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Résumé

Les myopathies centronucléaires (CNM pour centronuclear myopathies) constituent des
affections musculaires trés rares appartenant au large groupe des myopathies congénitales.
Des mutations hétérozygotes au niveau du géne codant pour la dynamine 2 (DNM2) causent
une forme a transmission autosomique dominante de cette myopathie, due a un gain de
fonction. A ce jour il n’existe aucun traitement spécifique pour les CNM. Théoriquement, le
moyen le plus efficace serait de corriger directement les mutations en cause et ce le plus tot
possible au cours du développement de la maladie. Aujourd’hui les technologies innovantes
de correction du génome utilisant des nucléases guidées constituent une alternative
prometteuse qui permettrait de corriger directement la mutation, donc la cause de la
pathologie, notamment pour des maladies dominantes ou la complémentation génique n’est
pas adaptée. L’outil le plus prometteur de cette famille de nucléases est la classe
d’endonucléases CRISPR/Cas9 qui ciblent une séquence bien définie du génome grace a un
guide ARN. Cette enzyme coupe I’ADN double brin ce qui sollicite la machinerie cellulaire
de réparation de I’ADN. La voix majoritaire de réparation de I’ADN consiste a liguer de
manicre aléatoire les 2 bouts. C’est la voix du NHEJ (Non homologous end-joining). En
outre, 1'addition d'une matrice d'ADN homologue favorise la réparation homologue dirigée,
HDR (Homology directed repair), et l'insertion de la séquence souhaitée. Cet outil de
correction du génome, qui provient a la base du systtme immun adaptatif de certaines
bactéries telles que Staphilococcus aureus et Streptococcus pyogenes, a €té trés récemment
utilis€ notamment dans un mode¢le murin de la Dystrophie de Duchenne mais a été peu validé
sur des maladies musculaires impliquant des mutations gain de fonction. De plus, les
mutations DNM?2 étant des mutations hétérozygotes, le défi de mon projet consiste a cibler de
manicre spécifique 1’allele muté.

Nous proposons deux stratégies. La premicre consiste a corriger la mutation de maniere a
restaurer un alleéle sauvage. La seconde approche consiste a inactiver de maniere spécifique
I’allele muté. En effet pour ce deuxiéme point, les travaux de Belinda Cowling, Hichem
Tasfaout et Ivana Prokic dans 1’équipe ont démontré que la réduction de la DMN2 représente
une stratégie thérapeutique potentielle pour les CNM et que la réduction de la DNM2 de 50%
n’a pas d’impact phénotypique au moins chez la souris.

Le but de mon projet est de valider la preuve de principe de la correction du génome all¢le-
spécifique in vitro et in vivo comme stratégie thérapeutique potentielle pour ces myopathies
congénitales.

Modifications du génome alléle-spécifique in vitro

Afin de pouvoir tester les différentes stratégies in vitro, nous disposons de cellules HelLa
sauvages, de fibroblastes de patients immortalisés portant la mutation DNM2 R465W
(mutation la plus fréquente, présente chez 27% des patients mutés dans la DNM2). Nous
disposons aussi d’un modéle murin de la pathologie, la souris KI (knock-in) hétérozygote
Dnm2R43W - obtenue en collaboration avec 1’équipe de Marc Bitoun (Institut de Myologie,
Paris). J’ai pu immortaliser des lignées de myoblastes issus de muscles de souris sauvage et
KI Dnm2R*W* en insérant le géne CDK4 (Cyclin-Dependant Kinase 4) aprés infection et



intégration d’un lentivirus (fourni par 1I’équipe de Vincent Mouly, Institut de Myologie Paris).
Etant donné que les cellules de souris expriment constitutivement la Télomérase transcriptase
réverse, 1’intégration du géne CDK4 contribue a I’immortalisation de ces myoblastes. J’ai
ensuite validé le potentiel myogénique de ces lignées immortalisées. Toutes les lignées se
différencient en myotubes apreés 7 jours de différentiation. Nous avons mis en place les
plasmides exprimant la Cas9-GFP et les guides ARN ciblant la mutation Dnm2 R465W (2
guides alléle-spécifiques et 1 guide pan-allélique (en collaboration avec I’équipe de Bernardo
Reina San Martin a I’'IGBMC). Le guide ARN allele-spécifique reconnait la séquence mutée
en 3’ du PAM (Protospacer Adjacent Motif), une séquence indispensable a 1’activité¢ de la
Cas9. Nous avons congu et acheté¢ la matrice de réparation sous forme d’oligonucléotides
simple brin (chez IDT ®). Cette matrice contient des mutations silencieuses permettant
d’introduire des sites de restriction afin de repérer les cellules corrigées par la voix de
recombinaison homologue. Ainsi le profil de la PCR ciblant la région d’intérét, digérée par les
enzymes de restriction, sera un indicateur de la correction homologue dirigée.

Jai testé 1’allele-spécificité des différents guides ARN dans les fibroblastes de patient portant
la mutation hétérozygote DNM2 R465W et les myoblastes immortalisés de la souris KI
Dnm2R463W 1 ’analyse des clones de fibroblastes de patient montre qu’en utilisant un des
guides ARN dirigé contre la séquence mutée, on obtient une modification de I’ADN dans
60% des clones. Dans tous les clones « modifiés », seul 1’alléle muté a été ciblé et inactivé de
manicre spécifique. Par ailleurs, pour cette lignée, je n’ai pas obtenu de clones avec une
modification précise (HDR) de la région d’intérét DNM?2.

L’analyse des clones de myoblastes de souris montre une modification de I’ADN de 94 et
96% avec les 2 guides ARN allele-spécifiques et que seul 1’allele muté a été modifié ce qui
confirme I’efficacité et la spécificité des guides utilisés. Dans les clones présentant des indels
avec décalage de phase, le niveau de DNM2 a été diminué autour de 50% ce qui suggere
I’introduction d’un codon stop et la production d’une protéine tronquée qui n’est pas stable.
Dans les clones corrigés ou présentant une délétion sans décalage de phase, le niveau de
DNM?2 ¢tait inchanggé.

J’ai pu ainsi tester et valider des guides ARN qui ne ciblent que I’allele muté et cette
spécificité se traduit par une inactivation et une correction alléle-spécifique.

L’inactivation spécifique de I’alléele muté corrige des phénotypes cellulaires
liés a DNM2

La DNM2 est une GTPase ubiquitaire impliquée dans plusieurs processus biologiques dont la
plus décrite est la fission des vésicules lors de I’endocytose. Afin d’évaluer I’impact de la
mutation R465W sur 1’endocytose, j’ai mesuré 1’intensité du signal de la transferrine couplée
a la CY3 dans les lignées de myoblastes immortalisés de souris WT et KI Dnm2R46>W* aprés
10 et 20 minutes d’internalisation. Les lignées KI Dnm2R46>W/* montrent une augmentation de
la transferrine internalisée. Ce phénotype est décrit pour la 1° fois dans les myoblastes de
souris KI Dnm2R4W* et il est en cohérence avec notre hypothése de mutations gain de
fonction qui causent la forme autosomique dominante de la myopathie centronucléaire.
D’autres études ont décrit I’impact des mutations CNM-DNM2 sur I’endocytose. Ces
mutations diminueraient 1’internalisation de la transferrine ou n’auraient pas d’effets
statistiquement significatifs. Leurs conclusions étaient basées sur des observations réalisées



dans des fibroblastes de patients ou en sur-exprimant la protéine mutante. Nos résultats ont
¢été obtenus dans des myoblastes, des cellules dérivant du tissu malade, exprimant des niveaux
endogenes de la DNM2 mutée et sauvage. Cette augmentation de I’internalisation de la
transferrine a ¢t¢ normalisée dans différents clones ou 1’alléle muté a été inactivé (NHEJ) ou
corrigé (HDR).

Schulze et al. ont relevé le role de la DNM2 dans 1’autophagie, un processus biologique de
dégradation des protéines notamment lors de 1’adaptation cellulaire a un milieu pauvre en
nutriment. Dans les conditions basales, les myoblastes KI Dnm2R4W* montrent une
accumulation du marqueur de I’autophagie LC3-II. Le traitement par 1’inhibiteur de la
dégradation par les autolysosomes (BafAl) induit une augmentation de LC3-II. Cette
augmentation a ¢été de 4 fois dans les myoblastes WT et de 1,8 dans les myoblastes KI
Dnm2R4WVH ce qui suggére un défaut d’autophagie dans ces myoblastes. En cultivant les
cellules dans un milieu pauvre en nutriment afin de stimuler 1’autophagie, la BafA1l a induit
une augmentation de LC3-II qui n’était pas statistiquement significative entre les myoblastes
WT et KI Dnm2R4W™* En prenant en compte ces deux observations, la mutation Dnm2
R465W ralentirait la dégradation du contenu des autolysosomes. Ce phénotype a été décrit
partiellement dans des fibroblastes embryonnaires de souris portant la mutation Dnm?2
R465W a 1I’état homozygote. L’inactivation ou la correction all¢le-spécifique de la mutation
Dnm?2 R465W dans les myoblastes de souris ont corrigé le défaut d’autophagie.

J’ai pu ainsi caractériser deux phénotypes cellulaires (endocytose et autophagie) dérégulés par
la mutation DNM2 R465W dans les myoblastes murins. L’inactivation ou la correction all¢le-
spécifique de la mutation hétérozygote a corrigé ces phénotypes.

Modifications du génome alléle-spécifique in vivo
Afin de tester si cette stratégie est applicable in vivo, j’ai transféré 1’outil CRISPR/Cas9 aux

souris hétérozygotes KI Dnm2R46>W* 3 ’aide d’un croisement avec une souris qui exprime
Cas9-GFP de maniére constitutive et en injectant de vecteurs viraux AAV exprimant le guide
ARN-matrice de réparation. Les injections ont été réalisées directement dans le muscle tibial
antérieur a I’age de 3 semaines. A 1’age de deux mois, j’ai prélevé le muscle afin de mesurer 2
parameétres : les modifications génomiques au niveau de I’ADN et la réduction du niveau
protéique de la DNM2. Au niveau de ’ADN, CRISPR/Cas9 induit majoritairement des
insertion-délétions (indels) par la voie du NHEJ. Les résultats préliminaires par analyse des
hétéroduplexes sur gel d’acrylamide montrent que cette efficacité varie entre 12 et 46% avec
des modifications mineures sur 1’allele WT (0,5 a 3,3%) suggérant que cette approche
pourrait modifier ’ADN génomique de Dnm?2 in vivo de manicre all¢le-spécifique. Les
muscles injectés présentent une réduction du niveau protéique de DNM2.
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1 Introduction

1.1 Les myopathies centronucléaires

1.1.1 Les myopathies congénitales

Les myopathies congénitales regroupent un large groupe hétérogéne de maladies musculaires
qui peuvent se manifester a la naissance ou plus tardivement. Les myopathies congénitales
sont non-dystrophiques. En effet ces pathologies ne présentent pas ou peu de boucles de
dégénération-régénération qui aboutissent au remplacement du tissu musculaire par du tissu
adipeux et fibreux. La structure de la fibre musculaire est souvent modifiée, entrainant une
faiblesse musculaire. Les myopathies congénitales sont classées selon les caractéristiques
histopathologiques (Romero and Clarke 2013). On distingue ainsi trois groupes majeurs de
myopathies congénitales :

e Les myopathies a némaline : caractérisées par la présence de « corps a némaline » ou
« batonnets » au niveau de la biopsie musculaire. Ces structures représentent des
agrégats d’ a-actinine et autres protéines cytoplasmiques.

e Les myopathies avec cores : caractérisées par des zones anormales sans mitochondrie
et donc par I’absence d’activité oxydative. Ces zones sont appelées « cores ». On
distingue les cores centraux et les mini-cores.

e Les myopathies centronucléaires : caractérisées par une proportion importante de

myofibres avec une localisation anormale des noyaux au centre de la fibre.

1.1.2 Les myopathies centronucléaires

Les myopathies centronucléaires (CNM) présentent des symptomes cliniques tres
hétérogeénes. L’apparition de la maladie varie de la naissance a I’age adulte avec des sévérités
allant d’une hypotonie généralisée et trés séveére chez le nouveau-né a une faiblesse

musculaire modérée chez I’adulte (Romero 2010).
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Trois formes de myopathies centronucléaires ont ét¢ décrites selon le mode de transmission :
liée au chromosome X, autosomique récessive (AR) et autosomique dominante (AD).

La myopathie centronucléaire liée au chromosome X, appelée aussi myopathie myotubulaire,
est la forme la plus sévere et la plus fréquente des myopathies centronucléaires. En France,
son incidence est de 1 garcon sur 50.000 nouveau-nés (Jungbluth, Wallgren-Pettersson et al.
2008). La maladie se déclare souvent a la naissance avec une hypotonie trés sévere, une
paralysie faciale, une ophtalmoplégie, un ptosis, efc... L’affection engageant le pronostic vital
reste ’insuffisance respiratoire qui nécessite souvent une assistance respiratoire et une
trachéotomie (McEntagart, Parsons et al. 2002).

Cette forme de myopathie centronucléaire est due principalement a des mutations au niveau
du gene MTM1 (Hu, Laporte et al. 1996, Laporte, Hu et al. 1996, Smolenicka, Laporte et al.
1996) qui code pour une enzyme (MTMI) qui déphosphoryle des phospholipides
membranaires.

La myopathie centronucléaire a transmission autosomique récessive présente des symptomes
cliniques variables, avec une apparition prédominante a I’enfance. Les patients souffrent de
retard moteur et présentent une atrophie et une faiblesse musculaire diffuse qui touchent
préférentiellement les muscles proximaux. Un ptosis et une ophtalmoplégie sont souvent
présents. Notre laboratoire a identifi¢ des mutations au niveau du geéne BINI (Bridging
Integrator-1) responsables de cette forme (Nicot, Toussaint et al. 2007). BINI code pour une
protéine ubiquitaire Amphiphysine 2 / BIN1 impliquée dans la courbure et la tubulation des
membranes plasmiques.

La myopathie centronucléaire a transmission autosomique dominante est due aux mutations
au niveau du géne codant pour la dynamine 2 (DNM2) et BINI (Bitoun, Maugenre et al.
2005, Bitoun, Bevilacqua et al. 2007, Bohm, Biancalana et al. 2012) (Kouwenberg, Bohm et

al. 2017). Kouwenberg et al. ont décrit une famille une mutation BIN1 V18G. Les patients
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présentaient une faiblesse musculaire proximale modérée, une myalgie, une intolérence a
I’exercice et un défaut cognitif. Mon projet de theése de doctorat est focalisé sur la myopathie
centronucléaire liée a DNM2 dont je détaillerai les principales caractéristiques dans le sous-

chapitre suivant.

1.1.3 La myopathie centronucléaire a transmission autosomique dominante liée a

DNM2

1.1.3.1 Symptomes cliniques

Les patients atteints de myopathie centronucléaire a transmission AD liée a DNM2 présentent
des phénotypes variables. Les formes séveres se déclarent a 1’enfance alors que les formes
adultes sont modérées. Le tableau clinique du phénotype classique correspond a une forme
modérée de la maladie chez 1’adolescent et 1’adulte avec un retard moteur tel que la marche et
la course, une faiblesse musculaire modérée, et une opthalmoplégie (Bitoun, Bevilacqua et al.
2007). Pour les cas les plus séveres, s’ajoutent une hypotonie, une faiblesse faciale avec
« bouche ouverte » (Figure 1A), un ptosis, une faiblesse musculaire généralisée ainsi que des
affections plus prononcées telle que la scoliose et I’atrophie musculaire. Certains patients
présentent un défaut cognitif et des atteintes axonales périphériques modérés (Echaniz-

Laguna, Nicot et al. 2007).

