, PAK1 and P-PAK1/2 were
presented in Supplemented Fig. 4.

As shown on Fig. 7a, the PKA activity increased consecutively to global decrease of O-GlcNAcylation level in
Ac,-5S-GlcNAc-treated myotubes (1.20+0.06, p <0.001) compared to control (0.99 +£0.01), while its activity was
unmodified following the increase of global O-GlcNAcylation level in Thiamet-G-treated myotubes. The PKC
activity was not modified whatever the variation of the global O-GlcNAcylation level (Fig. 7b). Interestingly, our
data showed that the global increase of O-GlcNAcylation consecutively to Thiamet G treatment led to a signifi-
cant decrease of CamKII phosphorylation (0.55+0.06, p <0.001) compared to control (1.00 £0.06), translating
a decrease in its activation level (Fig. 7c). This data could explain the decrease of desmin phosphorylation we
quantified in Thiamet G-treated myotubes. Lastly, we determined whether the activation status of PAK could
be impacted by global O-GlcNAcylation level variation. However, we didn’t quantify any change of activation
status of PAK (Fig. 7d). Interestingly, when CamKII activity was modified consecutively to co-treatment with
caffeine (CamKII activator) and KN-93 (CamKII inhibitor), we observed a decrease in the P2 signal (3.36% versus
13.33% for control, p <0.001) on Phos-Tag PAGE while the P1 signal slightly increased (16.44% versus 10.05%
for control, p=0.09) (Fig. 8). The non-phosphorylated (NP) signal remained unchanged. These data supported
that CamKII could be involved in the regulation of the desmin phosphorylation level.
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Figure 5. Quantification of desmin O-GlcNAcylation and its interplay with phosphorylation. Changes of
desmin O-GlcNAcylation level were determined in whole extract by western blot analysis performed after
immunoprecipitation of O-GlcNAcylated proteins from untreated myotubes (C, @), and Ac,-5S-GlcNAc- and
Thiamet G-treated myotubes (5S, A and ThG, B respectively). (a) Signals were quantified and expressed

as ratio of glycosylated protein/protein level (mean + SEM), and compared to the control condition. The
representative signals for whole extract (WE) and the immunoprecipitated proteins (IP) were shown under the
histogram. (b) Desmin was detected using western blot following Phos-tag-PAGE after immunoprecipitation of
O-GlcNAcylated proteins (left lane) comparing with the whole protein extract from untreated C2C12 myotubes
(right lane). NP corresponded to the non-phosphorylated desmin, and P1 and P2 the phosphorylated forms of
desmin. The tendency of difference comparing with control is indicated on histogram (n=15; N=3 independent
cultures). Uncropped images of blots are presented in Supplemental data.

Discussion

In the herein paper, we determined whether the O-GlcNAcylation level modulation could impact desmin behav-
iour in C2C12 myotubes. For this purpose, O-GlcNAcylation level was pharmacologically modulated with
specific inhibitors of OGT and OGA (the Ac,-5S-GlcNAc* and the Thiamet-G*, respectively). Our data sup-
port that O-GlcNAcylation impacts desmin protein level, its phosphorylation and O-GlcNAcylation as well as
its subcellular distribution (see recapitulative Table 1). Interestingly, while we expected an opposite impact of
the two inhibitors, we observed differential changes of desmin behaviour according to global O-GlcNAcylation
variations. This suggests that targeted inhibition of OGT or OGA led to differential adaptive response of myo-
tubes. Indeed, when global O-GlcNAcylation level decreased following Ac,-5S-GlcNAc treatment, we showed
an increase of desmin protein level that was preferentially found into the insoluble fraction. In contrast, the
desmin protein level remained unmodified when O-GlcNAcylation was increased following Thiamet G treat-
ment; however, the partition of desmin toward cytoskeleton decreased, suggesting that O-GlcNAcylation could
be involved in cytoskeleton remodelling.

Another important finding is that global O-GlcNAcylation impacts desmin phosphorylation. Indeed, while
the Ac,-55-GlcNAc had no effect on desmin phosphorylation, the increase of global O-GlcNAcylation level
through Thiamet G treatment led to a decrease of desmin phosphorylation. Phosphorylation/dephosphorylation
is a central process that modulates the IFs dynamics and function. Per se, phosphorylation dictates the intrinsic
properties of IFs such as filament organization, turnover, binding with associated proteins or solubility. It could
particularly impact the redistribution between soluble pool and filamentous and insoluble material®®. However,
the phosphorylation process on desmin is highly complex, depending on several kinases that link desmin to
several cellular processes'®. In vitro phosphorylation of the desmin head domain is often described to contribute
to IFs solubilisation®, but in contrast, phosphorylation, and more specifically hyperphosphorylation, is closely
linked to the physiopathology of skeletal muscle diseases (in particular myofibrillar myopathies) or in heart
disorders (such as heart failure), characterized by desmin aggregation?*2%2%60-62,

While the decrease of the phosphorylation level was correlated with a decrease of the partition of desmin
toward cytoskeleton, we investigated whether desmin could be differentially phosphorylated in cytoskeletal or
in soluble/insoluble fractions. We thus analysed the phosphorylated pattern of desmin in each of these fractions
using Phos-tag-PAGE**%; this approach was previously applied to analyse the pattern of phosphorylation of
desmin in cardiomyocytes and heart tissue?***626, However, to our knowledge, this approach was applied for the
first time in skeletal muscle cells considering cytoskeleton and soluble/insoluble material. The result obtained was
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Figure 6. Quantification without an a priori of phosphatase activities involved in the desmin
dephosphorylation. (a) In-gel detection of phosphatases activity after separation of 75 pg of proteins extracted
from untreated myotubes (C, @), and Ac,-5S-GIcNAc- and Thiamet G-treated myotubes (5S, A and ThG, B
respectively) using 10% Native-PAGE; MUP was used as phosphatase substrate, leading to fluorescence emission
once hydrolysed by phosphatases. The Calf Intestine Phosphatase (CIP, 1 mU) was used as positive control. (b)
Quantification of total phosphatases activities. Resulting signals were quantified, expressed as mean+SEM and
compared with the control condition (n=15; N =3 independent cultures). Uncropped image of gel is presented
in Supplemental data.
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Figure 7. Quantification of the activity/activation status of the major kinases involved in the desmin
phosphorylation. The PKA and PKC activities were assayed by ELISA, while activation status of CamKII

and PAK was investigated by western blot. (a,b) Quantification of PKA (a) and PKC (b) activities. (c,d)
Quantification of the phosphorylation status of CamKII (c) and PAK (d), the phosphorylation level translating
their activation status. The signals intensity of phospho-CamKII and phospho-PAK were normalized according
to the expression level of CamKII and PAK, and expressed as phosphorylated signal/whole signal ratio. Data
were expressed as mean = SEM and compared with the control condition. ***p <0.001: significantly different
from control. (n=15; N=3 independent cultures).
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Figure 8. Quantification of the phosphorylated forms of desmin in C2C12 differentiated myotubes
consecutively to co-treatment caffeine and KN-93, CamKII activator and inhibitor, respectively. Twenty pg of
the whole proteins samples were separated using Phos-tag-PAGE, and desmin was detected using western blot.
(a) Visualization of phosphorylated pattern of desmin in untreated (C), caffeine (Caf) and caffeine + KN-93
(Caf+KN-93) treated myotubes. The phosphorylated forms of desmin were separated according to the number
of phosphate groups (P1: first retarded form of desmin; P2: second retarded form of desmin) comparing with
the non-phosphorylated form of desmin (NP). (b) The signals were quantified and expressed as the relative
percentage of each form (NP, P1 and P2 forms, comparing with the sum of all forms (NP +P1+P2, equal to
100%, for each condition). ***p <0.001: significantly different from control (n=15; N=3 independent cultures).
Uncropped image of blot is presented in Supplemental data.

intriguing since we observed a highly complex pattern of phosphorylation in insoluble material and in cytoskel-
eton; in parallel, we observed only one phosphorylated form of desmin in soluble fraction. These data suggest that
phosphorylation, through a specific and complex pattern, could be involved in the organization of desmin IFs
and not only in their disassembly. It is worth to note that a similar observation was previously done on vimentin,
another type III intermediate filament protein. Indeed, it was observed that in contrast with phosphorylation by
most other kinases, vimentin phosphorylation by MAPKAP kinase-2 seems to have no effect on its assembly®*.