1.1.3.2 Caractéristiques histo-pathologiques

Les biopsies musculaires montrent une localisation anormale des noyaux au centre des fibres
musculaires (Figure 1B), un réarrangement sarcoplasmique radial sous forme de « rayons de
roue » (Figure 1C-D) visible apreés coloration NADH-TR, qui n’est pas observé chez les
autres formes de CNM, et une hypotrophie des fibres musculaires avec une prédominance des

fibres de type I (Romero and Bitoun 2011).
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La structure des triades est souvent conservée et les noyaux centralisés ne présentent pas

d’aberrances morphologiques apres analyse en microscopie €lectronique.

1.1.3.3 Corrélation phénotype-génotype

Plusieurs mutations au niveau du geéne DNM?2 ont été identifiées par le Dr. Marc Bitoun
(Bitoun, Maugenre et al. 2005, Bitoun, Bevilacqua et al. 2007), puis par notre laboratoire
(Bohm, Biancalana et al. 2012) (Figure 2) : E368K/Q, R369Q/W, F372C, V375G, R465W,
R522C/H, R523G, E540K, ES60K, D614N, A618D/T, S619L/W, L621P, V625del, P627H/R
et E650K. La mutation R465W est la plus fréquente (27%) et les patients présentent une
forme modérée de la maladie. La mutation S619L est la plus sévere avec un tableau clinique
proche des patients souffrant de myopathie centronucléaire liée au chromosome X. Le tableau
1 classifie les mutations DNM2 selon leurs sévérités. De maniere générale, les mutations

situées dans le domaine PH (Pleskstrin Homology) de la DNM2 sont les plus séveres.

1.1.4 La dynamine 2

Le géne DNM?2 (19p13.2), localis¢ dans le bras court du chromosome 19, code pour une
mécano-enzyme, la dynamine 2, qui appartient a la superfamille des GTPases larges
(Ferguson and De Camilli 2012). Le geéne est composé de 22 exons et la protéine comporte
entre 866 et 870 acides aminés. Il existe 6 isoformes produites par épissage alternatif dont une
isoforme musculaire (résultats non publiés). En solution, elle se présente sous forme de
tétramere. Cette famille des DLP (Dynamin-Like Proteins) comporte des dynamines et des
protéines appelées « dynamin-related » impliquées dans plusieurs processus biologiques tels
que I’endocytose (Warnock, Baba et al. 1997), I’exocytose (Di, Nelson et al. 2003), le
remodelage membranaire (Oh, McIntosh et al. 1998, Galkina, Fedorova et al. 2015),
I’interaction avec le cytosquelette (McNiven, Kim et al. 2000), I’autophagie (Schulze, Weller

et al. 2013) et la division mitochondriale (Lee, Westrate et al. 2016).
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1.1.4.1 La famille des dynamines

La dynamine a ¢été découverte comme GTPase qui a été co-purifiée avec des microtubules du
cerveau (Shpetner and Vallee 1989). Chez les mammiferes, il existe trois génes DNM :
DNM1, DNM?2 et DNM3. Les trois DNM présentent 80% d’homologie et partagent la méme
organisation (Ferguson and De Camilli 2012). Elles différent des autres membres de la
superfamille des GTPases par leur haut poids moléculaire (environ 100 kDa), une activité
GTPasique endogeéne importante et une faible affinit¢ pour le GTP (10-100 uM) (Muhlberg,
Warnock et al. 1997). DNMI1 est exprimée dans les neurones (Shpetner and Vallee 1989,
Obar, Collins et al. 1990, Chen, Obar et al. 1991) (Romeu and Arola 2014), DNM3 est
exprimée dans préférentiellement dans le cerveau, les testicules et les poumons (Romeu and
Arola 2014). Seule la DNM2 est ubiquitaire, mais de mani¢re paradoxale les mutations au
niveau du gene DNM?2 causent deux maladies non systémiques : la myopathie centronucléaire
et une neuropathie périphérique appelée maladie de Charcot-Marie-Tooth (Zuchner,
Noureddine et al. 2005).

Chez les invertébrés, il existe une seule dynamine, ce qui pourrait suggérer 1’aspect « géne de
ménage » de DNM2 et la spécialisation des autres dynamines dans des processus cellulaires
au niveau des tissus de prédilection de DNM1 et/ou DNM3.

Toutes les dynamines partagent la méme organisation et se composent des domaines suivants
(Figure 2) :

e Le domaine G / GTPase qui interagit et hydrolyse le GTP. Il s’agit du domaine le
plus conservé dans la famille des dynamines (Warnock, Baba et al. 1997).

e Le domaine intermédiaire « middle domain » : responsable de la dimérisation de
DNM de maniere « croisée » et donnant un dimere avec une orientation opposée des
domaines G (Ferguson and De Camilli 2012).

e Le domaine d’homologie a la Pleckstrine « PH domain » : interagit avec des

phospholipides localisés dans la face cytosolique de la membrane plasmique et le

17



phosphatidyl-inositol-4,5-biphosphate (PtdIns(4,5)P>), ce qui permet le recrutement de
DNM a la membrane. Cette liaison est de faible affinité. Il permet aussi de réguler
I’activité GTPasique en régulant I’oligomérisation (Reubold, Faelber et al. 2015). Il a
été suggéré que quand le domaine PH est 1i¢ au domaine intermédiaire et domaine G,
il constituerait un état « fermé» qui inhiberait I’activit¢ de la DNM (Muhlberg,
Warnock et al. 1997). La liaison du domaine PH a la membrane activerait la
polymérisation et I’hydrolyse du GTP (Hohendahl, Roux et al. 2016). Une boucle
hydrophobe pourrait promouvoir les interactions avec des membranes ainsi que leur
courbure.

Le domaine GED (GTPase Effector Domain) : interagit avec le domaine GTPase et
I’active. A la différence des autres GTPases de la famille RAS, les dynamines ne
nécessitent pas de GAP et GEF (GTPase-Activating Proteins, Guanine nucleotide
Exchange Factor). Grace au domaine GED, les dynamines sont auto-activables
(Sweitzer and Hinshaw 1998).

Le domaine riche en proline « PRD domain » : permet I’interaction des dynamines
avec des protéines possédant un domaine SH3 (endophilines, amphiphysines, SNX,
syndapines) (McPherson, Takei et al. 1994, David, McPherson et al. 1996, Hohendahl,
Roux et al. 2016) et ainsi coordonner les fonctions des dynamines avec ces autres
effecteurs. Ce domaine est le moins conservé entre les différentes dynamines

permettant des propriétés de liaison a différents partenaires.

La fonction des dynamines la plus étudiée est la fission membranaire. Initialement, le

mécanisme d’action proposé consiste en la polymérisation autour d’une courbure

membranaire suivie de I’hydrolyse du GTP qui a pour effet une constriction et un étirement

de la membrane et ainsi une fission (Ferguson and De Camilli 2012). Des études récentes
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(Figure 3) en cristallographie et microscopie cryo-€lectronique ont montré que la dimérisation
du domaine G est essentielle a ’activit¢ GTPase. Cette dimérisation nécessite 1’interaction de
domaines adjacents de I’hélice formée par la DNM. Un polymere de DNM s’enroule autour
de la membrane et peut ainsi se connecter et interagir avec un autre polymere. Enfin
I’hydrolyse du GTP par le domaine G entraine un mouvement de « levier » du domaine
adjacent ce qui entraine a son tour une vague de constriction des hélices DNM. Ainsi la

vésicule est libérée par fission membranaire.

1.1.4.2 Les mutations DNM?2 dans les pathologies humaines

Outre la myopathie centronucléaire a transmission AD, d’autres mutations DNM?2 ont été
rapportées causant la neuropathie périphérique de Charcot-Marie-Tooth (CMT) : G358R,
G537C, D555del3, K559del, K62E/del, L570H, T855-856del (Gonzalez-Jamett, Haro-Acuna
et al. 2014). Cette maladie est caractérisée par une perte de la sensation du toucher, une
douleur neuropathique, une faiblesse musculaire et une atrophie et dans certains cas une
neutropénie. Les mutations DNM?2 causent la forme axonale de CMT (CMT?2) et la forme
dominante intermédiaire (DI-CMT-B). La plupart des mutations sont localisées au niveau N-
terminal du domaine PH dans une « poche de liaison lipidique » impliquée dans I’interaction
de DNM2 avec des membranes lipidiques (Bohm, Biancalana et al. 2012). Elles diminuent la
liaison aux phosphoinositides, contrairement aux mutations identifiées chez les patients CNM
(Kenniston, Lemmon et al. 2010).

Une ¢étude a rapporté I’implication de DNM2 dans la forme tardive de la maladie
d’Alzheimer. L’un des facteurs de risques de cette forme le plus caractérisé est I’allele €4 de
I’apolipoprotéine E (ApoE), situé dans le bras long du chromosome 19. Les porteurs de cet
allele présentent une accumulation extracellulaire de la protéine B-amyloide (AP). La région

19p13.2 du bras court du chromosome 19 a été suggérée comme locus a risque. Cette région
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incluant le géne DNM?2, des polymorphismes de type SNP dans les introns 1 et 3 ont été
associés avec la maladie d’Alzheimer (Kamagata, Kudo et al. 2009). L’expression de DNM2
¢tait réduite chez des patients atteints de la forme tardive de la maladie. La sur-expression du
mutant dominant négatif DNM2 K44A entraine I’augmentation de la sécrétion de AB. Des
défauts cognitifs ont été rapportés chez les patients atteints de myopathie centronucléaire a
transmission AD et portant les mutations E368Q et R465W (Echaniz-Laguna, Nicot et al.

2007).

1.1.4.3 Hypotheses physiopathologiques (CNM-DNM2) : relation mutation-structure-
activité de DNM2

DNM2 est une protéine ubiquitaire qui joue un rdle pléiotrope dans divers processus
cellulaires. Le mécanisme par lequel des mutations au niveau d’un geéne de « ménage »
entrainent deux maladies touchant des organes différents, le muscle squelettique et le systeme
nerveux, reste a ¢lucider. Parmi les mutations qui causent la myopathie centronucléaire AD,
E368K, R369W, R465W, A618T, S619L et V625del ont été biochimiquement caractérisées
(Kenniston and Lemmon 2010, Wang, Barylko et al. 2010, James, Digman et al. 2014, Chin,
Lee et al. 2015). In vitro, toutes ces mutations montrent une activité GTPasique augmentée et
une dissociation dépendante du GTP diminuée comparées a DNM2 sauvage (WT). Les
mutants R369W, S619L et V625del s’auto-assemblent plus rapidement. Ces deux activités
augmentées peuvent étre expliquées par la levée de 1’auto-inhibition exercée par le domaine
PH de la DNM2. La majorité des mutations CNM-DNM2 sont localisées a I’interface entre le
domaine intermédiaire et le domaine PH, changeant la charge ou I’hydrophobie d’un acide
aminé. La mutation la plus fréquente (R465W), localisée dans le domaine intermédiaire,
perturberait une autre interface intermoléculaire : elle est localisée dans le monomere externe
en interface avec I’¢élément BSE (Bundle Signalling Element) du monomeére interne (Reubold,

Faelber et al. 2015). La substitution d’un acide aminé polaire et chargé positivement par un
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acide aminé hydrophobe pourrait perturber 1’auto-inhibition exercée par le domaine PH.
DNM?2 formerait alors des oligoméres anormaux stables. Ainsi, la caractérisation biochimique
de certaines mutations CNM-DNM2 suggere le caractére dominant gain de fonction de ces
mutations. Cependant, des ¢études fonctionnelles des mutants CNM-DNM2 suggérent un
caractére dominant négatif notamment sur I’endocytose (Bitoun, Durieux et al. 2009,
Koutsopoulos, Koch et al. 2011). Cette controverse sera ¢tudiée plus en détail au cours de

mon projet de thése.

1.1.4.4 Roles de DNM2
1.1.4.4.1 Endocytose

Le role des dynamines a été initialement décrit chez les drosophiles Shibire portant des
mutations au niveau de I'unique géne DNM et provoquant une paralysie sensible a la
température (Chen, Obar et al. 1991, van der Bliek and Meyerowitz 1991). Cette paralysie
réversible résulte d’une déplétion des vésicules synaptiques due a un défaut d’endocytose
conduisant a une accumulation des neurotransmetteurs dans la fente synaptique.

La DNM2 joue un rdle clé dans I’endocytose dépendante de la clathrine. Elle se produit au
niveau de sites spécialisés de la membrane plasmique, appelés puits et couverts par un réseau
protéique formé de triskeles de clathrine (Hinshaw and Schmid 1995, Takei, McPherson et al.
1995) (Warnock, Baba et al. 1997). La clathrine est un hexamere constitué¢ de trois chaines
lourdes associées a des chaines légéres formant une structure a trois bras appelée triskele.
Lors de I’endocytose, ces triskeles s’assemblent pour constituer des cages creuses (Figure 4).
Cet assemblage provoque I’inflexion de la membrane. La spécificité du ciblage et du transport
des vésicules est due aux protéines d’adaptation (AP) qui composent cet assemblage. Le
complexe AP2 participe a I’endocytose dépendante de la clathrine. La DNM2 joue un réle
dans le bourgeonnement des vésicules en s’assemblant sous forme d’anneau hélicoidal et en

libérant ces vésicules par constriction mécanique. Dans le cytosol, DNM2 forme un complexe
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avec SNX9 (Sorting Nexin 9) et fructose-1,6-biphosphate aldolase. Suite a la phosphorylation
de SNX9, le complexe SNX9-DNM2 est libéré de I’aldolase et peut étre recruté a la
membrane via I’interaction avec des phosphoinositides membranaires et d’autres protéines
possédant un domaine BAR (Rangarajan, Park et al. 2010). Des ¢études ont montré que la
DNM2 co-localise avec la clathrine avant D’internalisation des vésicules de clathrine
suggérant, outre leur role de fission, un role de maturation des puits de clathrine (Loerke,
Mettlen et al. 2009).

La plupart des récepteurs d’endocytose posseédent une partie transmembranaire et leur
interaction avec le puits de clathrine est régulée par des séquences appelées motifs
d’internalisation. Par exemple le motif d’internalisation du récepteur aux LDL est FXNPXY

(ou X peut étre un acide aminé quelconque) et celui du récepteur de la transferrine est YTRF.

La DNM2 participe aussi a I’endocytose indépendante de la clathrine notamment dans la
formation des phagosomes et des cavéoles (Shajahan, Timblin et al. 2004). Il s’agit de
vésicules pyriformes constituées d’un auto-assemblage de cavéoline. Les cavéoles sont riches
en cholestérol et en glycosphingolipides. L’internalisation des cavéoles est régulée par la
DNM2.

La DNM2 joue aussi un role dans I’internalisation de gouttelettes de milieux extracellulaires
accompagnées de portions membranaires. Ce processus est appelé pinocytose (Cao, Chen et

al. 2007).

1.1.4.4.2 Interaction avec le cytosquelette

L’interaction de la DNM2 avec le réseau d’actine est importante pour le trafic intracellulaire
des vésicules d’endocytose (Ferguson, Raimondi et al. 2009). Elle interagit avec Abp1 (Actin-
binding protein 1) et la cortactine qui peut s’assembler avec les filaments d’actine. DNM co-

localise avec des protéines du réseau de 1’actine telles que N-WASP (Neuronal Wiskott-
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Aldrich Syndrome Protein), WAVE et ARP2/3 (Actin-Related Protein 2/3). N-WASP étant
un régulateur de la polymérisation de I’actine (Hussain, Jenna et al. 2001), DNM jouerait un
role dans ce processus. L’interaction avec les protéines régulatrices de 1’actine se fait via le
domaine PRD notamment avec des protéines qui contiennent un domaine CDC42 (Orth and
McNiven 2003). Le domaine intermédiaire de la DNM peut lier I’actine F (Mooren, Kotova et
al. 2009). L’interaction DNM-actine pourrait contribuer au recrutement de la DNM aux sites
d’endocytose mais aussi a la régulation des processus cellulaires dépendant de 1’actine tels
que la migration cellulaire via la formation de lamellipodes.

DNM a été initialement identifiée comme une protéine qui se lie aux microtubules. La DNM?2
interagit aussi avec le réseau de microtubules. En effet une étude avait démontré que
I’inhibition de 1’expression de DNM?2 par des siARN entrainait 1’augmentation du taux de la
tubuline acétylée, un marqueur de la stabilit¢é du microtubule (Tanabe and Takei 2009),
suggérant le role de DNM2 dans le maintien de 1’équilibre polymérisation-dépolymérisation.
Une autre étude a montré que DNM2 lie la y-tubuline via son domaine intermédiaire et se
localise au niveau du centrosome (Thompson, Cao et al. 2004). La réduction du niveau de
DNM?2 entraine la fragmentation du centrosome suggérant son implication dans la cohésion

du centrosome.

1.1.4.4.3 Trafic intracellulaire

DMN?2 est localisée au niveau de I’appareil de Golgi notamment dans le réseau trans-Golgi
(Maier, Knoblich et al. 1996). Le transport des vésicules a partir du frans-Golgi est sous le
contrdle de 1’association entre DNM?2 avec la cortactine (Cao, Weller et al. 2005). Cette étude
a démontré que la perturbation de I’interaction entre DNM2 et cortactine diminue le taux de
DNM?2 au niveau du Golgi et bloque le trafic des protéines a partir du trans-Golgi. DNM2 est

localisée aussi au niveau des vésicules de clathrine dans 1’endosome précoce et tardif (van
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Dam and Stoorvogel 2002). DNM2 aurait ainsi un rdle dans le transport et le recyclage des

vésicules d’endocytose.

1.1.4.4.4 Mitochondries

Les mitochondries représentent des organelles hautement dynamiques alternant des cycles de
fission-fusion. Cette dynamique mitochondriale régule la forme, le nombre, la taille des
mitochondries afin de répondre et s’adapter aux besoins énergétiques et a 1’état métabolique
de la cellule. La fusion des membranes externes mitochondriales fait intervenir des GTPases :
les mitofusines (Mfnl et Mfn2) et celle des membranes internes OPAIl. La fission
mitochondriale fait intervenir deux acteurs majeurs : Drpl (Dynamin-related protein 1) et
DNM2. A la différence des DNM, Drpl ne posseéde ni de domaine PH ni PRD (Tilokani,
Nagashima et al. 2018). Le recrutement de Drpl au niveau de la membrane externe de la
mitochondrie entraine son oligomérisation et la formation d’un anneau de constriction. Cet
assemblage fait intervenir le domaine intermédiaire de Drpl. Des études ont montré que Drpl
n’est pas capable de finir la fission mitochondriale. /n vitro, Drpl recombinante peut former
des tubules a partir de liposomes sans les couper (Yoon, Pitts et al. 2001). L’étape finale de la
fission mitochondriale nécessite 1’intervention de DNM2 qui s’assemble autour de 1’anneau
de Drpl et sépare les deux mitochondries. La réduction du taux de DNM2 induit une
¢longation des mitochondries avec la présence de sites de constriction ce qui prouve le role de
DNM?2 dans la phase finale de scission mitochondriale (Lee, Westrate et al. 2016). D’autres
é¢tudes ont montré D’implication du réseau du réticulum endoplasmique dans la pré-
constriction des mitochondries afin de réduire le diamétre des mitochondries (Friedman,

Lackner et al. 2011).
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1.1.4.4.5 Régulation de I’autophagie

L’autophagie refleéte 1’adaptation de la cellule a un milieu pauvre en nutriments. Suite a la
fusion des lysosomes avec les autophagosomes, leur contenu est dégradé et des nouveaux
lysosomes sont formés apres 1’¢longation de la membrane des autolysosomes et la libération
de protolysosomes. Ce processus est appelé reformation de lysosome autophagique (ALR ;
Figure 5) (Chen and Yu 2018). Cette extension membranaire contient la clathrine, AP2 et
P1(4,5)P,. Cette composition ressemble a celle des vésicules d’endocytose dépendante de la
clathrine. Durant I’ALR, la clathrine forme des bourgeons a la surface des autolysosomes ou
PIP5K1B catalyse la réaction pour former PI(4,5)P> a partir de PI(4)P. La moto-protéine
KIF5B entraine 1’¢longation et la formation de tubules au niveau des bourgeons de clathrine
via son interaction avec le microtubule. La formation de protolysosomes fait intervenir la
DNM2 qui joue un role classique de fission des membranes. Une étude a montré que
I’inhibition pharmacologique de DNM?2 ou la réduction du taux de DNM2 par des siARN

entralnait la formation de structures autolysosomales ¢largies (Schulze, Weller et al. 2013).

1.1.4.5 La souris KI Dnm2R4SW™* pour étudier la physiopathologie de la myopathie
centronucléaire AD

Afin d’étudier les mécanismes physiopathologiques de la maladie in vivo, 1’équipe du Dr.
Marc Bitoun a généré, en collaboration avec I’Institut Clinique de la Souris (ICS, Illkirch) un
modele murin portant la mutation la plus fréquente R465W (Durieux, Vignaud et al. 2010). 11
s’agit d’un knock-in hétérozygote (KI) généré par la technique de recombinaison homologue
chez une souris de fond génétique C57BL/6. An niveau du muscle, le niveau de DNM?2 est
comparable a celui du WT suggérant que la mutation n’impacte pas 1’expression de la DNM2.
Les homozygotes ne survivent pas apreés la naissance (seuls 2% survivent jusqu’a trois
semaines). Les souris KI Dnm2R43W™* ne présentent pas de différence au niveau du poids,

espérance de vie, croissance. Les males développent une atrophie musculaire qui commence a
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2 mois et s’aggrave a 8 mois. Le tibialis antérieur (TA) est le muscle affecté en premier. A 8
mois, I’atrophie gagne aussi le gastrocnemius, le plantaris et le quadriceps. L’analyse
histologique des fibres du TA ne montre pas de localisation centralisée des noyaux. La
coloration NADH-TR (qui colore les mitochondries et le réticulum sarcoplasmique) est
diminuée et montre une désorganisation de la matrice intermyofibrillaire. L’accumulation de
mitochondries et de réticulum sarcoplasmique est observée dans 10% des fibres a 2 mois et
30% a 8 mois. Le diamétre minimal des fibres est réduit de 14% a 2 mois et 21% a 8 mois.
Cette atrophie affecte les fibres de type II-b. La mesure de la force musculaire du TA montre
une faiblesse musculaire, notamment une diminution de 40% de la force absolue maximale.
La mesure du calcium dans des fibres isolées montre une augmentation du taux calcique basal
suggérant un défaut d’homéostasie calcique impliquant probablement les tubules-T et le
réticulum sarcoplasmique.

Compar¢ aux patients portants la méme mutation (R465W), ce modéle murin présente un
phénotype aussi modéré que celui observé chez les patients, avec une atteinte musculaire
progressive. Il partage avec le phénotype humain un réarrangement du compartiment oxydatif
des fibres musculaires. La faiblesse musculaire précede les modifications histologiques mais a
la différence des patients, les souris KI Dnm2R*W* ne présentent pas une localisation

centrale des noyaux au niveau des fibres musculaires.

1.1.4.6 Développement préclinique de thérapies contre la myopathie centronucléaire
AD

Le défi thérapeutique pour cette forme de myopathie centronucléaire consiste a cibler de
manicre spécifique une protéine mutée mais qui ne diffeére de la forme sauvage (WT) que par
un seul acide aminé dans un contexte de mutations hétérozygotes ou la DNM2 WT est
exprimée au méme niveau que la DNM2 mutée, sachant que la DNM2 joue un rdle pléiotrope

dans plusieurs processus cellulaires. C’est dans ce contexte que Trochet ef al. ont développé
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une stratégie d’extinction all¢le-spécifique grace aux ARNi (interférence) (Trochet, Prudhon
et al. 2018). Le TA de la souris KI Dnm2R4SW g été injecté par des AAV exprimant des
shARN ciblant spécifiquement le transcrit mutant. La réduction du transcrit mutant n’était pas
totale (40-50%) et pourtant, les muscles des souris traitées ont montré une augmentation de la

force musculaire et une amélioration des défauts histologiques.

Parmi les approches non spécifiques, Trochet et al. ont tenté de reprogrammer le transcrit de
DNM?2 de I’exon 11 (contenant la mutation R465W) au dernier exon par une approche de
trans-splicing in cellulo et in vivo afin de réparer I’ARN (Trochet, Prudhon et al. 2016).
L’approche de 3’-trans-splicing a entrainé I’expression de peptides tronqués et une toxicité in
vivo. En utilisant une stratégie de 5’-trans-splicing et en supprimant le site de polyadénylation
(polyA), les auteurs ont détecté¢ le trans-spliced ARNm et la protéine DNM2 dans les
fibroblastes et les muscles de la souris KI Dnm2R*W*  Ces muscles ne présentaient pas de

toxicité.

Gibbs et al. ont remarqué un défaut de transmission au niveau de la jonction neuromusculaire
chez les patients portant les mutations E368K et S619L (Gibbs, Clarke et al. 2013). Suite a un
traitement par un inhibiteur de 1’acétylcholinestérase, tous les patients ont montré une
amélioration au niveau de la fatigabilité, force musculaire et la fonction motrice. Cette
découverte remet en cause 1’hypothése de la non-implication de défauts neuromusculaires

chez les patients CNM.
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1.2 Edition du génome : nouvelle ere du génie génétique

1.2.1 Le systtme CRISPR/Cas9

Il est admis aujourd’hui que le systtme CRISPR/Cas9 représente une des plus grandes
révolutions biologiques qui a transformé le génie génétique permettant de modifier ou méme
« personnaliser » le génome. Pourtant, ce systetme provient de I’'immunité acquise chez les
procaryotes et sa découverte est un mélange de curiosité scientifique, persistance et

innovation.

1.2.1.1 Historique

La découverte du systtme CRISPR/Cas9 remonte a la fin des années 80 quand Yoshizumi
Ishino a trouvé chez Escherichia coli des mystérieuses séquences de 29 nucléotides répétées
espacées par 32 nucléotides. Il a rapporté (Ishino, Shinagawa et al. 1987): «Jusqu’a
aujourd’hui, jamais une séquence similaire a celle-ci n’avait été observée chez les
procaryotes, sa signification biologique est inconnue ».

En 1989, Francisco Mojica a découvert chez une bactérie archaique des séquences de 30
bases répétées palindromiques, séparées par 36 bases : des « spacers » (Mojica, Juez et al.
1993). Ensuite il a décrit des loci CRISPR dans 20 espéces bactériennes dont Clostidium
difficile, Mycobacterium tuberculosis et Yersinia pestis (Mojica, Ferrer et al. 1995). D’autres
¢tudes ont rapporté 1’existence de ce type de séquences répétitives chez d’autres especes et
ont commencé a s’interroger sur le role de ces structures dans le génome bactérien. Au fur et a
mesure que les bibliothéques de séquences d’ADN des différentes especes sont mises a jour,
Mojica a pu comparer par un programme de « blast », les séquences des spacers et il a trouvé
que la séquence d’une souche d’E. coli correspondait a celle d’un prophage (P1 phage) qui
infecte différentes especes d’E coli. Cependant, cette bactérie est connue pour sa résistance a
ce virus. L’idée que ces séquences participent a I’'immunité bactérienne commence a voir le

jour. Mojica envoie son article en novembre 2003 mais il a été rejeté par Nature. 1l n’a été
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accepté qu’en 2005 par Journal of Molecular Evolution (Mojica, Diez-Villasenor et al. 2005).
Il décrit que les archées qui possedent des « spacers » sont résistantes aux virus possédant des
séquences similaires. Au méme moment, Philippe Horvath, qui a étudié la génétique des
bactéries acido-lactiques de fermentation de la choucroute, a été chargé par sa firme agro-
alimentaire Rodhia Food d’identifier des especes bactériennes utilisées dans des procédés de
fermentation et qui seraient résistantes aux infections des phages. Avec ses colleégues, il a
voulu tester I’hypothése de I’implication de CRISPR dans I’immunité adaptative bactérienne.
En utilisant des souches de Streptococcus thermophilus sensibles a des bactériophages, il a pu
isoler des souches devenues résistantes en acquérant des séquences du phage au niveau de
leurs loci CRISPR (Barrangou, Fremaux et al. 2007). Il a pu aussi observer que certains
phages qui échappaient a cette immunité présentaient des mutations ponctuelles au niveau des
« spacers ».

En parall¢le, des études ont classifi¢ les genes Cas et en 2008, John Van der Oost a transféré
le systétme CRISPR d’une souche d’E. coli a une autre qui en était dépourvue et a purifié¢ un
complexe de 5 protéines Cas, aussitot appelé Cascade (Brouns, Jore et al. 2008). Il a prouvé
que ce complexe est nécessaire pour le clivage d’un long précurseur d’ARN issu de la
transcription du locus CRISPR de 61 nucléotides. Les ARN maturés appelés crARN (CRISPR
ARN) commencent tous par les huit derniéres bases des séquences répétées suivies par la
séquence du « spacer » et le début de la suivante région répétée suggérant que les séquences
palindromiques pourraient former des structures secondaires (Sorek, Kunin et al. 2008). Van
der Oost a aussi construit un systtme CRISPR artificiel dirigé contre le phage lambda.
Comme prévu, les souches bactériennes étaient résistantes a ce virus, représentant la premicre
reprogrammation du syst¢tme CRISPR. En plus, en créant deux versions de ce systéme, une
anti-sens et I’autre sens, le fait que cette derniére était plus efficace suggérait que la cible

n’¢était pas I’ARNm mais plutot I’ADN. Cette hypotheése a été renforcée par la découverte de
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Luciano Marraffini (travaillant dans le laboratoire d’Eric Sontheimer) quand il a décrit la
capacité de CRISPR a bloquer des plasmides (Marraffini and Sontheimer 2008). Ils ont eu
I’idée que CRISPR pourrait étre utilis€ pour I’édition du génome et ont méme formulé une
demande de brevet incluant I’utilisation du systéme dans des cellules eucaryotes.

Le systeme CRISPR était si efficace que le mécanisme d’action par lequel ce systeéme détruit
I’ADN n’a pas pu étre observé. Ce n’est que grace aux travaux de Sylvain Moineau que cette
interaction a ¢été ¢lucidée. En effet, en étudiant 1’antibiorésistance conférée par des plasmides
et son inactivation il a trouvé chez une souche bactérienne particuliére une protection partielle
contre des plasmides transformés par €lectroporation, et que les plasmides étaient linéarisés
(Garneau, Dupuis et al. 2010). Aprés séquengage, il a trouvé un site unique de clivage trois
nucléotides avant le PAM (Proto-spacer Adjascent Motif). Moineau a aussi observé des
résultats similaires sur I’ADN viral ouvrant la voie vers la clef du fonctionnement du systéme
CRISPR.

L’¢lément manquant du puzzle était le tracrARN (trans-activating CRISPR ARN). Sa
découverte est attribuée a Emmanuelle Charpentier qui s’intéressait a des ARN non codants,
régulateurs et a leur identification chez Streptococcus pyogenes. Emanuelle Charpentier et
Jorg Vogel ont observé une abondance d’un petit ARN proche du locus CRISPR/Cas9. Elle
s’est ensuite rendu compte que le systtme CRISPR/Cas9 ne nécessitait que 3 ¢léments : le
tractrARN, le crARN et la protéine Cas9 (Sharma, Hoffmann et al. 2010).