In parallel to phosphorylation, we observe a slight decrease of desmin O-GlcNAcylation following Thiamet
G treatment, while O-GlcNAcylation and phosphorylation seems to be mutually exclusive on desmin. We have
demonstrated that desmin is one of the substrates of OGT?***, but the function of the glycosylation remains unde-
fined. The O-GlcNAcylation of IFs was previously described on the type III IFs vimentin’, and occurs essentially
in the head domain®**¢>. It was shown that O-GlcNAcylation of vimentin might block filament disassembly*?
and is required for vimentin IF morphology and cell migration®. However, the only one site identified to date
on desmin corresponds to Ser459*, i.e. in the tail domain, suggesting thus that O-GlcNAc could exert other
functions than those expected. Of course, we cannot exclude that other O-GlcNAc site(s) may modify desmin; it
should be interesting to go further in the characterization of the role of O-GlcNAcylation on desmin, in particular
through the identification of additional modified sites.

Furthermore, the interplay between phosphorylation and O-GlcNAcylation was firstly mentioned in 1987°;
since then, this interplay was extensively described on a large panel of proteins (for review, see>-%). Inter-
estingly, it was also described that O-GlcNAcylation modulates kinome and phosphatome’®~72, In addition,
it was shown that OGT and OGA interact with kinases and phosphatases within multienzymatic complexes
permitting the phosphorylation and/or O-GlcNAcylation of proteins of interest™*. To explain the desmin
phosphorylation change, we investigated whether or not kinases and phosphatases activity could be modified
consecutively to OGT or OGA inhibition. The decrease of phosphorylation level could result from a decrease
of kinase(s) activity and/or an increase in phosphatase(s) activity. Therefore, we applied a strategy without a
priori to measure phosphatases activity’®?” and we didn’t quantify any changes in the activity of phosphatases.
In parallel, we have selected the major kinases involved in desmin phosphorylation, i.e. PKA, PKC, PAK and
CamKII'® and we determined that two kinases presented a variation of their activity and/or activation status.
Thus, PKA was activated following the decrease of O-GIcNAc level (i.e. Acy-5S-GlcNAc treatment); however,
desmin phosphorylation remained unmodified. In contrast, the CamKII activation status decreased in Thiamet
G-treated myotubes. This data suggest that the desmin phosphorylation decrease could result from a decrease
of CamKII activity consecutively to global O-GlcNAcylation increase.

However, caffeine and the subsequent activation of CamKII by calcium didn’t modify phosphorylation of
desmin. In contrast, we observed a decrease of desmin phosphorylation when CamKII was inhibited by KN-93,
more specifically on the phosphoform that was modified after Thiamet G treatment. Interestingly, some data
argue in favour of a modulation of the activation of CamKII through interactions with proteins partners such as
a-actinin in a calcium-independent manner”>’%, In this way, we previously observed that the interaction between
a-actinin and protein partners was modulated consecutively to O-GlcNAcylation changes®’. This data suggests
that the modulation of CamKII activity could be much more intricate than those initially expected.
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Ac,-58-GlcNAc-treated myotubes | Thiamet G-treated myotubes | Corresponding figure
Global O-GlcNAcylation level | Q% e Figure 2
Desmin protein level Ax = Figure 3a
Partition
Cytoskeleton = Sy* Figure 3b
Insoluble A = Figure 3¢
Desmin O-GlcNAcylation = M~ Figure 5
Desmin phosphorylation = Sy** Figure 4
Phosphatases activity = = Figure 6+ S3
Kinases activity
PKA VZETT: = Figure 7a
PKC = = Figure 7b
CamKII = % okt Figure 7c+ S4a
PAK = = Figure 7d + S4b

Table 1. Recapitulative table of desmin behaviour in Ac,-5S-GlcNAc- and Thiamet G-treated myotubes,
leading to a decrease and increase of global O-GlcNAcylation level, respectively. In this table the changes of
desmin protein level and partition of desmin towards cytoskeleton and insoluble materials were represented.
The variations of desmin O-GlcNAcylation and phosphorylation were also considered, as well as the kinases
and phosphatases activities. Variations were compared with control myotubes. Significance levels were
indicated by *p <0.05, **p <0.01, **p <0.001, or ~ for 0.05<p <0.1.

To sum, we have demonstrated in the herein paper that global O-GlcNAcylation increase led to a decrease
of the desmin partition towards cytoskeleton correlated to a decrease of its phosphorylation that could result
from a change of CamKII activity. Our data support the fact that the subcellular localization of desmin could be
finely regulated by its PTMs signature in a spatio-temporal way involving O-GlcNAcylation. It should be thus
essential to clarify the PTMs signature of desmin to fully understand the fine regulation of its functions and how
this signature could be changed in the physiopathology of striated muscle disorders.

Data availability
The data and methods presented in the herein paper will be made available to other researchers upon reasonable
request for purposes of reproducing the results or replicating the procedure.
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1 | INTRODUCTION
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Abstract

Although the O-GIcNAcylation process was discovered in 1984, its potential role in
the physiology and physiopathology of skeletal muscle only emerged 20 years later.
An increasing number of publications strongly support a key role of O-GIcNAcylation
in the modulation of important cellular processes which are essential for skeletal
muscle functions. Indeed, over a thousand of O-GlcNAcylated proteins have been
identified within skeletal muscle since 2004, which belong to various classes of pro-
teins, including sarcomeric proteins. In this review, we focused on these myofibrillar
proteins, including contractile and structural proteins. Because of the modification of
motor and regulatory proteins, the regulatory myosin light chain (MLC2) is related to
several reports that support a key role of O-GlcNAcylation in the fine modulation of
calcium activation parameters of skeletal muscle fibres, depending on muscle pheno-
type and muscle work. In addition, another key function of O-GlcNAcylation has re-
cently emerged in the regulation of organization and reorganization of the sarcomere.
Altogether, this data support a key role of O-GlcNAcylation in the homeostasis of

sarcomeric cytoskeleton, known to be disturbed in many related muscle disorders.