Virginijus Siksnys a étudié 1’activité de CRISPR/Cas9 in vitro et a démontré que le complexe
pouvait couper les deux brins d’ADN (Gasiunas, Barrangou et al. 2012). En mutant les deux
domaines catalytiques de Cas9, HNH et RuvC, il a démontré que HNH coupait le brin
complémentaire au crARN et que RuvC clivait I’autre brin. En s’associant, Jenifer Doudna et
Emmanuelle Charpentier sont arrivées aux mémes conclusions de Siksnys mais ont en plus

découvert que les deux ARN pouvaient étre fusionnés en un seul ARN guide appelé « single-
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guide RNA ». L’article de Siksnys a été publié le 4 septembre 2012 alors que celui de
Charpentier et Doudna est apparu en ligne le 28 juin 2012 (Jinek, Chylinski et al. 2012).

Le systeme CRISPR/Cas9 était alors bien caractérisé chez les bactéries et in vitro mais son
transfert et son utilisation chez des cellules de mammiféres ont été réalisés par Feng Zhang
qui a optimisé la Cas9 par des signaux d’adressage au noyau et des codons optimisés (Cong,
Ran et al. 2013). Son article paru chez Science en 2013 a rapporté la possibilit¢ de modifier
des génomes humains et murins. Le méme mois, trois autres publications ont vu le jour
rapportant I’utilisation du systtme CRISPR/Cas9 chez les cellules de mammifeéres. Sur les
deux demandes de brevet déposées par Doudna et Zhang, c’est le dernier qui a obtenu gain de

cause et a déclenché ainsi une bataille juridique.

1.2.1.2 Le systéme CRISPR/Cas de type II

De nombreuses études ont permis la classification des différents systemes CRISPR/Cas selon
I’organisation du locus de la machinerie qui clive I’ADN exogeéne (Makarova and Koonin
2015, Shmakov, Abudayyeh et al. 2015). Par sa simplicité, le systéme de classe II a été choisi
pour les applications de 1’édition du génome.

Le locus CRISPR de type II contient les génes casl et cas2 qui sont communs a tous les
systemes CRISPR, mais aussi le géne cas9 codant pour I’endonucléase Cas9. Cette protéine
est impliquée dans 1’acquisition des « spacers », la maturation de crARN et la coupure de
I’ADN exogéne (Jinek, Chylinski et al. 2012). 11 code aussi pour un ARN non traduit appelé
tractARN qui se lie au crARN. La Cas9, une protéine de 800-1400 acides aminés, contient
deux domaines de types nucléases : HNH et RuvC. Cas9 est composée de deux lobes (Jinek,
Jiang et al. 2014, Nishimasu, Ran et al. 2014). Le premier contient un domaine REC
(recognition) interagissant avec le crARN et le deuxiéme lobe interagit avec le PAM. Les
domaines HNH et RuvC sont situés dans le deuxiéme lobe. La séquence de I’ADN cible et

I’ ARN guide sont a I’interface de ces deux lobes.
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Le systeme CRISPR type II est classifi¢ en trois sous-types : II-A, II-B et [I-C (Makarova and
Koonin 2015, Shmakov, Abudayyeh et al. 2015). Le type II-A comprend un geéne
supplémentaire : csn2. Csn2 aurait un role dans 1’intégration des « spacers ». Le type 1I-B ne
possede pas de géne csn2 mais comprend un quatriéme geéne appartenant a la famille Cas4

dont le role est inconnu. Le type II-C ne comprend que les trois genes cas!, cas2 et cas9.

1.2.1.3 CRISPR/Cas9 et immunité adaptative bactérienne

Le fonctionnement du systéme CRISPR/Cas9 au cours de I’immunité adaptative des bactéries
peut étre décomposé en trois étapes (Figure 6) : adaptation, transcription du locus CRISPR et
la phase d’interférence. Ce paragraphe détaillera le mécanisme d’action du systéme CRISPR
type II.

La premicere phase d’adaptation consiste a acquérir et intégrer les « spacers ». Elle débute par
la détection de la séquence envahissante et I’intégration d’un fragment de 30 nucléotides dans
le génome bactérien du coté « leader » du locus CRISPR. Cette séquence doit avoir a son
extrémité un PAM (Heler, Samai et al. 2015, Wei, Chesne et al. 2015). L’intégration fait
intervenir les intégrases Casl et Cas2 qui sont communes a tous les systemes CRISPR
(Nunez, Harrington et al. 2015, Nunez, Lee et al. 2015, Wei, Chesne et al. 2015, Wei, Terns
et al. 2015). Ces deux protéines forment un complexe. Casl posséde une activité
endonucléase nécessaire a 1’intégration, Cas2 aurait une fonction non enzymatique. D’autres
protéines comme Csn2 peuvent participer a cette phase en stabilisant la coupure double-brin.
La sélection de la séquence a insérer dépend de la proximité d’un PAM. Le motif PAM n’est
pas intégré au génome bactérien afin d’éviter une reconnaissance auto-immune et une coupure
du génome du «soi». L’insertion de plusieurs séquences virales dans le locus CRISPR
confére a ce dernier une mémoire immunologique, d’ou la qualification de systétme immun

adaptatif ou acquis.
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La deuxiéme étape consiste en la maturation du pre-crARN en crARN qui implique des
complexes ARN endonucléases ou par une voie faisant intervenir I’ARNase III bactérienne
(Deltcheva, Chylinski et al. 2011). Dans le systtme de type II-A et II-B, un seul ARN
précurseur est transcrit, le pre-crARN qui s’hybride ensuite a plusieurs tracrARN, ce qui
permet le recrutement de la protéine Cas9 qui stabilise ce complexe. Le clivage du pre-crARN
est assuré par la ARNase III au niveau des séquences répétées donnant naissance a plusieurs
complexes crARN:tracrARN:Cas9 immatures. Un autre clivage permet la maturation des
crARNs contenant des « spacers » de 20 nucléotides capables de s’hybrider avec I’ADN
envahissant (Deltcheva, Chylinski et al. 2011, Jinek, Chylinski et al. 2012). Pour le systéme
CRISPR type II-C, plusieurs pre-crARNs de tailles différentes sont transcrits et seraient
capables de reconnaitre ’ADN exogeéne sans maturation préalable (Zhang, Heidrich et al.
2013).

La dernicre étape est I’interférence avec la séquence cible. L’ADN étranger est ciblé grace a
la séquence « proto-spacer ». Le complexe crARN :tracrARN :Cas9 parcourt I’ADN exogene
a la recherche du PAM. L’interaction entre Cas9 et le PAM entraine la déformation de I’ADN
double-brin et ensuite grace a la complémentarit¢ de Watson et Crick, le crARN s’hybride
avec la séquence ADN exogene (Jinek, Jiang et al. 2014, Nishimasu, Ran et al. 2014). La
Cas9 change alors de conformation et clive I’ADN double brin grace a ses domaines HNH et
RuvC. Ce clivage aboutit a une coupure franche double brin trois nucléotides avant le PAM.

L’appariement avec les douze nucléotides avant le PAM est essentiel a I’activité de la Cas9.

1.2.1.4 Mécanisme d’action pour I’édition du génome

La Cas9 représente I’endonucléase guidée par ’ARN du systétme CRSPR de type II. Ce
systeme a été détourné au profit de I’édition du génome pour sa simplicité et sa taille. Lors de
son interaction avec I’ADN double-brin, cette protéine reconnait d’abord le PAM grace a son

domaine CTD (C-Terminal Domain), qui est spécifique pour chaque espece bactérienne d’ou
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provient le systtme CRISPR/Cas9. Il s’agit d’une courte séquence adjacente a la séquence
ciblée. Le PAM n’est pas intégré au génome de la bactérie et est présent dans le génome du
virus envahissant. Cela permet de couper les séquences virales sans toucher la séquence du
génome bactérien. Apres la liaison au PAM, Cas9 parcourt la séquence du brin opposé a la
recherche d’une complémentarité avec I’ARN guide (Figure 7). L’ARN guide résulte de la
fusion synthétique entre le crARN et tracrARN procurant ainsi une flexibilité dans
I’utilisation du systeme CRISPR/Cas9 dans le domaine du génie génétique. Dans ce cas,
I’ADN se déroule formant une boucle R (boucle composée par un ADN simple brin hybridé
avec un ARN) et ’ARN complémentaire s’hybride via la régle de complémentarité de
Watson et Crick (Haurwitz, Jinek et al. 2010, Jinek, Jiang et al. 2014). Les douze nucléotides
avant le PAM sont essentiels a I’appariement et cette séquence est appelée « seed ». La Cas9
change alors de conformation et ses domaines HNH et RuvC clivent les deux brins d’ADN a
un endroit précis : 3 nucléotides en amont de I’extrémité 5° du PAM (Sternberg, LaFrance et
al. 2015). La spécificité du systéme est assurée par la présence du PAM et de la séquence
complémentaire, mais aussi par la différence de temps que Cas9 passe a parcourir des
séquences cibles dites « on-target » et hors-cibles dites « off-target » (Sternberg, LaFrance et
al. 2015). En effet, en parcourant ’ADN, Cas9 passe plus de temps au niveau des séquence
cibles qu’au niveau des séquences hors-cibles qui ne s’hybrident que partiellement. Cela
contribue a la spécificité du systeme CRISPR/Cas9.

L’¢étude cristallographique du complexe Cas9-ARN guide (Cas9 de Streptococcus pyogenes) a
montré que les deux lobes de Cas9 changent d’orientation et que les zones riches en acides
aminés chargés positivement interagissent avec I’ADN cible et se retrouvent exposées 1’'une
en face de I’autre (Jinek, Jiang et al. 2014, Nishimasu, Ran et al. 2014). Un canal est ainsi
formé permettant I’interaction entre I’ARN guide et ’ADN cible. Aprés reconnaissance du

PAM au niveau du brin non complémentaire, I’ADN cible se dénature, une séparation locale
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des deux brins a lieu et I’ARN guide peut ainsi s’hybrider avec un brin d’ADN. La formation
de cette structure permet une rotation de la Cas9 et 1I’enveloppement complet de I’ADN. Les
deux domaines nucléases HNH et RuvC se trouvent alors en face des deux brins cibles et
clivent respectivement le brin complémentaire et le non complémentaire 3 a 4 nucléotides en
5’ du PAM.

La coupure double-brin d’une séquence cible représente la clé de 1’édition du génome. Le rdle
du systeme CRISPR/Cas9 s’arréte a cette étape et c’est ensuite la machinerie cellulaire de
réparation de I’ADN qui prend le relais. Cette coupure représente un des signaux cellulaires
les plus toxiques et la cellule dispose de plusieurs mécanismes pour réparer I’ADN dont les
plus importants : la voie du NHEJ (Non-Homologous End Joining) et celle de ’'HDR

(Homology-directed repair).

1.2.1.5 Mécanismes endogenes de réparation de I’ADN

1.2.1.5.1 La voie du NHEJ

Ce mécanisme de réparation consiste a « recoller » les deux extrémités de la cassure double-
brin. Il intervient pendant toutes les phases du cycle cellulaire et essentiellement pendant la
phase G1 (Lieber 2008). L’acteur majeur de cette voie est I’hétérodimere KU70/80, composé
de deux protéines d’une taille de 70 et 86 kDa (Figure 8, 10). L’hétérodimere forme un
anneau asymétrique au contact de I’ADN. Cet hétérodimére interagit avec plusieurs types
d’extrémités cassures double-brin (CDB) tels que les bout-francs (blunt), les extrémités
sortantes (overhangs) et les extrémités en épingles a cheveux (hairpins) (Downs and Jackson
2004). Il serait aussi impliqué dans la stabilité¢ des télomeres (Wang, Ghosh et al. 2009).
Durant la voie du NHEJ, I’hétérodimére KU détecte I’ADN 1ésé et recrute la sous-unité
catalytique du complexe DNA-PK (DNA-PKc pour DNA Protein Kinase catalytic subunit)
(Singleton, Torres-Arzayus et al. 1999). Il s’agit d’une sérine thréonine kinase de la famille

des PIKKs (Phosphoinositide 3-kinase related kinases). L’interaction de DNA-PKc¢ avec KU
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active son domaine kinase ce qui phosphoryle tous les facteurs de la voie du NHEJ (DeFazio,
Stansel et al. 2002). Le complexe KU/DNA-PKc participe au maintien des extrémités clivés
et recrute les autres facteurs : Artémis qui joue un rdle protecteur de ’ADN clivé, PNKP
(Plynucléotide Kinase/Phosphatase) possédant une activité 3’-phosphatase et 5’-kinase qui
peut ajouter ou enlever un groupement 5 phosphate, des polymérases qui « remplissent » les
breéches avant la ligation et ADN-ligase IV qui permet la ligation des deux bouts (Davis, Chen
et al. 2014).

En 2015, un autre facteur a été identifi¢ : PAXX (PAralog of XRCC4 and XLF) (Ochi,
Blackford et al. 2015). Ce facteur peut interagir avec KU pour stabiliser le complexe KU et

les autres protéines du NHEJ et stimulerait la ligation des extrémités clivées.

Une autre voie du NHEJ, appelée NHEJ alternatif (ou MMEJ pour Microhomology-Mediated
End-Joining), agit comme une variable du NHEJ et implique d’autres facteurs durant la phase
M - S précoce (Figure 10). Le plus étudié est la protéine PARP1 qui se lie aux cassures via
son domaine en doigt de zinc (ZnF) (Ame, Spenlehauer et al. 2004). Cette voie utilise souvent
des microhomologies qui sont des courtes séquences complémentaires de part et d’autre de la
zone clivée. Ces séquences peuvent s’apparier en perdant quelques nucléotides et la
réparation peut comprendre 1’ajout de quelques nucléotides par I’action d’une polymérase.
Ces microhomologies peuvent €tre rapprochées (proximales) ou ¢loignées (distales). Les
microhomologies sont révélées grace a I’action du complexe MRN-CtIP qui dégrade les
extrémités des cassures (Rass, Grabarz et al. 2009, Boboila, Alt et al. 2012). Cette voie,
comme la recombinaison homologue, comprend une étape de résection qui implique deux
nucléases : Mrell et CtIP (Boboila, Alt et al. 2012). En s’hybridant, les microhomologies
libérent les extrémités sortantes qui vont étre ¢€liminées entrainant des délétions de

nucléotides. La ligation se fait grace a I’action de la Ligase III.
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1.2.1.5.2 La recombinaison homologue

La recombinaison homologue (RH) est une voie encore plus intéressante du point de vue des
applications biotechnologiques car elle permet de modifier de maniere précise la séquence
d’intérét. Cette voie est active au cours des phases S et G2 du cycle cellulaire quand ’ADN
est déja répliqué. La réparation est assurée par la présence de deux chromatides sceurs (Jasin
2000). La premicre étape consiste en la résection des extrémités des CDB qui implique le
complexe MRX/MRN formé par les protéines : MRE11, RADS50 et XRS2/NBS1 (chez les
eucaryotes), et CtIP (Paull 2010) (Figure 9, 10). Les extrémités 3’ sont alors exposées a
I’action d’autres nucléases de type EXO1 (Mimitou and Symington 2008). L’ADN simple
brin est stabilisé¢ par les protéines RPA (Replicative Protein A). Le suppresseur de tumeur
BRCAI1 interagirait avec MRN et CtIP. Afin de stabiliser les extrémités 3’ simple-brin, la
protéine RPA se lie a ces extrémités sortantes (Stark, Pierce et al. 2004, Schlegel, Jodelka et
al. 2006). En interagissant avec BRCA2 via PALB2, BRCAI1 stimule la formation du
complexe BRCA2-PALB2 qui recrute un acteur majeur de la recombinaison homologue :
I’ATPase Rad51 impliquée dans la recherche d’homologie (Sy, Huen et al. 2009, Sy, Huen et
al. 2009) (West 2003). Un filament nucléoprotéique est formé et s’enroule sur I’extrémité de
I’ADN permettant I’invasion du brin homologue, formant ainsi une boucle-D « D-loop » (il
s’agit de structure d’ADN ou les deux brins sont étirés et un troisiéme brin vient s’apparier
avec 1’un des deux) puis d’une jonction Holliday (West 2003). Rad54 serait impliquée dans la
stabilisation du filament nucléoprotéique, la recherche d’homologie et le remodelage de la
chromatine. La syntheése de I’ADN se fait par des ADN polymérases en utilisant le brin

complémentaire.

1.2.1.5.3 Applications des voies de réparation de I’ADN a I’édition du génome

Le développement exponentiel de 1’outil CRISPR/Cas9 a été rendu possible grace a sa

simplicité de conception et de production. La facilité¢ par laquelle ce systéme peut cibler une
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séquence spécifique et introduire une cassure double-brin a fait de lui une révolution du génie
génétique. Les applications dépendent du résultat espéré. La voie du NHEJ est souvent
qualifiée de source d’erreur. Souvent cette réparation n’est pas fidele et elle induit des
mutations de type insertions-délétions : indels. Ces mutations peuvent créer un décalage du
cadre de lecture. Ainsi la voie du NHEJ est utilisée souvent pour inactiver des genes (KO :
knock-out). D’un autre co6té, la voie de la recombinaison homologue est plus fidele et en
présence d’un ADN donneur, il est possible d’introduire des modifications précises du
génome (KI : knock-in). Il s’agit de modifications contrélées par I’HDR (Homology-Directed
Repair) qui utilise la voie de la RH.

Les principales applications de ces deux voies majeures dans le domaine biomédical seront

détaillées dans un autre sous-chapitre.

1.2.1.6 Les variants du systeme CRISPR/Cas9

La premiére modification artificielle du systeme CRISPR/Cas9 a été réalisé par les équipes de
Jenifer Doudna et Emmanuelle Charpentier qui ont fusionné le tracrARN et le crARN pour
constituer un seul ARN guide (sgARN pour single-guide ARN) (Doudna and Charpentier
2014). Il conserve les ¢léments de la forme non fusionnée nécessaires au fonctionnement et
comporte une boucle de liaison entre les deux éléments. L’avantage de cette modification est
la simplicit¢ de production en laboratoire. Cela évite les longues étapes d’hybridation

(annealing) pour lier le tractrARN au crARN.

1.2.1.6.1 Les variants naturels

Il existe plusieurs Cas9 appartenant a des especes bactériennes différentes. La Cas9 la plus
utilisée est celle de Streptococcus pyogenes de par la simplicité de son PAM (NGG) avec une
taille de 1388 acides aminés (a.a) (Komor, Badran et al. 2017). Celle de Staphilococcus

aureus est plus petite avec 1053 a.a. et nécessite un PAM plus long NNGRRT. Les Cas9 de
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Streptococcus thermophilus St1Cas9 et St3Cas9 ont une taille respectivement de 1121 et 1388
a.a. et utilisent un PAM NNAGAAW et NGGNG. Neisseria meningitidis posséde une Cas9
relativement petite de 1082 a.a avec un PAM NNNNGATT. D’autres nucléases de type Cpfl
ont été découvertes notamment celles de Acidaminococcus sp. et Lachnospiraceae bacterium
qui, a la différence des autres Cas9, n’utilisent que le crARN. Elles ont une taille de 1307 et
1228 a.a et nécessitent un PAM TTTN a Pextrémité 5°, contrairement au PAM 3’ pour les
autres Cas9. Elles générent des bouts collants. Ces enzymes sont adaptées a 1’édition du
génome des séquences T-riches. Cette diversit¢ de PAM ¢largit encore les possibilités de

cibler des séquences d’intérét dans le génome.

1.2.1.6.2 Les modifications artificielles de la Cas9
1.2.1.6.2.1 La nCas9 « nickase »

Etant donné que la Cas9 procéde a une coupure double-brin grice a ces deux domaines
nucléases HNH et RuvC, la mutation d’un des deux domaines entraine son inactivation et une
coupure simple-brin. Cette activité est appelée « nickase » (Ran, Hsu et al. 2013, Shen, Zhang
et al. 2014). Cette cassure est rapidement réparée par la machinerie cellulaire qui utilise le
brin complémentaire. Afin de générer une cassure double-brin, deux nickases sont nécessaires
afin de couper les deux brins opposés. Il a ét¢ démontré que cette stratégie augmente la
spécificité de la Cas9 du fait de la faible probabilité que les deux cassures simple-brin hors
cibles soient assez rapprochées pour générer une cassure double-brin mais elle est moins

efficace que la Cas9 conventionnelle.

1.2.1.6.2.2 La dCas9 « dead »

En mutant les deux domaine nucléases HNH et RuvC, la Cas9 perd son activité endonucléase
d’ou le nom de « dead » Cas9. Cependant elle garde sa capacité a cibler et lier des séquences

spécifiques du génome, guidée par I’ARN guide. Cette stratégie est utilisée pour inhiber la
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transcription d’un geéne et appelée CRISPRi (interférence) (Larson, Gilbert et al. 2013).
L’encombrement stérique réprime 1’¢longation par I’ARN polymérase ou bloque la liaison

des facteurs de transcription offrant ainsi une alternative a I’ ARNi.

1.2.1.6.2.3 La dCas9 « fusion »

La capacité de cibler une séquence de I’ADN sans le couper peut Etre utilisée dans plusieurs
applications ou la dCas9 sert de « véhicule » qui transporte les facteurs bien définis a la zone
ciblée. Ainsi la Cas9 peut étre couplée a des enzymes (Gaudelli, Komor et al. 2017), facteurs
de transcriptions (Hilton, D'Ippolito et al. 2015, Kearns, Pham et al. 2015), fluorophores
(Chen, Gilbert et al. 2013) dont les applications seront détaillées dans un autre chapitre

« applications du systeme CRISPR/Cas9 ».

1.2.1.6.2.4 La dCas9 couplée a une désaminase

La fréquence ¢levée des événements NHEJ au détriment de ’HDR a poussé les chercheurs a
trouver des solutions qui pourraient contourner la voie du NHEJ. Ainsi une étude a montré
qu’il était possible de coupler une enzyme a dCas9 et qui serait capable de changer un seul
nucléotide : la citidine désaminase (Komor, Kim et al. 2016). Guidée par I’ARN guide a la
séquence cible, cette enzyme catalyse la transformation de la cytosine en uracile sur le brin
ciblé. La machinerie cellulaire remplace ensuite 1’uracile par une thymine. L hétéroduplexe
formé T :G sera corrigé en T :A et ainsi le résultat final est la substitution ponctuelle d’un C:G
en T:A. Le systéme d’édition de base le plus utilisé est celui de 3°™ génération (BE3) qui
utilise une désaminase qui catalyse la réaction dans une fenétre de 5 nucléotides au niveau de
la bulle simple brin créée par la Cas9. Le systéme est couplé a une nickase qui coupe le brin
non ciblé et stimule ainsi la substitution du G par un A. La désaminase utilisée existe a 1’état
naturel. Une étude plus récente a développé des adénine désaminases afin de catalyser le

changement de A:T en G:C (Gaudelli, Komor et al. 2017). Ainsi plusieurs possibilités de
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substitutions ponctuelles sont devenues possibles. Ces stratégies évitent les coupures double-

brin et ainsi la génération d’indels par le NHEJ.

1.2.1.6.2.5 La HiFi Cas9 « High Fidelity »

Les effets hors-cibles “off-target” représentent un handicap majeur de 1’utilisation du systéme
CRISPR/Cas9. Afin de diminuer ces effets, une étude a suggéré que le complexe SpCas9-
sgARN possede plus d’énergie qu’il en a besoin pour cibler la séquence « on-target » et qu’en
modifiant 1’état énergétique de ce complexe, cela maintiendrait son activité « on-target » mais
diminuerait sa capacité a cliver des séquences mis-appari¢es (Kleinstiver, Pattanayak et al.
2016). Cette étude s’est concentrée sur la liaison du complexe SpCas9-sgARN a I’ADN par
des liaisons hydrogeéne médiées par quatre résidus : N497, R661, Q695 et Q926 ; en mutant
un ou plusieurs résidus, ils modifieraient I’état énergétique du complexe. Les chercheurs ont
identifi¢ un variant SpCas9-HF1 avec quatre mutations (N497A / R661A / Q695A / Q926A)
qui a montré une faible activité « off-target » sans affecter son activité « on-target ». Dans une
autre ¢tude, la mutation de trois acides aminés de la Cas9 a augmenté sa spécificité. Le variant

est appelé eSpCas9 (Slaymaker, Gao et al. 2016).

1.2.1.7 Les applications du systéme CRISPR/Cas9

1.2.1.7.1 Génération de modeéles animaux

La relative facilité par laquelle CRISPR/Cas9 peut introduire des mutations au niveau d’une
séquence ciblée a permis le développement de modéles animaux afin d’étudier mes
pathologies humaines (Hsu, Lander et al. 2014). Par une injection dans le zygote au stade
d’une cellule, cette technique évite les longues étapes de sélection de cellules embryonnaires
souches nécessaires aux techniques de recombinaison homologue classique. Cela a aussi
permis de développer des modeles d’autres especes comme le rat, le lapin, le singe etc... ou la

manipulation de cellules embryonnaires souches n’est pas aussi maitrisée que chez la souris.
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1.2.1.7.2 Etudes fonctionnelles : imagerie, transcription

Les modifications apportées a la Cas9 telle que la « dead » Cas9 (dCas9) qui lui permettent sa
propriét¢ de cibler une séquence définie sans la couper ont mené les chercheurs a
« détourner » la Cas9 de son usage classique. En fusionnant la dCas9 a un flurophore, il est
désormais possible de visualiser des régions telle la chromatine de maniére dynamique (Chen,
Gilbert et al. 2013). Une étude a mesuré la longueur des télomeres de cellules cancéreuses
comparée a des cellules saines. La technique de référence de marquage de I’ADN est la FISH
(Fluorescent In Situ Hybridazation) mais elle est réalisée sur des cellules fixées contrairement
au CRISPR qui peut étre utilisé¢ sur des cellules vivantes. La capacit¢ de CRISPR/Cas9 a
cibler des séquences différentes simultanément a permis 1’utilisation de plusieurs fluorophores
a la fois. Une des techniques célebres est CRISPR « rainbow » (Ma, Tu et al. 2016).

Une autre application de la dCas9 consiste a réguler 1’expression génique (Hilton, D'Ippolito
et al. 2015, Kearns, Pham et al. 2015). En la fusionnant a des facteurs de transcriptions, le
complexe interagit avec la séquence cible et peut ainsi déclencher (CRISPRa) ou réprimer
(CRISPRI) la transcription. La fusion avec des acétyltransférases et déméthylases permettrait

une modulation épigénétiques.

1.2.1.7.3 Stratégies thérapeutiques

Parmi les 25000 génes du génome humain, 3000 sont impliqués dans des maladies
génétiques. Pour ces maladies, plusieurs approches thérapeutiques ont été¢ développées ces
dernieres décennies dont la thérapie génique par remplacement de gene et I’ARN interférence
qui permet d’inhiber I’expression des geénes défectueux. Cependant ces deux approches ont
montré leurs limites telles que I'intégration aléatoire des transgenes, la taille des transgenes a
délivrer ainsi qu’une expression ou une inhibition non controlée. Les pathologies causées par

des mutations gain de fonction restent souvent réfractaires a ces stratégies thérapeutiques. En
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théorie, le moyen le plus efficace serait de corriger ou enlever la mutation au niveau de
I’ADN. L’¢édition du génome par le systtme CRISPR/Cas9 a ouvert la voie a cette approche

plus radicale pour traiter les maladies monogéniques.

1.2.1.7.3.1 Les stratégies ex-vivo

Cette approche consiste a extraire les cellules du patient, les modifier et les réimplanter. Cela
permet un traitement controlé de ces cellules, une sélection des cellules « guéries » et €vite le
rejet du greffon vu qu’il s’agit d’une autogreffe. Par contre, cette stratégie exige des cellules
capables de se multiplier en dehors de leur milieu habituel sans perdre leurs caractéristiques
apres les manipulations in vitro. Cela réduit considérablement les applications thérapeutiques
qui se limitent aux tissus ayant une population de cellules souches avec des propriétés d’auto-
régénération comme les cellules hématopoiétiques. Un autre paramétre a prendre en
considération est la faible proportion des cellules corrigées et greffées par rapport aux cellules
non-corrigées, ce qui réduirait ’efficacité du traitement. Cette efficacité pourrait étre
optimisée par I’¢élimination préalable des cellules non-corrigées par des moyens plus au moins
invasifs tel que le traitement par des rayons X. Une autre possibilité, mais qui ne dépend que
de la physiopathologie de la maladie, serait que les cellules corrigées remplaceraient les non-
corrigées par le moyen de sélection positive.

Un des exemples des pathologies hématopoiétiques est le large groupe de J-
hémoglobinopathies causées par des mutations du geéne HBB. L’anémie falciforme ou
drépanocytose est due a des mutations ponctuelles au niveau du gene de la -globine. Des
¢tudes ont pu corriger ex vivo par HDR la mutation au niveau des cellules souches
hématopoiétiques de patients et restaurer ainsi I’expression de la [-globine (Dever, Bak et al.

2016). En utilisant la méme stratégie basée sur ’HDR, une autre étude a montré la correction
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bi-allélique de la délétion B-41/42 (TCTT) causant une P-thalassémie chez les cellules
souches pluripotentes induites de patients (Liu, Yang et al. 2017).

Dans le domaine de la thérapie du cancer, et notamment I’immunothérapie personnalisée, des
équipes ont eu I’idée de modifier les récepteurs des cellules T (TCR) du patient afin de
stimuler la reconnaissance de I’antigéne tumoral, jugée insuffisante lors de la réponse
immunitaire anti-tumorale. Les cellules ainsi modifiées sont appelées cellules CAR-T
(Chimeric Antigen Receptor) (Reardon 2015). Jusqu’a aujourd’hui, trois générations de
cellules CAR-T ont été développées et cette approche innovatrice est en train d’étre testée
dans des d’essais cliniques. Une compétition biomédicale a eu lieu entre une équipe
américaine et chinoise qui ont essay¢ d’inactiver le géene PD-1 qui code pour une protéine de
surface chez les lymphocytes T (Cyranoski 2016, Su, Hu et al. 2016). Un de ses ligands,
PDL-1 est exprimé par les cellules saines pour la reconnaissance du « soi». Les cellules
tumorales, en exprimant ce ligand, échappent a la réponse immunitaire. L’inactivation de ce
gene dans les lymphocytes T restaurerait cette réponse anti-tumorale.

Une autre approche thérapeutique de modification des cellules immunitaires consiste a
modifier les lymphocytes T au cours d’une infection par le virus VIH et plus précisément
pendant la phase de latence virale. Le virus envahit les cellules T CD4+ en se liant au
récepteur CCRS ou le co-récepteur CXCR4. Les personnes porteuses de mutations
homozygotes au niveau du geéne du récepteur CCRS (CCR5del32) sont résistantes a
I’infection par le virus VIH. Le cas de Thimothy Brown, un patient atteint de SIDA et qui a
recu deux greffes de cellules souches hématopoiétiques d’un individu portant cette mutation a
déclenché un grand espoir. Suite a ce traitement, le taux VIH sanguin était indétectable
(Burke, Boyd et al. 2013). Plusieurs études ont ainsi essayé d’inactiver (KO) ce récepteur
(Kang, Minder et al. 2015). Les résultats sont prometteurs mais cela n’exclut pas la possibilité

d’une mutation virale conduisant a [utilisation du CXCR4. L’inactivation simultanée de
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CCRS5 et CXCR4 ne serait pas dépourvue d’effets néfastes sur les patients. Ces thérapies sont

en cours d’évaluation clinique.