KEYWORDS
calcium activation properties, contractile apparatus, exercise, neuromuscular disorders, O-

GlcNAcylation, sarcomeric cytoskeleton

constitutive proteins of these complexes is highly regulated,
and leads to regular arrangement of the thin and thick fila-

Skeletal muscle is recognized to be an intricate and highly
complex machinery whose function is to generate force
through muscle contraction.’ Indeed, the efficient work of
skeletal muscle is allowed by specialized myofibrils resulting
from end-to-end arrangement of sarcomeres. The sarcomere
is the functional unit of skeletal muscle (and in larger extent
of striated muscles) and results from the strict organization of
extremely sophisticated macromolecular protein complexes
within a cytoskeletal network, termed nowadays ‘“‘sarcomeric
cytoskeleton”.l'3 The precise and conserved localization of

ments predominantly composed of actin and myosin; these
two contractile proteins transiently interact during the cross-
bridge cycles, leading to filament sliding and so generating
force.* Among actin and myosin which drive the mechanism
of contraction, additional proteins regulate the process; in
particular, tropomyosin coordinates the activation of thin
filament, and the troponin complex modulates actomyo-
sin cross-bridge formation. In addition to the thin and thick
filaments, a third filament, composed of the giant protein
titin, contributes to sarcomere elasticity and completes its
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organization through the constitution of a genuine scaffold
which permits the anchoring of several proteins and regula-
tion of their sarcomeric localization. Titin filament is essen-
tial to muscle function ensuring not only the modulation of
mechanical elasticity properties, but also the modulation of
intracellular signalling pathways.5

While the contractile apparatus has to be maintained in
this semi-crystalline organization to ensure its work, the sar-
comeric cytoskeleton is neither passive nor static, but out-
standingly dynamic. As consequence, all the components of
this cytoskeletal framework need to be strictly maintained in

an equilibrium in terms of protein-turnover, assembly and
maintenance."*® It is worth to note that phosphorylation reg-
ulates some aspects of this structural homeostasis, in partic-
ular through the modulation of protein-protein interactions
at two nodal points of the sarcomere: M-band and Z-disk.
Phosphorylation is involved in the formation and mainte-
nance of the structural interactome, as it was demonstrated
for telethonin,” myomesinw’11 or desmin.'? Interestingly,
changes of protein phosphorylation were associated to skel-
etal muscle disorders, such as for desmin filaments'? or
MyBPC in mouse dystrophic muscles.? Phosphorylation

Dystrophin EXTRACELLULAR MATRIX
* .
Spectrin Laminin Dystroglycan . N-cadherin Notchl
* o2 Caveolin 3 B-Catenin *
Integrins B1 vl Sarcoglycans i Wnt10b
a7 p1 Dysferlin Na, K ATPase
nNOs pmnexin BIN1 aicarnin
Ahnak
= SARCOLEMMA
i o
’ q
o Microtubules @ﬁ‘ﬁ
Talin \incalin e ——— Syntrophins ¥ #
* (1 . B ) Moesin
ystrobrevin Ankyrin G X‘lﬁs
Actin % Svncoil[n* Cytokeratinsslig # e 5 *
cytoplasmic (Synemin) 18/24% ff Myospryn Myosin %* Filamin C
{Earanemin} Myomesin -MHCk % s
Zyxin Obscurin Calpei * SUE
* Enolase Plectin
et *
a-actinin
MurF
CARP *
# o MyBP-H/ C
Myopalladin Tropomyosin FHL2 \
MLP t Actin Nebulin | PFK
T-cap ZASP| FBPAk * Troponin complex E_reatlne TropomotLluIin
M i CapZ - -InT "5 Adenylate #
yozenin # Myotilin -Tnl %k kinase R
¥ -TnC Desmin
aB-crystallin
S HSPB1 * *
TRIM32 E3 Drebrin o
Nesprin HSP90 MYOFIBRIL X
tratid %
ﬂ'@“‘ﬁ HSP7C Cofilin
\0 % Gelsolin
NUCLEUS elF4B X o SARCOPLASM /
FIGURE 1 Schematic cartoon of O-GlcNAc-modified proteins involved in the physiology of the skeletal muscle. A non-exhaustive list
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is also involved in the modulation of skeletal muscle con-
traction in particular through the modification of regulatory
myosin light chain which provides a molecular memory of
contraction.'*!?

In addition, another post-translational
emerged in the last 15 years which is crucial in the phys-
iology and physiopathology of skeletal muscle. This
post-translational modification, termed O-GlcNAcylation
(O-N-acetyl-B-D-glucosaminylation), corresponds to an
atypical glycosylation since a unique monosaccharide, the
N-acetyl-D-glucosamine, is linked on hydroxyl group of ser-
ine and threonine amino acids of a protein through a B-link-
age16 (for recent reviews”'w). In addition, O-GIcNAcylation
is highly dynamic and reversible (such as phosphorylation)
because of a unique pair of antagonist enzymes: the OGT or
O-GIcNAc transferase, which transfers the monosaccharide
onto a protein,zo’21 and the OGA or O-GlcNAcase, which
removes it.”>*> In the overall skeletal muscle cell, over a
thousand of O-GlcNAc-modified proteins have been identi-
fied since 2004.%*? The nature of these proteins is diverse,
including contractile, sarcolemmal, structural and cytoskel-
etal proteins, which are involved in sarcomeric cytoarchi-
tecture; an updated and summarized schematic cartoon of
the O-GlcNAcylated skeletal muscle proteome is presented
in Figure 1. The nature of O-GlcNAcylated proteins is even

modification
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more diverse, including mitochondrial proteins, enzymes,
transcription factors and signalling proteins as well. Thus,
akin to phosphorylation,30'33 O-GIcNAcylation could play a
significant role in sarcomere regulation as well as in various
physiological functions of skeletal muscle. This review dis-
cusses the updated involvements of O-GlcNAcylation in the
modulation of contractile and structural properties of skele-
tal muscle, as well as its potential repercussion in a physio-
pathological context.

2 | O-GLCNACYLATION: A
MODULATOR OF CALCIUM
ACTIVATION PROPERTIES OF
THE SARCOMERE IN SKELETAL
MUSCLE

2.1 | A firststory with evidences

Many O-GlcNAc-modified contractile proteins as well as
regulatory proteins of the contraction have been identified
within the sarcomere of skeletal muscle including actin,
myosin, myosin light chains (the essential MLC or MLCl,
and the regulatory MLC or MLC2), and tropomyosins, tro-
ponins T and I respectively (Figure 1). In the view of a
large number of contractile and regulatory proteins bearing

Slope of the curve : ny
100 - (Cooperativity between regulatory proteins
—_ within the thin filament) |
oS 80 Increase of global :
= 0-GlcNAcylation |
c |
S 60+ < ,
@ | |
Q |
-
40 — » |
g |
E= Excess of free GIcNAc |
c Threshold I
Qo 20+ Ca? o I
FIGURE 2 Impactof O- < (Ca** sensitivity) |
GlcNAcylation process on calcium | 2I:’ca 50 |
e
activation properties of slow skeletal 0 - I'/(Ca affinity) I
muscle fibres isolated from soleus. Top, I I T I i I I ! I I I I I I 1
representative curve of the relation tension/ 70 68 6.6 64 62 6.0 58 56 54 52 50 48 4.6 4.4 4.2
pCa with pCa = —log [Ca’*]. Tension pCa
corresponds to the ratio P/P, with P the
tension developed by the fibres at a given Increase of O-GlcNAcylation
Method Excess of free GIcNAc - -
pCa, and P, the maximal tension developed (using PUGNACc or Thiamet-G)
by the fibre at a pCa4.2. The T/pCa curve Model Rat soleus | Human soleus Rat soleus
following modification of O-GlcNAcylation " Threshold = - =
process were indicated. Bottom, table - g
indicates the variation of calcium activation E § fH - - -
parameters (threshold, Hill coefficient, g g pCaso - - +
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the O-GlcNAcylation process 0 - - -
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O-GIcNAc moiety, our lab focused on the involvement
of O-GIcNAcylation in skeletal muscle contractility and
successfully highlighted O-GIcNAcylation as a modula-
tor of calcium activation properties of the sarcomere using
skinned skeletal muscle fibres. Measurement of relative
tension developed by the fibre depending on various cal-
cium concentrations (tension/pCa relationship) led to
determine four parameters: (i) the calcium sensitivity of
sarcomere from pCa threshold for fibre tension activation;
(i1) the affinity of sarcomere for calcium from pCas, for
50% of maximal developed tension; and (iii) the coopera-
tivity between the different regulatory proteins (troponins
and tropomyosins) within the thin filaments from the slope
of the curve (Hill coefficient nyy) (Figure 2).>* The maximal
tension P developed by the fibre, induced by a saturating
calcium concentration (pCa 4.2), had been consequently
determined as well (Figure 2).34