1.2.1.7.3.2 Les Stratégies in vivo

L’¢édition du génome in vivo impliquerait un acheminement de I’outil directement au tissu
malade. Outre ’avantage de cibler des cellules qui ne peuvent pas étre manipulées en dehors
de leur milieu naturel, cette approche pourrait étre adaptée aux maladies impliquant plusieurs
organes et tissus. Cette approche exige une vectorisation appropriée du systéme
CRISPR/Cas9 notamment par des vecteurs viraux. Ces vecteurs présentent plusieurs limites
en termes de taille, réponse immunitaire de 1’hdte contre le virus et la Cas9, intégration
aléatoire et une efficacité variable a transduire les tissus.

Une des premicres réussites in vivo €tait le traitement de la tyrosinémie de type 1 par simple
administration hydrodynamique de plasmides Cas9-sgARN-matrice de réparation chez un
modele murin adulte de la maladie (Yin, Xue et al. 2014). La tyrosinémie de type 1 est une
maladie métabolique du foie causée par des mutations du géne FAH qui code pour la
fumarylacetoacetate hydrolase et I’accumulation de métabolites toxiques. Les auteurs ont
ensuite utilis¢é une combinaison de nanoparticules et AAV afin d’administrer in vivo les
composants CRISPR (Yin, Song et al. 2016). Ce type de maladie représente un bon modé¢le de
correction par HDR car le tissu ciblé est composé d’hépatocytes qui sont en régénération et
que la correction de 6% des cellules a suffi pour corriger les phénotypes et les marqueurs
hépatiques.

Traiter des maladies musculaires représente un défi thérapeutique étant donné que le muscle
squelettique représente environ 40 a 50% de la masse corporelle. La dystrophie de Duchenne
est une maladie liée a X touchant 1/3500 naissances. Un des modeles de la pathologie est la
souris mdx. La souris mdx présente une mutation stop au niveau de I’exon 23 responsable du

phénotype dystrophique. Etant donné que le muscle est constitué de cellules post-mitotiques,
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la correction par I’HDR ne serait pas le premier choix d’attaque de cette maladie car cette
voie de réparation n’est active qu’en phase S et G2 apres réplication de I’ADN. Trois études,
parues dans le méme volume du journal Science, ont proposé une stratégie innovante (Long,
Amoasii et al. 2016, Nelson, Hakim et al. 2016, Tabebordbar, Zhu et al. 2016) : en associant
la voie du NHEJ a I'utilisation de deux guides ARN, ils ont pu provoquer une délétion ciblée
de I’exon 23 contenant un codon stop prématuré. Ils ont ainsi pu restaurer la phase de lecture
et ’expression partielle d’une dytrophine tronquée mais fonctionnelle. Cette stratégie est
qualifiée de « saut d’exon permanent ». L’administration d’AAV par voie systémique et
locale a amélioré les phénotypes musculaires de la souris mdx méme si le pourcentage des
noyaux « corrigés » n’a pas excédé 20%. Récemment, Bengtssen et al. ont testé une double
stratégie : délétion par la voir du NHEJ et une correction par ’HDR. Comme prévu, le
pourcentage d’ADN corrigé par HDR était tres faible (0,8%) mais ceci représentait une

preuve de concept d’une correction au niveau du muscle (Bengtsson, Hall et al. 2017)

1.2.1.8 Limitations du systeme CRISPR/Cas9

1.2.1.8.1 Les effets hors-cibles « off-target »

L’une des propriétés qui pourrait limiter ’utilisation de CRISPR/Cas9 en thérapeutique est sa
capacité a tolérer les mésappariements de quelques nucléotides entre la séquence cible et
I’ARN guide. Ces effets, s’ils ont lieu, sont permanents (modification de I’ADN) et peuvent
avoir des effets néfastes graves (en activant par exemple des facteurs oncogenes). Plusieurs
outils bio-informatiques (ex : CRISPOR) permettent I’identification in silico de ces séquences
hors cibles susceptibles d’étre clivées, tout en indiquant le nombre et la position des
mésappariements. Tout en intégrant des données théoriques et pratiques, ces outils proposent
une prédiction et un score de clivage. Il a ét¢ démontré que les mésappariements a I’extrémité
5’ sont plus tolérés que ceux proches du PAM (Pattanayak, Lin et al. 2013). En effet, du point

de vue mécanistique, la séquence nécessaire a 1’activité de la Cas9 se situe dans les 12
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premiers nucléotides avant le PAM, c’est la séquence « seed », et I’appariement se fait dans
une direction 3’-5’ en partant du PAM. La nature des mésappariements peut aussi influencer
les effets hors cibles. Des études ont montré par exemple que 89% des mésappariements G : T
maintiennent 1’activité de la Cas9. La validation et la détection pratique de ces effets ont été
développées par plusieurs études utilisant des techniques sensibles et non biaisées et sont
résumées dans cette revue (Hendel, Fine et al. 2015).

Afin d’augmenter la spécificité¢ du systeme CRISPR/Cas9 plusieurs équipes ont développé
des stratégies différentes afin de modifier I’ARN guide ou la Cas9. L’utilisation de guide
ARN tronqué a augmenté la spécificité et a prouvé qu’une longueur de 17 a 18 nucléotides
représentait le compromis idéal entre le maintien de 1’effet « on-target » et la diminution des
effets « off-target » (Fu, Sander et al. 2014). Ces guides tronqués sont moins tolérants envers
les mésappariements. Dans mon projet de thése, ce type de guides a été utilisé. Une autre
modification consiste a ajouter deux guanines mésappari¢es du coté¢ 5’ du guide (5°GGX20)
(Cho, Kim et al. 2014). Ces deux mésappariements ajusteraient 1’état énergétique de liaison et
Cas9 nécessiterait une complémentarité plus astringente.

Concernant la modification de la Cas9, on notera le développement d’enzymes haute-fidélité
décrites dans le sous-chapitre « Les variants de Cas9 » et la Cas9 nickase utilisant deux guides
ARN. Un variant de la SpCas9, le D1135E, diminue 1’utilisation des PAM non canoniques de
type NAG et NGA et ainsi les effets hors cible liés a I’utilisation de ces PAM (Kleinstiver,
Prew et al. 2015). L’utilisation de Cas9 qui nécessite un PAM plus astringent comme le
NNGRRT de SaCas9 réduirait la probabilité d’un clivage hors-cible.

Malgré toutes ces améliorations, I’utilisation de ces variants de Cas9 ou guide ARN modifié
peut étre confrontée a une diminution de I’effet cible et donc d’une édition du génome

estompée. Par exemple, il a ét¢ démontré que I'utilisation des guides ARN tronqués avec la
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Cas9 haute-fidélité diminuerait de manic¢re drastique le clivage de la séquence cible

(Slaymaker, Gao et al. 2016).

1.2.1.8.2 Faible efficacité de la voie HDR

Du point de vue génie génétique, la réparation par la voie de ’HDR reste plus intéressante
que celle du NHEJ car elle aboutit a des modifications orientées et « personnalisées » du
génome. Cependant la fréquence de cette voie reste relativement faible et dépend de plusieurs
facteurs : le cycle cellulaire, le type cellulaire, la région de ’ADN ciblée, le guide ARN
utilis¢ (Mali 2013, Wang 2013). La réparation par ’'HDR serait plus compatible avec des
cellules en régénération, une technique ou les cellules peuvent étre enrichies ex vivo ou par
sélection positive leur permettant de repeupler le tissu affecté. Afin d’augmenter le taux
d’HDR, des études ont tenté d’inhiber la voie du NHEJ ou stimuler celle de I’'HDR par des
agents pharmacologiques tels que le SCR7 (Maruyama, Dougan et al. 2015), un inhibiteur de
la ligase IV ou le RS-1 (Song, Yang et al. 2016), un stimulateur de Rad51. Ces deux
molécules ont été utilisées au cours de ma thése et leurs effets seront discutés dans d’autres

chapitres.

1.2.1.8.3 Vectorisation du systeme CRISPR/Cas9

Les AAV constituent le moyen le plus sir de nos jours en termes de vecteurs viraux destinés a
la thérapie génique. Outre les limites liées a 'utilisation de ces vecteurs telles que la réponse
immunitaire (environ une personne sur trois est immunisée contre les AAV) et la transduction
variable des tissus, la taille limite d’encapsulation d’un transgene est d’environ 4,5 Kb et reste
le principal handicap a la vectorisation du systeme CRISPR/Cas9. La SpCas9 comporte a elle
seule environ 1300 a.a sans compter les autres composants et le promoteur. Malgré le
développement de mini-promoteurs, 1’utilisation de SpCas9 in vivo nécessite souvent

I’association de deux AAV, un pour la Cas9 et I’autre pour guide ARN et la matrice de
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réparation. L’utilisation de Cas9 plus courtes telle que celle de Staphilococcus aureus
(environ 300 a.a. de moins) permet I’encapsulation des composants dans un seul vecteur.

Une autre limite de 1’association CRISPR/Cas9-AAV est I’expression durable de la Cas9 dans
les cellules, ce qui entrainerait un effet hors-cible. Plusieurs équipes ont pu développer des
vecteurs non-viraux afin de transférer la Cas9 sous forme d’ARNm ou complexe
ribonucléoprotéique qui seraient dégradable par la cellule. Plusieurs vecteurs ont été testés
tels que les vecteurs lipidiques, nano-particules et récemment des particules appelés CRISPR-
Gold ont montré leur efficacité chez la souris mdx en ayant des effets hors cible réduits (Yin,

Song et al. 2016, Lee, Conboy et al. 2017).

1.2.2 Enjeux bioéthiques liés a I’utilisation de CRISPR/Cas9

L’explosion exponentielle des applications du systeme CRISPR/Cas9 notamment dans le
domaine des thérapies géniques a permis le développement de stratégies thérapeutiques pour
des maladies qui étaient réfractaires aux stratégies de thérapies géniques conventionnelles.
Cependant la manipulation d’une technologie a la fois relativement simple d’utilisation et
puissante pose de nombreuses interrogations bioéthiques.

L’infinie possibilité¢ d’édition du génome rendue possible grace aux nucléases programmables
a rapidement ouvert le débat sur son application chez I’homme. Ce véritable couteau suisse du
génome permettrait de « personnaliser » le génome humain. Le Dr. Jennifer Doudna décrit cet
outil de génie génétique dans son livre intitulé « 4 Crack in Creation » :

« Pratiqguement du jour au lendemain, nous nous sommes retrouvés a l'aube d'un nouvel age
en genie genétique et en maitrise biologique - une ere révolutionnaire dans laquelle les

possibilités ne sont limitées que par notre imagination collective. »
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En 2015, une équipe chinoise a publi¢ I'utilisation du systéme CRISPR/Cas9 dans des
embryons humains non-viables. Cette étude représente une étape majeure de I’édition du
génome : la premiére tentative de modification de cellules germinales humaines.

La capacité de cet outil & modifier une séquence de I’ADN pose deux points majeurs qui
nécessitent réflexion : 1’effet hors-cible et la modification des cellules germinales.

L’effet hors-cible consiste a modifier une séquence autre que celle ciblée. Les modifications
apportées par le systtme CRISPR/Cas9 sont permanentes. Les effets hors-cibles que
CRISPR/Cas9 pourrait induire dans les cellules somatiques n’impliqueraient que la personne
traitée. Leur évaluation pourrait €tre assimilée a celle des thérapies géniques conventionnelles
ou le facteur déterminant est la balance bénéfice/risque pour le patient. Il faudrait bien
comprendre les risques et avoir les moyens technologiques qui permettent I’identification et la
détection de ces effets hors-cibles. Ils peuvent ainsi étre évaluées par les organismes
réglementaires actuels afin d’approuver la justification de 1’usage de cette thérapie sur les
cellules somatiques du patient.

Depuis des millions d’années, la vie a progressé selon la théorie de 1’évolution qui stipule que
les organismes développent des mutations aléatoires dont certaines leur conférent des
avantages. En modifiant les cellules germinales, 1’expérimentateur modifieraient le flux
d’informations génétiques qui connecte une génération a une autre et pourrait ainsi en quelque
sorte orienter I’évolution en modifiant I’ADN des générations futures. Ainsi il faudrait
considérer que ces modifications, notamment les effets hors-cibles, impliqueraient le patient
trait¢ mais aussi ses descendants. Il serait irresponsable d’envisager une utilisation en clinique
de cet outil pour traiter des cellules germinales sans avoir maitrisé son profil de biosécurité et
son innocuité. De plus, son utilisation devrait é&tre contrdlée et encadrée par une
réglementation appropriée alors que plusieurs discordances existent entre les réglementations

des différents pays. D’ou la nécessité d’une harmonisation et d’un consensus global qui
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définiraient le cadre légal de cette application thérapeutique. Cette réglementation serait
sujette a une réévaluation réguliere au fur et a mesure que le développement technologique

permettrait une meilleure compréhension et une maitrise de 1’édition du génome.
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2 Contexte et objectifs de la these

La plupart des myopathies sont des maladies monogéniques rares ayant un impact important
sur les patients, les familles et notre systtme de soin. La myopathie centronucléaire a
transmission autosomique dominante est causée par des mutations hétérozygotes
principalement au niveau du géene DNM2. A ce jour, il n’existe pas de traitement spécifique
pour cette maladie. Théoriquement, la stratégie thérapeutique la plus efficace pour les
maladies monogéniques consisterait a corriger la mutation au niveau du génome du patient.
Aujourd’hui les technologies innovantes de correction du génome utilisant des nucléases
guidées constituent une alternative prometteuse qui permettrait de corriger directement la
mutation. L’outil le plus prometteur de cette famille de nucléases est la classe
d’endonucléases CRISPR/Cas9 qui ciblent une séquence bien définie du génome grace a un
guide ARN. Cette enzyme coupe I’ADN double brin ce qui sollicite la machinerie cellulaire
de réparation de ’ADN. Les deux voies majeures sont la voix du NHEJ (Non-homologous
end-joining) qui permet I’inactivation des genes et celle de ’HDR (Homology directed
repair) qui permet la correction précise de la séquence ciblée. Les mutations CNM-DNM?2
¢tant des mutations hétérozygotes, le défi de mon projet consiste a cibler de manicre
spécifique I’allele muté.

Nous proposons deux stratégies. La premicre consiste a corriger la mutation de maniere a
restaurer un alléle sauvage (WT). La seconde approche consiste a inactiver de maniére
spécifique ’allele muté. En effet pour ce deuxiéme point, les travaux du Dr. Belinda Cowling
dans I’équipe ont démontré que la réduction de la DMN2 représenterait une stratégie
thérapeutique potentielle pour les CNM et que la réduction de la DNM2 de 50% n’a pas
d’impact phénotypique au moins chez la souris (Cowling, Chevremont et al. 2014). Cette

approche serait plus appropriée pour les thérapies CRISPR/Cas9 du muscle car ce dernier est
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constitué essentiellement par des cellules post-mitotiques ou la voie de ’HDR n’est pas
active.

Le but de mon projet est d’établir un modele cellulaire qui se rapproche du contexte
musculaire afin de valider la preuve de principe de la correction ou I’inactivation de la
mutation DNM2 R465W all¢le-spécifique au niveau du génome in vitro et in vivo comme
stratégie thérapeutique potentielle pour ces myopathies congénitales.