In a first approach, fibres from slow-twitch rat soleus were
incubated with N-acetyl-D-glucosamine (GIcNAc) in excess
to impair potential O-GlcNAc-dependent protein-protein in-
teractions.”® Compared to control conditions, T/pCa relation-
ship shifted towards lower pCa values (Figure 2). The pCa
threshold and pCas, value were significantly reduced, mean-
ing that calcium sensitivity and affinity of sarcomere were
decreased respectively. Hill coefficient (ny) and P, value
were not significantly altered (Figure 2). Interestingly, when
GlcNAc was then removed from the solution, the modulated
effects were fully reversible and returned to control values.?®
These results were also reproduced on human skeletal muscle
fibres, and confirmed the reversible decrease in sarcomere
sensitivity and affinity to calcium.* Additional experiments
were done on rat soleus fibres after an increase in global
O-GIcNAc level using PUGNAc and Thiamet-G, both po-
tent inhibitors of O-GIcNAcase (OGA).25 Unlike the excess
GlcNAc conditions, T/pCa relationship was shifted to higher
pCa values (Figure 2). Indeed, pCas, value was significantly
increased (but not pCa threshold value) meaning that calcium
affinity of sarcomere was increased, whereas Hill coefficient
(ny) and P, value were not significantly altered (Figure 2).
This first story with evidences revealed that calcium activa-
tion properties of sarcomere were modulated according to O-
GlcNAcylation. However, the exact mechanism(s) involved
in the modulation of calcium activation parameters through
O-GIcNAcylation is (are) still not well understood and need
to be clarified.

In this last study, the regulatory myosin light chain
sMLC2 was the only slow fibre isoform presenting a sig-
nificant modulation and increase in O-GlcNAcylation in
slow-twitch skinned rat soleus treated with PUGNAc (the
rest of proteins showing a modulation of O-GlcNAcylation
belonged to fast isoforms and were then excluded from the
study). Thus, sMLC2 was proposed to be one of the candidate
proteins which could be involved in the regulation of calcium

activation parameters of skeletal muscle fibres through its O-
GlcNAcylation (for revie:w36).25

2.2 | The regulatory myosin light chain
(MLC2): A candidate protein involved in
this mechanism

Calcium release from sarcoplasmic reticulum is essential for
skeletal muscle to modulate actomyosin interactions and con-
traction. Calcium binds troponin C that changes the conforma-
tional state of tropomyosin and troponin complex to provide
free binding sites on actin filaments to myosin motor domain
and assists actomyosin interactions (for reviews*?%) 3740 1f
calcium is essential to trigger the sliding theory of actomyo-
sin filaments, it can also modulate the contraction in another
way. Indeed, through the increase in cytoplasmic calcium
concentration, four calcium ions bind calmodulin and initiate
its interaction with Myosin Light Chain Kinase (MLCK)."!
This Ca2+/ca1modulin-dependent serine-threonine protein
kinase is thus activated, and exposes its catalytic domain to
phosphorylate the disordered N-terminal region of sMLC2
at Serl4 (or Serl5 for fMLC2) (for reviewl4). The MLC2
non-covalently surrounds the neck domain of myosin and
provides it a mechanical support.‘u’43 Although non-essential
for contraction, phosphorylation of regulatory light chains
enhances sarcomere contractility, especially by increasing
the calcium sensitivity.‘m’45 This raise of calcium sensitivity
is proportional to ATPase activity of actomyosin and sug-
gests that MLC2 phosphorylation enhances the number of
actomyosin cross-bridges.46 More precisely, some studies re-
vealed that addition of negative charge from phosphate leads
to position shift of myosin heads through electrostatic repul-
sive forces between MLC2 and myosin heavy chains. The
myosin motor domain is moved towards actin thin filaments
axially and proximally which facilitates cross-bridges forma-
tion.*”* From a kinetic point of view, MLC2 phosphoryla-
tion is slower than contraction and would be a biochemical
memory to enhance muscle mechanical functions during pro-
longed or repetitive activity, and modulate muscle fatigue.14
This molecular mechanism is also reversible through myosin
phosphatase target subunit 2 (MYPT2)*® and protein phos-
phatase 1 (PP1)°*! that recognizes and dephosphorylates
MLC?2 respectively.

Interestingly, MLC2 has been identified as O-
GlcNAcylated in skeletal muscle.’® While the O-
GlcNAcylation site is not precisely localized to date in
skeletal muscle, it is mapped in cardiac muscle tissue at
Ser15.°% Interestingly, this potential O-GlcNAcylated
site on slow skeletal isoform is located to the only site
of phosphorylation at Serl4 on sMLC2.*'”? Thus, O-
GlcNAcylation would play a significant role in calcium
activation properties of sarcomere including a close inter-
play with phosphorylation in skeletal muscle. In this way,
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FIGURE 3 Representative scheme of the preferential localization of OGT and OGA within the sarcomere. Both OGT (orange triangle) and
OGA (blue circle) are preferentially localized to the Z-line, and in less extent, on I-band. According to physiological (exercise) or pathological
(functional atrophy) signals, the localization of OGT and OGA, so as their interaction with MLCK, PP1 and MYPT2 within a multienzymatic

complex, could change

an original study on rat soleus showed that phosphoryla-
tion and O-GlcNAcylation were mutually exclusive on
sMLC2.%® This fine interplay was reinforced by the inter-
action of enzymes involved in O-GlcNAcylation and phos-
phorylation of MLC2, ie, the pairs MLCK/MYPT2/PP1
and OGT/OGA, within a multienzymatic complex around
the Z-line of the sarcomere (Figure 3); it was the first re-
port showing that OGT and OGA presented a preferential
localization at the Z-line in striated muscle and in less ex-
tent to the I-band.”® To support the key role of this multien-
zymatic complex in the modulation of O-GlcNAcylation/
phosphorylation interplay in the fine regulation of SMLC?2
activity, it was demonstrated that the co-localization of
MLCK and OGA changed in disuse conditions, in cor-
relation with changes in the level of O-GlcNAcylation and
phosphorylation on sMLC2 (this specific point will be dis-
cussed later in this review).5 3 However, the exact role and
molecular mechanism of O-GlcNAcylation on MLC2 is
still unknown. Its involvement in the modulation of elec-
trostatic forces between MLC2 and MHC seems unlikely,
since O-GIcNAc is a non-charged moiety. One hypothesis
would be that O-GlcNAc moiety causes a steric hindrance
between MLC2 and MHC since O-GIcNAc gets its large
size because of its Stokes radius which is four to five times
larger than a phosphate.>* Taken together, this data strongly

suggests that MLC2 is one of the protein candidates to ex-
plain the role of O-GIcNAcylation as a modulator of con-
tractile activity in skeletal muscle.

2.3 | The dynamic of O-GlcNAcylation/
phosphorylation interplay on MLC2 varies
according to activity pattern of skeletal muscle

2.3.1 | Impact of exercise on
0O-GIlcNAcylation/phosphorylation of MLC2

Two recent studies revealed the impact of exercise on the
interplay between phosphorylation and O-GlcNAcylation on
rat MLC2, considering a treadmill running through a single
acute exercise (exercise exhaustion) or a long-term exercise
(6-weeks training).5 5,56

After a single acute exercise, whereas the global O-
GlcNAcylation level remained unchanged in both slow-
twitch soleus and fast-twitch EDL,56 a fine modulation of
O-GIcNAcylation was observed on some specific myofila-
ment proteins.55 Indeed, in the soleus, the O-GlcNAc level
of SMLC2 tended to slightly increase (P = 0.07), while its
phosphorylation significantly decreased.” The modulation
of sMLC2 phosphorylation and O-GlcNAcylation was re-
versed and similar to control after 24 hours recovery.”® After
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this acute exercise, expression of MLCK was not altered
in the total extract, whereas its expression in the myofila-
ment fraction was decreased (Figure 4). The modulation of
sMLC2 and MLCK seemed to be swift since a 100 sec in
situ exercise protocol (fatiguing shortening contractions) in
the soleus showed both a decrease in sSMLC2 phosphoryla-
tion and MLCK expression in myofilament fraction.” It re-
veals a quick responding system, and might suggest changes
of MLCK localization by dissociating the enzyme from the
myofilament to reduce the amount of available MLCK near
SMLC2. As already described above, MLCK can be local-
ized at the sarcomere within a multienzymatic complex in-
cluding OGA and OGT (Figure 3).3 However, after acute
exercise, expression of O-GlcNAc processing enzymes OGT/
OGA was not altered in the total nor in myofilament fraction,
and rather suggested that enzyme activity could change to
finely modulate the O-GlcNAcylation level in the soleus.”
Regarding EDL, no changes of fMLC2 phosphorylation/O-
GlcNAcylation balance or regulating enzyme expressions
were observed.> This data reinforces the paradigm of a dif-
ferential modulation of fatigue through MLC2, and in fine
the calcium sensitivity of sarcomere, between slow and fast-
twitch skeletal muscles (Figure 4) (for review® 7).5 859 The role
of O-GIcNAcylation in this mechanism is still unclear and
might be complex, since unlike the soleus and EDL, the global
O-GlcNAcylation level of fast-twitch white gastrocnemius
was significantly increased following a single acute exercise

in rat; however, post-translational modifications of MLC2
were not investigated (Figure 4).%° Such complexity was also
displayed at resting conditions since O-GlcNAcylation and
phosphorylation level of MLC2 were higher in EDL com-
pared with soleus, on slow as well as on fast isoforms; there
was also a discrepancy between the two type of muscles in
the expression of proteins involved in both post-translational
modifications.>

Unlike a single acute exercise, a long-term training pro-
gram on rat led to an increase in global O-GlcNAcylation
level in the total extract of soleus and EDL, but remained
unaltered in the myofilament fraction (Figure 4).%° In the
soleus, phosphorylation of sMLC2 decreased while its O-
GlcNAcylation was not modified; the fMLC2 post-transla-
tional modifications in EDL were not provided. Finally, in
the soleus, expression of MLCK was decreased in the myo-
filament fraction and in the total extract as well (Figure 4).5 3
Contrary to the acute exercise and a potential relocalization
of MLCK, the involvement of transcriptional mechanisms
was also suggested for the regulation of MLCK expression
in a long-term exercise. Interestingly, OGA expression was
decreased in the total extract but not in the myofilament frac-
tion, which could explain the increase in global O-GIcNAc
level in soleus. In contrast, expression of the regulating en-
zymes was not altered in the EDL (Figure 4)%

Thus, these O-GlcNAc adaptations following skeletal
muscle activity seemed to be fully different according to
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exercise protocol as well as skeletal muscle fibre type. Using
the “MLC2 case,” first concepts can be assumed since a sin-
gle acute exercise might involve local short-term O-GlcNAc-
related adaptations on localization and protein activity. In
another way, a long-term exercise might involve additional
global long-term O-GlcNAc-related adaptations on gene
expressions (Figure 4). The differences observed between
muscle types might also be partly explained by a differential
metabolism linked to O-GlcNAcylation. Indeed, the modula-
tion of the O-GlcNAc pattern and the O-GIcNAc processing
enzymes is also completely different between both of these
muscle fibre type at resting conditions.”>®! It is well known
that the metabolism and stress response between fast-twitch
glycolytic muscles and slow-twitch oxidative muscles are
different; this could suggest a differential modulation of the
O-GlcNAcylation process with differential consequences on
cellular functions during basal and exercise conditions (for
recent review62).

2.3.2 | Impact of disuse on
0O-GlcNAcylation/phosphorylation of MLC2

In a model of disuse atrophy (rat model of hindlimb unload-
ing (HU)), it was shown that global O-GlcNAcylation level
decreased in the soleus (whereas it increased in EDL),61
while specific variations were investigated on proteins of in-
terest, in particular MLC2. Following 14-days HU, sMLC2

O-GlcNAcylation decreased while its phosphorylation in-
creased (Figure 5).%% This modulation of these post-trans-
lational modifications was totally reversed and returned to
control values after 14-days reloading.53 Interestingly, both
post-translational modifications were mutually exclusive
on sMLC2, and the multienzymatic complex involved in
O-GIlcNAc and phospho-MLC2 modification, seemed to be
partially reorganized at the Z-line where the colocalization
between the MLCK and OGA was increased (Figure 3).53
Interestingly, in the cardiac tissue of diabetic STZ-rats and
diabetic human patients where global O-GIlcNAcylation
level is increased and sarcomere calcium sensitivity is de-
creased, OGT and OGA localization pattern appeared to
be redistributed along the sarcomere. This observation was
associated with an increase in OGA interactions with o-
actin, a-tropomyosin and MLCI1, whereas its interaction
with OGT was unaltered.®® In the context of skeletal mus-
cle disuse, we can likely assume that potential fine relocali-
zations and changes of interactions might happen between
enzymes regulating O-GlcNAc- and phospho-MLC2 modi-
fications (Figure 3). A second level of regulation showed
that OGT and OGA activities were, respectively, increased
and decreased in atrophied soleus following HU period
(Figure 5.0 A potential redistribution of enzymes within
the sarcomere associated to a change of activity might
result to a change of O-GlcNAcylation/phosphorylation
stoichiometry in some compartments within the sarcomere,
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and explain the fine regulation of PTMs of some key myo-
filament proteins, including MLC2. Such further investiga-
tions could reinforce the close interplay concept between
phosphorylation and O-GlcNAcylation to modulate MLC2
functions, as well as contractile properties in atrophied so-
leus regardless of muscle mass loss.

In human, SMLC2 was also altered following 60-days
Bed-Rest.** Indeed, MLC2 O-GIcNAcylation decreased
while its phosphorylation increased (Figure 5),%* which was
associated to impairment of sarcomeric calcium properties.65
These changes were accompanied by slow-to-fast transitions
in Myosin Heavy and Light chains, as well as troponin C and
T.%* The modulation of muscle phenotype and MLC2 mod-
ifications was fully reversed following a resistance training
programme and aerobic exercises during Bed-Rest while
branched chain amino acids supplementation was not suc-
cessful to counteract the atrophy phenotype nor the MLC2
modifications (Figure 5).%4 Unfortunately, the modification
of O-GlcNAcylation and phosphorylation pattern on MLC2
were not investigated in human EDL following Bed-Rest. It
would have been interesting to compare the molecular re-
sponse of the EDL, since the modulation after exercise seems
to be dependent of muscle phenotype.