La deuxiéme partie de mon projet consiste a ¢lucider les mécanismes pathologiques
cellulaires de la myopathie centronucléaire a transmission AD et de décrire des phénotypes
cellulaires liés aux mutations CNM-DNM?2. En inactivant ou corrigeant les mutations CNM-
DNM?2 de manicre alléle-spécifique, je testerai le potentiel du systéme CRISPR/Cas9 a

corriger ces phénotypes.
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3 Matériels et méthodes (non publiés)

Quantification de I’état redox mitochondrial

Les myoblastes murins immortalisés ont ét¢ cultivés dans le milieu de prolifération jusqu’a
50% de confluence. Apres trois lavages au PBS 1X, les cellules ont été incubées en présence
de la sonde MitoSOX™ 5 uM (Molecular Probes) dans 'HBSS pendant 10 mn a 37°C. Les
cellules ont été ensuite traitées par la trypsine diluée pendant 5 mn. La trypsine a été inactivée
par le milieu de prolifération et les cellules ont été centrifugées a 1200 rpm pendant 5 mn. Les
cellules ont été resuspendues dans du PBS 1X et remises sur glace. L’intensit¢ de
fluorescence par cellule a ét¢ mesurée par un cytometre en flux (FACS) et la moyenne
géométrique de I’intensité de chaque expérience indépendante a été déterminée par le logiciel

FlowJo.

Polymérisation de I’actine de novo

Les myoblastes murins immortalisés ont ét¢ cultivés dans le milieu de prolifération jusqu’a
50% de confluence. Apres trois lavages au PBS 1X, les cellules ont été perméabilisées durant
6 mn avec la digitonine 0,3 puM dans le milieu KGEP (mM:139 K-glutamate, 20 PIPES, 5
EGTA, 2 ATP-Mg?* et 10 pM Ca?*, pH6.6) en présence de 1’actine-G-AF488 (Molecular
Probes). Les cellules ont été ensuite fixées par le paraformaldéhyde 4% (PFA 4%) pendant 20
mn et les lamelles montées sur lame de verre en utilisant le milieu de montage Fluorsave
(Calbiochem). Des images ont été prises par le microscope confocal SP8 (Leica). Le plan
équatorial de la cellule a été considéré comme plan de référence. La quantification de la
fluorescence moyenne par cellule a été réalisée par le logiciel Imagel aprés soustraction de la

fluorescence du fond (cellules non traitées par 1’actine-G-AF488).
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Expérimentation animale

Les protocoles d’expérimentation animale ont été€ approuvés par le comité éthique de I’institut
Com’Eth IGBMC-ICS. Les animaux ont été hébergés dans une animalerie conventionnelle
ayant une température contrdlée (19-22°C) et sous un cycle lumicre/obscurité de 12:12h. Les
souris ont ¢té sacrifiées selon les normes de la 1égislation européenne en vigueur. Les muscles
de souris ont été disséqués apres les avoir sacrifiées par dislocation cervicale et congelés dans

de I’isopentane refroidi dans de 1’azote liquide.

Edition du génome in vivo

Les souris KI Dnm2R465W* de souche C57BL6/J ont été croisées avec les souris KI Cas9-GFP
homozygotes de méme souche qui expriment la Cas9 de maniére constitutive (Platt, Chen et
al. 2014). Les souris KI Dnm2R46>W* obtenues expriment la Cas9. A 1’4ge de 3 semaines ces
souris ont été injectées en intramusculaire (tibialis antérieur ; TA) avec 20 ul de préparations
d’AAV 2/9 exprimant le guide ARN sous promoteur U6, la CFP (cyan fluorescent protein)
sous promoteur CAG et la matrice de réparation ou un AAV vide aprés anesthésie par
injection intrapéritonéale de 5 ml/g de kétamine (20mg/ml ; Virbac, Carros) et de Xylasine
(0,4%, Rompun ; Bayer, Wuppertal). La dose utilisée était de 3,6 10'* vg/ml. A I’Age de 8
semaines les souris ont ¢té sacrifiées et le TA a été prélevé pour quantifier les modifications
génomiques et la réduction du taux protéique de DNM2. Afin d’extraire ’ADN, la moiti¢ du
TA a ¢été lysée dans un tampon de lyse et digérée avec la protéinase K pendant 12 h. La
protéinase K a été inactivée a 85°C pendant 10 mn. Les amorces G : ACT TTC CAC CTC
CAA TCG CTG, D : CGA AGT TAT ACT AGA GCG GCC G ont permis I’amplification
spécifique de 1’alléle muté (site loxP) et les amorces G : CTT TCC CAC TCC ACA TGC CC,

D : CTT GGA GAC TAT GGC TGG GAG ont permis 1’amplification spécifique de I’all¢le
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WT par PCR en utilisant une polymérase haute-fidélit¢ (Phusion High-Fidelity DNA
Polymerase ; Thermo Fisher).

Les produits de PCR ont subi des cycles de dénaturation-renaturation de I’ADN de 95°C a
25°C afin de former les hétéroduplexes. Les produits de PCR ont été ensuite déposés sur gel
d’acrylamide 10% (Acrylamide 10%, TBE 1X, APS 0,1% et TEMED 0,01%) et migrés a
200V pendant 1h. Apres révélation a I’'UV, Dintensité des hétéroduplexes et homoduplexes
ont ¢été quantifiés par le logiciel Imagel. L’intensité des hétéroduplexes relative a I’intensité

totale (hétéroduplexes + homoduplexes) refléte le taux de modifications génomiques.

Production AAV

Les AAV 2/9 codant pour un guide ARN sous promoteur U6, la CFP sous promoteur CAG et
la matrice de réparation (identique a celle utilisée dans les cellules) ont été produits par la
plateforme de biologie moléculaire de 'IGBMC par la technique de tri-transfection des
cellules HEK 293. Les particules physiques ont ét¢ quantifiées par PCR en temps réel et les

titres de vecteurs sont exprimés en génome viral par ml (vg/ml).
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4 Résultats

4.1 Inactivation et correction all¢le-spécifique de la mutation DNM2
R465W in cellulo

Publication 1 (1¢ auteur) : « Allele-specific CRISPR/Cas9 correction of a heterozygous

DNM2 mutation rescues centronuclear myopathy cell phenotypes »

4.1.1 Contexte de I’étude

La myopathie centronucléaire a transmission AD est causée par des mutations ponctuelles
hétérozygotes gain de fonction au niveau du geéne qui code pour la DNM2. La mutation la
plus fréquente est R465W. A ce jour, il n’existe pas de traitement spécifique de cette forme de
myopathie centronucléaire. Théoriquement, le moyen le plus efficace serait de corriger
directement les mutations en cause et ce le plus tot possible au cours du développement de la
maladie. Aujourd’hui, les technologies innovantes de correction du génome utilisant des
nucléases guidées constituent une alternative prometteuse qui permettrait de corriger
directement la mutation, donc la cause de la pathologie. Ces outils ont été¢ récemment utilisés
notamment dans un modele murin de la Dystrophie de Duchenne, mais leur potentiel a
corriger des mutations ponctuelles hétérozygotes n’a ¢ét€ que rarement exploité.
L’endonucléase Cas9 du systtme CRISPR/Cas9 coupe I’ADN double-brin au niveau de la
séquence ciblée grace a un guide ARN, ce qui entraine 1’activation de la machinerie cellulaire
de réparation de ’ADN. Les deux voies majeures sont le NHEJ qui introduit des indels et
donc inactive le geéne, et ’HDR qui corrige de maniere précise I’ADN. Nous proposons deux
stratégies. La premicre consiste a corriger la mutation DNM2 R465W de manicre a restaurer
un allele WT (HDR). La seconde approche consiste a inactiver de maniere spécifique 1’allele
muté (NHEJ). En effet pour ce deuxieéme point, les travaux du Dr. Belinda Cowling (Cowling,

Chevremont et al. 2014) dans I’équipe ont démontré¢ que la réduction de la DMN2
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représenterait une stratégie thérapeutique potentielle pour les CNM et que la réduction de la
DNM2 de 50% n’a pas d’impact phénotypique au moins chez la souris. L objectif de cette
partie du projet de ma these est de tester et valider I’efficacité et la spécificité des outils
CRISPR/Cas9 sur des cellules portant une mutation hétérozygote DNM2.

La DNM2 est impliquée dans plusieurs processus cellulaires. Cependant les mécanismes
physiopathologiques de la myopathie centronucléaire a transmission AD ne sont pas bien
¢lucidés, notamment au niveau cellulaire. Plusieurs études ont évalué I’impact des mutations
CNM-DNM2 sur I’endocytose mais leurs résultats étaient basés sur une sur-expression des
mutants ou sur des observations dans des cellules non-musculaires. Le but de mon projet de
thése est de décrire des phénotypes cellulaires liés 8 DNM2 dans un contexte musculaire
exprimant un niveau endogéne de DNM2 et ensuite vérifier si ces phénotypes seraient

corrigés par I’inactivation ou la correction alléle-spécifique de la mutation DNM2 R465W.

4.1.2 Résultats
Afin de tester I’outil CRISPR/Cas9 (Cas9, guide ARN et matrice de réparation), j’ai

immortalisé des myoblastes de souris KI Dnm2R43W™* en insérant le géne CDK4 (Cyclin-
Dependant Kinase 4) apres infection par un lentivirus. Ces myoblastes se différencient en
myotubes aprés 7 jours de différentiation et ont ainsi gardé leur potentiel myogénique.
L’utilisation de guides ARN tronqués (18 nucléotides) a permis de cibler spécifiquement
I’allele muté dans les myoblastes de souris immortalisés et les fibroblastes de patient portant
la méme mutation. La mutation DNM2 R465W a été inactivée (NHEJ; 95% dans les
myoblastes murins) ou corrigée (HDR ; 6% dans les myoblastes murins). Des clones ont été
ainsi isolés : les clones NHEJ présentent des indels au niveau de 1’alléle muté et n’expriment
qu’environ 50% de DNM2 WT, les clones HDR présentent deux alleles WT et expriment

100% de DNM2.
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La DNM2 est une GTPase ubiquitaire impliquée dans plusieurs processus biologiques dont le
plus décrit est la fission des vésicules lors de I’endocytose. Afin d’évaluer I’impact de la
mutation R465W sur I’endocytose, j’ai mesuré I’intensit¢ du signal intracellulaire de la
transferrine couplée a la CY3 dans les lignées de myoblastes immortalisés de souris WT et KI
Dnm2R463W - Ces derniers montrent une augmentation de la transferrine internalisée,
suggérant un mécanisme gain-de-fonction de la mutation. Ce phénotype a été confirmé dans
les myoblastes de patients portant les mutations R369Q et R465W.

Schulze et al. ont relevé le role de la DNM2 dans I’autophagie (Schulze, Weller et al. 2013).
Dans les conditions basales, les myoblastes KI Dnm2R4W* montrent une accumulation du
marqueur de 1’autophagie LC3-II. Le traitement par 1’inhibiteur de la dégradation par les
autolysosomes (BafA1) induit une augmentation de LC3-II. Cette augmentation a ét¢ de 4 fois
dans les myoblastes WT et de 1,8 dans les myoblastes KI Dnm2R43W* suggérant un défaut
d’autophagie li¢ a la mutation DNM2 R465W.

L’inactivation ou la correction allele-spécifique de la mutation hétérozygote a corrigé ces

phénotypes.

4.1.3 Résultats non publiés
4.1.3.1 Détection de ’HDR dans un pool cellulaire

L’analyse des clones a montré un faible taux d’HDR dans les myoblastes de souris (6% pour
le guide C20) et aucun clone de fibroblastes de patient n’a ét¢ détecté. Afin de détecter ’ADN
corrigé par la voie de I’HDR dans un pool cellulaire, j’ai optimis¢ des amorces HDR-
spécifiques qui s’hybrident aux mutations silencieuses intégrées par la matrice de réparation.
En utilisant ces amorces, j’ai pu amplifier la séquence corrigée via HDR en qPCR dans les
fibroblastes de patients et murins transfectés par le plasmide Cas9/guide ARN et matrice de
réparation. Cette amplification a ¢été absente dans les celllules non transfectées utilisées

comme contréles. Le séquencage des produits de qPCR a montré 1’incorporation des

59



mutations silencieuses. Cette approche a permis de détecter les modifications via ’HDR dans
un pool cellulaire en analysant plus d’événements par rapport a 1’analyse des séquences des

clones.

4.1.3.2 Augmenter ’HDR

Plusieurs études ont suggéré que 1’inhibition de la voie NHEJ (Maruyama, Dougan et al.
2015) ou la stimulation de la voie HDR (Song, Yang et al. 2016) par des modulateurs
pharmacologiques augmenterait le pourcentage des cellules corrigées par la voie de ’HDR.
Une autre étude a aussi rapport¢ que ['utilisation de matrice de réparation modifice
chimiquement augmente aussi I’HDR (Renaud, Boix et al. 2016). Une des modifications est
une matrice simple brin avec des phosphorothioate-extrémité 5° et 3’ qui confererait une
résistance contre les nucléases cellulaires et ainsi une meilleure stabilité. Au cours de mon
projet de these, j’ai testé trois approches : I’inhibition du NHEJ par SCR7, un inhibiteur de la
ligase 1V, la stimulation de ’HDR par RS-1, une drogue qui stimule le complexe Rad51 et
une matrice de réparation modifiée dans les myoblastes murins. L’analyse des clones n’a pas

montré une augmentation du taux d’HDR.

4.1.3.3 Etat redox mitochondrial

La DNM2 est impliquée dans la fission mitochondriale aprés I’action de constriction par
Drpl. Afin d’évaluer I’impact de la mutation R465W sur 1’état redox des mitochondries, les
myoblastes murins ont été cultivés avec un indicateur fluorescent de la production de 1’anion
superoxide : MitoSOX™ (Thermofisher Scientific). Les résultats (Figure 11) n’ont pas
montré de différence statistiquement significative entre les myoblastes de souris WT et KI
Dnm2R463W - Ces résultats préliminaires suggérent que la mutation DNM2 R465W n’a pas

d’impact sur ’activité oxydative de la mitochondrie.
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4.1.3.4 Polymérisation de I’actine

Enfin, afin d’évaluer I’impact de la mutation sur la dynamique de 1’actine dans les myoblastes
murins, les cellules ont été incubées avec de 1’actine monomérique marquée par un
fluorophore afin de quantifier son incorporation de novo aprés perméabilisation par la
digitonine. Aprés 6 min d’incubation, 1’actine G s’est polymérisée dans le réseau d’actine
cellulaire (Figure 12A). La quantification de I’intensit¢ de fluorescence n’a pas montré de
différence significative entre les myoblastes de souris WT et KI Dnm2R4W™* (Figure 12B). La
quantification du ratio entre 1’actine monomérique et 1’actine filamenteuse dans ces lignées

pourrait infirmer I’impact de la mutation DNM2 R465W sur la dynamique de 1’actine.