It is worth noting that several data suggested that phos-
phorylation of MLC2 was closely associated to an increase in
calcium sensitivity of muscle fibres.'**** However, disuse
and ageing are closely associated to a decrease in calcium
sensitivity66 whereas MLC2 phosphorylation increases®”%®;
thus, the decrease in calcium sensitivity during HU might
not only result from variation of phosphorylation. While it
was demonstrated that O-GlcNAcylation could be involved
in the modulation of calcium activation parameters in skel-
etal muscle,>>*%% potentially via the regulatory Myosin
Light Chain MLC2, it is reasonable to hypothesize that
MLC2's O-GlcNAcylation changes could be associated to
changes in calcium sensitivity observed during functional
atrophy. As support to this hypothesis, decrease in SMLC2
O-GIcNAcylation was observed in rat HU and human Bed-
Rest, which may explain the decrease in calcium sensitivity
throughout functional atrophy of soleus. From this view,
changes of O-GlcNAcylation of SMLC2 seem to be associ-
ated with contractile dysfunction whereas phosphorylation
changes associated to muscle plasticity could be rather asso-
ciated with phenotypic changes. More studies need to be done
to precisely define the role the O-GlcNAcylation/phosphory-
lation balance of MLC2 and how it works on skeletal muscle
contractility as well as on muscle phenotype changes. Indeed,
decrease in MLC2 O-GlcNAcylation has been shown to be
associated with slow-to-fast transitions in human soleus after
Bed-Rest as previously described. It has also been shown that
a global increase in O-GlcNAcylation in skeletal muscle oc-
curs during ageing,69 associated to sarcopenia and slow-to-
fast changes; however, O-GlcNAcylation of MLC2 has not

been studied. From this second view, it would be worth to
investigate this context, regardless of phosphorylation.

2.4 | Other candidate proteins to explain the
modulation of the calcium properties of
skeletal muscle through O-GlcNAcylation?

Although MLC2 could explain the modulation of calcium ac-
tivation properties by O-GIcNAcylation not only in skeletal
muscle but also in cardiac muscle,52 the involvement of other
contractile or regulatory proteins cannot be excluded.

For instance, troponins I and T have been identified as
being O-GlcNAcylated in skeletal and cardiac muscle.”"?
Phosphorylation on Ser23 and 24 of troponin I through PKA
(Protein Kinase A) is known to decrease the calcium sen-
sitivity in cardiac cells70; however, cardiac-skinned fibres
exposed to free GIcNAc in excess also showed a decrease
in calcium sensitivity without affecting phosphorylation on
Ser23/24 of troponin 1.”* Moreover, in myectomy samples
from patients affected by hypertrophic obstructive cardio-
myopathy because of troponin T abnormality, level of Tnl
Ser23/24 phosphorylation was decreased and not associated
to any alteration of calcium sensitivity.”' In another way, tro-
ponin I is also described to be O-GlcNAcylated or phosphor-
ylated on Ser150 through PAK3 (Serine/Threonine-protein
kinase PAK3); the phosphorylation at that site increased the
calcium sensitivity,72’73 but the role of O-GIcNAc moiety on
this amino acid residue has not been yet investigated.

In another study, a dynamism between O-GlcNAcylation
and phosphorylation was recently described on cardiac tro-
ponin T from ischemic heart cells where contractile prop-
erties are altered.”* However, in our model of slow fibres
exposed to OGA inhibitors,25 even if fast isoforms TnT and
Tnl showed an increase in their O-GlcNAcylation level,
they are not expressed in slow-twitch soleus; so, TnT O-
GlcNAcylation could not explain the modulation of the cal-
cium activation properties of the sarcomere in this context.”’
It is worth noting that many sarcomeric proteins, including
troponins, contain intrinsically disordered regions,75’76 that
might serve as crucial regulators for different cellular mecha-
nisms.’” O-GlcNAcylation preferentially occurs in secondary
structures such as loop and disorganized regions instead of
a-helix or p-strand peptides.” Thus, more O-GIcNAc sites
might be expected in this class of proteins, such as troponins
or others, known to be involved in calcium properties of sar-
comere. In STZ-rat heart, MHC, a-sarcomeric actin and o-
tropomyosin also displayed an increase of O-GlcNAcylation
on some identified sites.® Although the phenotype was as-
sociated with a decrease in sarcomere calcium sensitivity,
these specific O-GIcNAc changes have not yet been investi-
gated related to calcium sensitivity. To elucidate the role of
O-GlcNAcylation at local level, precise O-GlcNAc mapping
site identification on these proteins of interest is required.



LAMBERT ET AL.

Thus, sMLC2 is to date the only actor described in the skel-
etal muscle that could modulate the calcium activation prop-
erties of sarcomere through O-GlcNAcylation. However, its
exact molecular mechanism, as well as its close interplay
with phosphorylation, especially through the action and the
regulation of multienzymatic complex within the sarcomere
Z-line, needs to be investigated in further studies. Moreover,
most of the contractile and regulatory proteins previously
cited are involved in the length-dependent activation of sar-
comere. Since the global O-GlcNAcylation level impacts the
morphometry of sarcomere (ie, sarcomere length discussed
later in this review) in skeletal muscle cells,28 the potential ef-
fect of O-GlcNAcylation in this mechanism associated to cal-
cium properties of sarcomere should be investigated to bring
new insights in the regulation of striated muscle contractility.

3 | EMERGENCE OF A NEW
ROLE OF O-GLCNACYLATION IN
THE SARCOMERE STRUCTURE OF
SKELETAL MUSCLE

It is well known that skeletal muscle, characterized by its
striated appearance, has an incredible architecture, essential
for muscle functions including contraction. This structure is
due to the accurate and fine organization of actin and myo-
sin myofilaments within the sarcomere (for reviewsz’3’79’80).
Although highly dynamic,8 this sarcomeric organization is
maintained through multiple protein-protein interactions
within an intricate sarcomeric cytoskeleton network, includ-
ing structural proteins (for reviews>>™). In particular, the
Z-1ine®** and M-band® are described as nodal points and
hotspots for several dynamic interactions between differ-
ent types of proteins (Figure 1). Some studies revealed that
post-translational modifications such as phosphorylation can
modulate protein-protein interactions known to be crucial for
the sarcomere structure. Indeed, telethonin phosphorylation
on its C-terminal domain seems to be required for sarcomere
assembly.9 Moreover, other studies reported that phosphoryl-
ation plays a significant role in titin-myomesin10 and ZASP-
myotilin interactions.®® Recent mass spectrometry analysis
revealed that the Z-line of striated muscle is a hotspot for
protein phosphorylation® and O-GlcNAcylation as well.*’
Indeed, O-GlcNAcylation also modifies many key structural
proteins of the sarcomere, such as a-actinin, oB-crystallin,
BAG3 (BCL2 Associated Athanogene 3), desmin, filamin-
C, myomesin, myopalladin, plectin, titin, ZASP (Z-band
Alternatively Spliced PDZ-motif), and so on (Figure 1).

In a recent study, we focused on the role of O-
GlcNAcylation in sarcomere structure. Using Thiamet-G to in-
hibit O-GlcNAcase and increase the global O-GIlcNAcylation
level in C2C12 myotubes, the main data of this study was a
linear modulation of the sarcomeric morphometry according
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to myofilament O-GIcNAc rate.”® Indeed, the dark band and
M-band widths increased, while the I-band width and the
sarcomere length decreased according to myofilament O-
GIcNACc level. Morphometry parameters measurement is one
of the strongest parameters of the sarcomere structure; thus,
changes of sarcomeric morphometry after O-GlcNAcylation
modulations led to the conclusion that O-GIcNAcylation was
akey modulator of the sarcomeric structure. Interestingly, pro-
tein-protein interactions within some protein complexes were
modulated in parallel of the morphometry changes, including
some key structural proteins of the sarcomere, a-actinin, aB-
crystallin, desmin and filamin-C.% However, the direct link
between the sarcomeric morphometry and the modulation of
protein-protein interactions through O-GlcNAcylation was
not clearly established and needs to be clarified.
Interestingly, it was demonstrated that the interaction be-
tween desmin and its molecular chaperone aB-crystallin, was
significantly changed according to global O-GlcNAcylation
level.”® Desmin is the major intermediate filament protein
in skeletal muscle, crucial for structural integrity of sarco-
mere and the ce1186; thus, a desmin knock-out in mice leads
to sarcomeric structure impairments with a misalignment
of Z-lines.®” Moreover, desmin is a hotspot for many post-
translational modifications,®® in particular O-GlcNAcylation,
phosphorylation and ubiquitination. Interestingly, in addition
to being O-GlcNAcylated, desmin has lectin-like properties89
and a broad interactome in skeletal muscle cells.”” While
phosphorylation is known to modulate desmin polymer-
ization,”"*? O-GlcNAcylation could be also involved in the
polymerization state of desmin since O-GlcNAcylation mod-
ulates cytokeratins filaments 8/18”° and tubulin polymeriza-
tion.”* Recently, an O-GIcNAc site has been located on the
Ser459 of desmin in murine skeletal muscle cells.”’ SW13
cells transfected with S4591 mutant desmin show shorter de-
smin filaments and desmin aggregations in the cytoplasm.g5
Indeed, this amino-acid residue is located in the carboxy-
terminal “tail” domain of desmin, which controls lateral
packing, thus the diameter of intermediate filaments,%’97
as well as longitudinal head-to-tail tetramer assembly.%’98
This domain also seemed to be involved in lateral interac-
tion with other cytoskeletal proteins.98’99 The second actor,
oB-crystallin, is known to be the molecular chaperone of de-
smin, playing a role in the localization and aggregation of
desmin filaments'® as well as in its assembly.'”" Activity of
aB-crystallin was first known to be regulated by phosphory-
lation,loz’103 while its O-GlcNAcylation on Thr170 seemed
regulate its localization.'* Recently, the Thr162 residue on
aB-crystallin was identified to be O-GlcNAcylated as well*;
this residue is located on its C-terminal domain known to
directly interact with desmin.'” The deletion of amino acid
residues from position 155 to 165 on aB-crystallin leads to
the increase in its cosedimentation with desmin and an im-
provement of filament-filament interactions.'?’ Interestingly,
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repercussion of aB-crystallin mutation, ie, R120G, has been
described in a pathological context showing desmin aggrega-
tion features. %17 However, the exact role of Thr162 residue
on oB-crystallin, as well as its O-GlcNAcylation have not
been yet investigated. Altogether, this data suggests that the
involvement of aB-crystallin and desmin cannot be excluded
to explain the modulation of the sarcomere structure by pro-
tein-protein interactions changes through O-GIlcNAcylation.

Other skeletal muscle proteins should not be excluded
as well, and many investigations about the role of O-
GlcNAcylation in the modulation of protein-protein interac-
tions must be pursued since several O-GlcNAc sites have been
identified in interaction domains of several proteins of inter-
est. Indeed, O-GIcNAc sites were found on MHC very close
to its polymerization domain and its interaction domains with
myomesin and titin.?” It is worth noting that the O-GIcNAc
site on MHC, which corresponds to the Ser1708, is adjacent
to Leul706 residue known to be mutated (L1706P) in Laing
early onset distal myopathy.27 Moreover, several O-GlcNAc
sites were also identified on Kelch-12 domain in titin from
mouse, corresponding to the Immunoglobulin-like domain
123 in human.?’ Titin is essential to sarcomere organization; a
decrease in its expression was associated to changes of sarco-
mere structure, closely linked to a decrease in muscle perfor-
mance in an hindlimb-unloading rat model.'”® Interestingly,
the O-GIcNAc site is located onto a crucial region for myo-
sin polymerization and sarcomere assembly since it interacts
with MHC and MyBP-C.5 Also, some O-GlcNACc sites have
been identified into the PxxP domain of BAG3, and in the
plakin domain repeat B5 of plectin known to interact with
SH3-containing proteins and intermediate filament proteins
respectively.29

Recently, it has been shown that O-GlcNAcylation could
be involved in neuromuscular diseases.'” In particular, it was
demonstrated on human skeletal muscle biopsies that the O-
GlcNAcylation signal seemed to be relocalized within fibres
from patients suffering from muscular dystrophies, rhabdo-
myolysis, myositis, distal myopathies with rimmed vacuoles,
sporadic inclusion body myositis and neurogenic muscular
dystrophy. The O-GlcNAcylation involvement in the phys-
iopathology of muscular disorders is also supported by the
mapping of O-GIcNAc sites, as previously mentioned for
Laing myopathy. In addition, an O-GlcNAcylation site was
also mapped on Ser459 of desmin.”’ This site corresponds to
Ser460 in human, known to be mutated in desminopathy.95
Interestingly, SW13 cells transfected with desmin S460I mu-
tant exhibited short desmin filaments, with irregular diame-
ter and prominent aggregations randomly distributed in the
cytoplasm, although C2C12 transfected cells did not seem
to show abnormal desmin organization.”> Moreover, patients
with S460I desmin mutant displayed large autophagic vacu-
oles in muscle fibres.” Desminopathies are classified as my-
ofibrillar myopathies and are characterized by a myofibrillar

disorganization, especially from the Z-disk, an alteration
of protein-protein interactions, many aggregations of myo-
fibrillar products degradation and an ectopic expression of
some proteins“o leading to skeletal muscle and cardiac im-
pairments. It is important to note that a modulation of the
O-GIcNAc moiety could be involved in this pathogenicity. In
addition, other genes are known to cause myofibrillar myopa-
thies, such as genes coding for aB-crystallin, myotilin, ZASP,
filamin C, BAG3, FHL1 (Four and a Half LIM domains pro-
tein 1) or plectin among others.''° Although some of these
proteins are known to be O-GIcNAc modified,29 the role of
some O-GIcNAc sites of interest have to be considered in the
context of skeletal muscle diseases in the future.

4 | SUMMARY AND PERSPECTIVES
More and more studies strongly support the meaningful
roles of O-GIcNAcylation in the skeletal muscle physiology,
in particular the modulation of muscle contraction through
calcium activation parameters, and the sarcomere structure
among other cellular processes which were not considered
in this review, such as cellular stress, muscle metabolism or
myogenesis (for recent review®?).

In this review, we focused on contractile and structural
proteins of the sarcomere. However, from our recent study,
many O-GlcNAcylated proteins of skeletal muscle cells (ie,
signalling proteins, transcription factors, epigenetic regula-
tors) are also located in other compartments (ie, nucleus, mi-
tochondria), or are intended to go to these areas and might
have a significant impact on the physiology of skeletal mus-
cle.?’ For example, a conditional skeletal muscle OGT knock-
out mouse model has been recently made and did not change
the force production of the muscle but altered its tissue com-
position, glucose metabolism and production of interleu-
kin-15. The mice were less active and had higher whole-body
expenditure. In skeletal muscle, O-GlcNAcylation of the his-
tone-lysine-N-methyltransferase Enhancer of Zeste Homolog
2 (EZH2) represses the expression of IL-15."" Thus, it will
be interesting to see the impact of conditional and specific
knock-out of different OGT and OGA isoforms in the skel-
etal muscle physiology. Moreover, proteins known to have a
primary role in the sarcomere and regulation of contraction
might also be located to other compartments. For example,
troponin T3 (full-length and fragmented forms from calpain
3 cleavage) can localize to the nuclei of skeletal muscle as
well, closely associated with RNA polymerase activity and
nucleolar regions regulating apoptosis and functioning as a
transcription factors of genes involved in excitation-contrac-
tion coupling.''*''? This phenomenon has been shown to be
associated with sarcopenia.m’113 Interestingly, troponin T is
known to be O-GlcNAcylated in skeletal muscle, but its func-
tion has not been yet investigated in this context.
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From this review, O-GlcNAcylation seems to exert
a key role in the sarcomeric cytoskeleton equilibrium;
however, it is well established that the sarcomere is not
only fundamental for the generation of force but is now
considered as a nodal point for transduction involved in
diseases and a target for pharmacological intervention.
Therefore, it would be essential to better understand the
role of O-GlcNAcylation in muscle function, including
the organization and the reorganization of sarcomeric
cytoskeleton, among other mechanisms, and to clarify
its involvement in different pathologies. Indeed, the fine
characterization of the impact of O-GlcNAcylation in
skeletal muscle will allow the emergence of new thera-
peutics to limit or reverse the muscle dysfunction closely
associated to muscular or neuromuscular diseases, but
also resulting from other pathologies (such as diabetes,
heart failure or cancer) or physiological changes (such as
ageing for example).

What we described in this review might only be the “tip
of the iceberg” regarding the role of O-GlcNAcylation in
the physio(patho)logy of skeletal muscle. Whether it's from
global studies interested in O-GIcNAc variations or recent
targeted studies focused on identifying O-GIcNAc proteins
and mapping O-GlcNAc sites utilizing inventive biochemis-
try and mass spectrometry techniques, there has been great
progress in characterizing O-GIcNAcylation's role in skeletal
muscle physiology. In addition to computational prediction
of O-GIcNAc sites (for available platformslm), precise O-
GlcNAc sites identification studies need to be pursued in the
near future. This would be one of the keys to understand O-
GlcNAcylation role on a protein of interest and then within
the whole cell, especially in the context of crosstalk with
other post-translational modifications, such as phosphoryla-
tion or ubiquitination; most of O-GIcNAc residues already
identified have not yet established a role in the O-GlcNAc-
mediated skeletal physiology.
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BACKGROUND

O-GlcNAcylation is an atypical glycosylation akin to phosphorylation. Dynamic and reversible, the O-GlcNAcylation modifies a plethora of myofibrillar proteins. We have
previously demonstrated that O-GlcNAcylation regulated sarcomeric cytoskeleton since the sarcomere morphometry is modified consecutively to O-GlcNAcylation changes, in
correlation with modification of the O-GlcNAcylation level of myofibrillar proteins. Moreover, these structural changes partly involved desmin, a key protein of intermediate
filaments in striated muscle, and its molecular chaperone, the oB-crystallin. We focused herein on the effect of O-GlcNAcylation changes on the desmin behavior in
differentiated myotubes, we focused on its phosphorylation, its partition and its interaction with its molecular chaperone: aB-crystallin

METHODS

! DOWNSTREAM ANALYSES
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Statistical significance = **** : p < 0,0001 ; *** : p<0,001; ** : p<0,01; *: p < 0,05

SUMMARY

Global O-GlcNAcylation changes on C2C12 myotubes impact :
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BACKGROUND

O-GlcNAcylation is an atypical glycosylation akin to phosphorylation. Dynamic and reversible, the O-GlcNAcylation modifies a plethora of myofibrillar proteins. We have

L,N previously demonstrated that O-GIcNAcylation regulated sarcomeric cytoskeleton since the sarcomere morphometry is modified consecutively to O-GIcNAcylation changes, in
\“_‘L@ correlation with modification of the O-GlcNAcylation level of myofibrillar proteins. Moreover, these structural changes partly involved desmin, a key protein of intermediate
filaments in striated muscle, and its molecular chaperone, the aB-crystallin. We focused herein on the effect of O-GlcNAcylation changes on the desmin behavior in
differentiated myotubes, as well as its molecular chaperone, the aB-crystallin.

DOWNSTREAM ANALYSES
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Statistical significance = *** : p < 0,001; **: p<0,01; *:p<0,05;, ~:p<0,1

SUMMARY
. % Global Control Global
zc * A3 O-GIcNAcylation N myotubes O-GlcNAcylation 7

Global O-GlcNAcylation changes on C2C12 myotubes impact :
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v' Modulation of the interaction between desmin and aB-crystallin
v' Remodeling of desmin filaments

PARTITIONING
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MATERIALS AND

CYTOSKELETON . . . .
O-GIlcNAcylation is a key regulator of the organization
and reorganization of sarcomeric cytoskeleton, in
particular the intermediate filaments of desmin
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of myofibrillar proteins. We have previously demonstrated that O-GlcNAcylation regulated sarcomeric cytoskeleton since the sarcomere
morphometry is modified consecutively to O-GlcNAcylation changes, in correlation with modification of the O-GlcNAcylation level of
myofibrillar proteins. Moreover, these structural changes partly involved desmin, a key protein of intermediate filaments in striated
muscle, and its molecular chaperone, the aB-crystallin. We focused herein on the effect of O-GIcNAcylation changes on the desmin
behavior in differentiated myotubes, as well as its molecular chaperone, the aB-crystallin.
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Top: Protein profiles of C2C12 extract detected through the Stain-
Free technology. Bottom: O-GIcNAcylated proteins profiles (Western

blot using the RL-2 antibody)

; > Significant variations of

IcNAcylation level

> Changes of the expression of desmin

and aB-crystallin according to the

global O-GIcNAcylation level

Expression of desmin and aB-crystallin were detected by western blot.

O-GIcNAcylated proteins were immunoprecipitated;
desmin and B-crystallin were detected by western blot.

Desmin O-GlcNAcylation
N when global O-
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> Differential partitioning of desmin and aB-crystallin
according to the global O-GlcNAcylation level

Differential extraction protocols were applied on untreated and treated C2C12 myotubes. Desmin and
aB-crystallin were detected in each fraction (cytoskeleton,; soluble/insoluble fractions) by western blot.
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> Desmin phosphorylation N when global O-GlcNAcylation 7

» 0-GlcNAcylation and phosphorylation are mutually exclusive on
desmin

Left: O-GIcNAcylated proteins were immunoprecipitated before separation on Phos-Tag-PAGE. Right: Proteins
from untreated and treated C2C12 myotubes were separated on Phos-Tag-PAGE to quantify the changes of
phosphorylation on the non-phosphorylated (NP), mono- (mP) or di-phosphorylated (dP) forms of desmin.
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Visualisation of desmin filaments using confocal microscopy after specific
labelling of desmin on untreated of treated myoblastes/myotubes.
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> Desmin filaments
are remodelled
consecutively to
global O-
GIcNAcylation
changes

Statistical significance = *** : p < 0,001; ** : p<0,01; *:p< 0,05, ~: p<0,1

Global Control Global
O-GIcNAcylation N myotubes O-GIcNAcylation 7
® 0G
EXPRESSION, .. 0@ .0 L C (.)0 @)
"9 oP 0® oP 0® 0
O-GLcNAcyLATION, | © P
PHOSPHORYLATION o
O
INTERACTION
PARTITIONING
WITHIN INSOLUBLE
MATERIALS AND
CYTOSKELETON
©® Desmin ©®  aB-crystallin

OG 0-GlcNAcylated desmin
OP Phosphorylated desmin

0 Interaction

ENCGE

ACKNOWLEDGEIVIENT

v
AFMTELETHON

INNOVER POUR GUERIR y ) ‘

OG 0-GlcNAcylated aB-crystallin

—)

=

This work was supported by the AFM-Téléthon (grant 21011, project DESMINO-GIcNAc)

%/ Cytoskeleton
& Insoluble material

v" O-GlcNAcylation and phosphorylation levels of desmin
v’ Expression of desmin and a.B-crystallin

Global O-GlcNAcylation changes on
C2C12 myotubes impact :

v' Modulation of the interaction between desmin and aB-crystallin
v’ Differential partitioning of desmin towards insoluble protein materials
v' Remodeling of desmin filaments

O-GIcNAcylation is a key regulator of the organization
and reorganization of sarcomeric cytoskeleton, in
particular the intermediate filaments of desmin
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