4.1.4 Contributions :
Le Dr. Bernardo Reina San-Martin (IGBMC) a fourni les plasmides CRISPR/Cas9 et effectué

le design des guides ARN et des matrices de réparation, Kamel Mamchaoui (Institut de
Myologie) a immortalisé les fibroblastes de patients. J’ai généré et caractérisé les myoblastes
immortalisés de souris et test¢ 1’allele-spécificité des guides ARN sur des cellules Hela,

fibroblastes de patient et myoblastes murins puis j’ai effectué les tests fonctionnels.
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ABSTRACT
Genome editing with the CRISPR/Cas9 technology has emerged recently as potential strategy for

therapy in genetic diseases. For dominant mutations linked to gain-of-function effects, allele-specific
correction may be the most suitable approach. Here we tested allele-specific inactivation or correction
of a heterozygous mutation in the Dynamin 2 (DNM2) gene causing the autosomal dominant form of
centronuclear myopathies (CNM), a rare muscle disorder belonging to the large group of congenital
myopathies. Truncated single guide RNAs targeting specifically the mutated allele were tested on cells
derived from a mouse model and patients. The mutated allele was successfully targeted in patient
fibroblasts and Dnm2R465W"* mouse myoblasts, and clones were obtained with both precise genome
correction or inactivation. Dnm2R465W* myaoblasts showed an alteration in transferrin uptake and
autophagy. Specific inactivation or correction of the mutated allele rescued these phenotypes. These
findings illustrate the potential of CRISPR/Cas9 to target and correct heterozygous point mutations
leading to a gain-of-function effect in an allele-specific manner, and to rescue autosomal dominant
CNM-related phenotypes. This strategy may be suitable to a large number of diseases caused by

germ-line or somatic mutations resulting in a gain-of-function mechanism.
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INTRODUCTION
Autosomal dominant diseases represent a challenge for therapies. Whereas haploinsufficiency

might be treated by conventional gene replacement, diseases linked to gain-of-function or toxic effect
in essential proteins require the targeting of the mutated allele. The mutated allele can be either
inactivated, leading to haploinsufficiency, or corrected to revert to a wild-type genotype. In the case of
disease-implicated genes essential for cellular functions, allele-specific correction would be preferred
to avoid deleterious effects due to an overall decrease of the protein expression. Here we tested the
potential of genome editing to rescue the phenotypes of a dominant disease through allele-specific
inactivation or correction.

Allele-specific gene inactivation can be achieved through gene silencing with shRNA (1) or
antisense oligonucleotides, leading to haploinsufficiency. Mutation correction can be obtained at the
RNA level through trans-splicing (2) (3), albeit allele-specific targeting is still challenging with this
strategy. The most upstream approach would be to target the mutation at the DNA level. Genome
editing using programmable nucleases has emerged as a powerful tool to target specific sequences.
The Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats (CRISPR)-related CRISPR
associated protein 9 (Cas9) system is the most commonly used tool. Cas9 endonuclease is guided to
a specific DNA sequence by a single-guide RNA (sgRNA) (4) and makes a double-strand break (DSB)
which triggers the cellular repair machinery. The main repair pathways are the “error prone” non-
homologous end joining (NHEJ) mainly leading to gene inactivation, or the precise correction via
homologous directed repair (HDR) with the help of a DNA repair template (5). Monteys et al. (6)
assessed the allele specificity of CRISPR/Cas9 based on SNPs in cis that form a Protospacer
Adjacent Motif (PAM) on the huntingtin mutated allele in patients’ fibroblasts, while Yamamoto et al.
(7) assessed the specificity of CRISPR/Cas9 to target a heterozygous single point mutation in the
CALM2 gene in human induced pluripotent stem cells. Both studies disrupted specifically the mutated
allele by non-homologous end joining (NHEJ) but did not report allele-specific correction.

As a paradigm to test allele-specific genome editing, we focused on a dominant form of
centronuclear myopathy (CNM). CNM are rare muscle disorders belonging to the group of congenital
myopathies. Several forms of the disease have been described with different severities (8). The
autosomal dominant form is characterized by neonatal to adult onset, muscle weakness and delayed
motor milestones. Autosomal dominant CNM is mainly caused by heterozygous mutations in the
DNM2 gene which encodes for the dynamin 2 (DNM2) GTPase enzyme (9,10). The DNM2 R465W
point mutation represents the most frequent mutation occurring in approximately 1 out of 4 patients
(11). A knock-in (KI) mouse model of this mutation has been generated and develops a progressive
muscle weakness with reduced muscle force and histological features including reduced fiber size and
central accumulation of oxidative staining (12). In vitro, DNM2-CNM mutations enhance the GTPase
activity and promote oligomerization, suggesting a gain-of-function pathomechanism (13,14).
However, this gain-of-function hypothesis has not been fully validated at the cellular level. DNM2 is an
ubiquitous GTPase involved in the fission of endocytic vesicles during clathrin-mediated endocytosis
(15), cytoskeleton interaction (16-18) and autophagy regulation (19). Alterations of transferrin or EGFR
uptake in cells expressing different DNM2 mutants have been reported, suggesting a defect in
endocytosis (20-22). In mouse embryonic fibroblasts (MEF) harboring the DNM2 R465W mutation at
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the homozygous state, autophagy defects were also reported (23). However, the cellular
pathomechanism of the disease is still not well understood. To date, there is no specific treatment for
the autosomal dominant form of centronuclear myopathy, and the potential of using CRISPR/Cas9 to
treat dominant inherited diseases has yet to be better explored.

The aim of this study is to assess the impact of the most common DNM2 R465W mutation on
cellular pathways in myoblasts, providing a cellular context to investigate the disease, and to
determine if genome editing can inactivate (NHEJ) or correct (HDR) the DNM2 mutation in an allele-

specific manner and reverse the disease related phenotypes.

RESULTS

Establishment of Dnm2R4¢W* knock-in immortalized myoblasts

To be able to assess the cellular pathology and the efficiency of the CRISPR/Cas9 system in cells
relevant for the disease, we established Dnm2%46%W* immortalized myoblasts. Primary myoblasts were
isolated from lower limb muscles of postnatal day 5 (P5) WT and Dnm2R46%W* mice and transduced
with a lentivirus expressing CDK4. After antibiotic selection of CDK4 expressing clones, cell sorting
and clone expansion, 3 WT and 2 Dnm2R465WH (thereafter named Kl) clones were established. The
genotype was confirmed by PCR and Sanger sequencing (Fig. 1A). We verified that immortalization
did not affect their ability to fuse into myotubes (Fig. 1B-C). After 7 days in differentiation medium, all
clones were able to differentiate into myotubes, as assessed by the fusion index and the expression of
caveolin 3 (Fig. 1B-C). The DNM2 mutation had no significant impact on the DNM2 protein level in
these muscle cells (Fig. 2F-G).

Allele-specific inactivation and correction of the DNM2 mutation

DNM2-related CNM is mainly caused by heterozygous single point mutations. The CGG codon in
human or the AGG codon in mouse (Fig. 2A) code for the conserved arginine residue. In patient and
Dnm2R483W* K| mouse CGG and AGG codons are changed into TGG encoding a tryptophan To
inactivate or correct specifically the mutated human and mouse alleles, we designed pan-allelic
gRNAs targeting both the mutated and wild-type alleles or allele-specific gRNAs targeting only the
mutated allele (Fig. 2B and 2C). For the pan-allelic gRNAs the PAM was selected precisely at the
codon encoding R465 (CGG or AGG in humans and mice, respectively) or at the R465W (TGG)
mutation. As the first nucleotide of the PAM is variable (NGG), these gRNAs should recognize both
alleles. To avoid off-target effects and to provide allele-specific recognition of the mutated allele, we
used 18 bp truncated gRNAs (25). The PAM for the allele-specific gRNAs was selected downstream
of the R465W (TGG) mutation, thus generating a 1 bp mismatch between the gRNA and the wild-type
allele target sequence (Figure 2B and 2C). As tru-gRNAs are sensitive to mismatches, this should
provide allele-specificity (25).

Cells were transfected with a vector co-expressing Cas9-EGFP and the gRNA together with a 200 bp
single-stranded oligonucleotide (ssODN) homology directed repair (HDR) template bearing silent
mutations allowing to determine correct integration by restriction digest (Fig. 2B and 2C). Cells were
sorted for EGFP expression and cultured under clonal conditions. Individual clones were isolated and

genotyped by PCR, restriction digest and Sanger sequencing to score for inactivating mutations
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through NHEJ or for correction through HDR. NEHJ-mediated repair led to small insertions or
deletions (Fig. 2D), with 86% of out-of-frame modifications potentially leading to premature stop
codons. Although HDR was less frequent, it allowed the correction of the DNM2 point mutation (Fig.
2D). Correct HDR events were verified by restriction digest (Fig. 2E). In conclusion, both inactivation
and specific correction of the mutated allele were achieved.

To test CRISPR/Cas9 mediated genome editing in human cells, we transfected HelLa cells with a pan-
allelic sgRNA (HelLa cells harbor only the wild-type allele) and an HDR template. Genomic
modification through NHEJ and HDR was obtained with an efficiency of 13,5% and 9,5% , respectively
(Table). To validate allele-specific targeting in human cells, we used immortalized fibroblasts obtained
from patients harboring the heterozygous DNM2 R465W mutation and an allele-specific gRNA.
Analysis of single cell clones showed 60% NHEJ (Table). Importantly, all of the NHEJ events detected
occurred exclusively on the mutated allele (Table).

To determine whether allele-specific inactivation or correction of the DNM2 mutation can be achieved
in @ muscular context, two allele-specific gRNAs and one pan-allelic gRNA were transfected together
with an HDR template into immortalized KI myoblasts derived from the Dnm2R45W* mouse model.
While one of the allele-specific gRNAs led exclusively to clones with NHEJ (95%), the other led to
NHEJ (90,62%) and HDR (6,25%) (Table; S| Appendix, Fig. S1). As expected, in the corrected clones,
the mutated T was reverted to A and 3 silent mutations were introduced (Fig. 2D). HDR was confirmed
by restriction digest (Fig. 2E). Notably, while the pan-allelic sgRNA targeted both alleles (25% of
clones modified), only the mutated allele was targeted with the allele-specific gRNAs.

In addition, the allele-specificity was also verified by quantification using heteroduplex mobility assay
on the cell pools. The WT allele of the C19, C20 and C22 transfected and GFP sorted cell pools was
specifically amplified, using a PCR primer that is disrupted by the loxP site present on the mutated
allele of the Kl myoblasts (SI Appendix, Fig. S2). After denaturation-annealing cycles, heteroduplex
were formed and migrated slower than homoduplex in native PAGE 10% due to the open angle
caused by the mismatched DNA of the indel mutations. The pan-allelic sgRNA (C22) targeted the WT
allele with an efficiency of 37% while the allele specific sgRNAs modifications of the WT allele were
8% and 4% respectively for the C19 and C20 sgRNAs (S| Appendix, Fig. S3). These minor
modifications on the WT allele were not detected in clonal analysis due to the lower analyzed events
compared to the cell pools.

We assessed the effect of NHEJ modification on the DNM2 protein level. Among the isolated myoblast
clones, some of them carried allele-specific out-of-frame insertion-deletions (indels) and were
expected to produce premature stop codons, and others carried allele-specific in-frame indels (Sl
Appendix, Fig. S1). DNM2 protein level was quantified by western blot in these two types of clones
(Fig. 2F-G). In cells with out-of-frame indels (KI1-NHEJ1, KI1-NHEJ3 and KI1-NHEJ5), DNM2 was
decreased to about half the level found in WT cells and in non-edited Kl cells (KI1T-NHEJ1: 0.27+0.05;
KI1-NHEJ3: 0.2510.1; KI1-NHEJ5: 0.43+0.18). However, no protein reduction was observed following
allele-specific in-frame deletion (clone KI1-NHEJ4). We conclude that out-of-frame indels lead to

protein disruption, supporting that NHEJ modification can be used to remove the disease-causing
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mutated protein. Conversely, allele-specific correction by HDR leads to expression of a normal level of
DNM2 (Fig. 2F-G).

We conclude that allele-specific inactivation and/or correction of the mutated R465W allele was
achieved in different cell types from both murine and human origin.

Allele-specific inactivation or correction of the DNM2 mutation rescue the alterations in
endocytosis

DNM2 is important for the fission of vesicles during clathrin-mediated endocytosis (27). Contradictory
data were previously reported on the impact of DNM2-CNM mutations on endocytosis with either no
effect or decreased endocytosis (20,22,28). These previous data were obtained on transfected cells or
on non-muscle cells. To assess the impact of the R465W mutation on the endocytic pathway in a
muscular context expressing DNM2 endogenously, CY3-labelled transferrin uptake was measured in
mouse immortalized myoblasts using FACS at indicated times (Fig. 3A). The two independent
Dnm2R483Wi+ K| myoblasts lines showed an increase of transferrin uptake after 10 and 20 min
compared to 3 independent WT myoblasts lines (at 10 min, KI1: 2.42+0.28 fold increase; Ki2
1.771£0.25; at 20 min, KlI1: 1.93+0.35. KI2: 2.15+0.06). To analyze the contribution of DNM2 in this
phenotype, we used a dynamin pharmacological inhibitor, dynole 34-2 (29) (Fig. 3B). Transferrin
uptake was inhibited in WT and KI myoblasts with a concentration of 5uM (WT1: 1.15+0.03; WT2:
0.82+0.32; WT3: 0.88+0.14; Ki1: 2.6+0.11; Kl2: 1.431£0.22) and 50 yM (WT1: 0.411£0.04; WT2:
0.26+0.16; WT3: 0.3+0.15; KI1: 0.9810.06; KI2: 0.63+0.13), validating the increase of transferrin
uptake seen in Kl myoblasts is due to DNM2 impairment. In addition, DNM2 inhibition by dynole 34-2
at 50 yM normalized the increase of transferrin uptake in Kl clones (Fig. 3B). To confirm if this
endocytosis alteration is disease-relevant, we quantified the transferrin uptake in human myoblast
lines (Fig. 3C-D). Three controls and two patient lines with different DNM2 mutations were used.
Myoblasts derived from patient biopsies harboring DNM2 R465W and R369Q mutations showed an
increase of transferrin uptake compared to control cells (R465W: 15.2+1.11 intensity mean; R369Q:
8.66+0.25; controls between 3 and 5). This phenotype was also observed both in primary and
immortalized myoblasts (Fig. 3D). Taken together, these data show that DNM2-CNM mutations
increase endocytosis in muscle cells, and behave as gain-of-function mutations.

We further investigated the potential of allele-specific genome editing to rescue this phenotype in
mouse myoblasts. Allele-specific out-of-frame NHEJ inactivation of the mutated allele decreased the
transferrin uptake at 10 min compared to the mutated cells and partially rescued or fully normalized
the endocytosis phenotype (Fig. 3E). Allele-specific NHEJ in-frame deletion also normalized the
phenotype. Of note, both out-of-frame and in-frame NHEJ modifications recue the phenotype albeit
out-of-frame NHEJ led to decreased DNM2 protein level while the in-frame NHEJ clone had a normal
DNM2 level, suggesting the in-frame NHEJ led to protein inactivation as well.

In addition, using a pan-allelic sgRNA, we generated one clone (KI1-NHEJ7; Fig. 3E) in which the WT
allele was disrupted through out-of-frame NHEJ while the mutated allele was preserved. In that
specific clone, we didn’t observe a statistically significant difference compared to non-edited

myoblasts, suggesting that the mutated protein is more active than the WT protein.
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Concerning the allele-specific correction through HDR, the two tested clones rescued the endocytosis
phenotype in these myoblasts (Fig. 3E).

In conclusion, allele-specific inactivation or correction rescue the alteration of endocytosis found in the
Dnm2R483Wi* K| myoblasts.

Allele-specific inactivation or correction of the DNM2 mutation rescue autophagy defects

DNM2 was proposed to play a role in autophagy via autophagic lysosome reformation (19).
Previously, a study reported a decrease in autophagy dynamics in mouse embryonic fibroblast with a
homozygous R465W mutation (23). However, the impact of a heterozygous DNM2 mutation in a
muscle cell was never reported.

In order to assess the impact of the DNM2 R465W mutation on autophagy flux in myoblasts, LC3-II
level was quantified by western blot in WT and Dnm2R465W* K| immortalized myoblasts treated or not
with bafilomycin A1 (BafA1) under basal and starved conditions. BafA1 inhibits the lysosomal Na*/H*
pump and in consequence blocks the autophagy flux at the degradation step in the autolysosomes.
Under basal conditions in untreated cells, the KI myoblasts showed an increase of lipidated LC3 (LC3-
1) levels compared to WT myoblasts (WT1: 1.36+0.19; WT2: 1.25+0.49; KI1: 3.46+1.04; KI2: 3.310.5)
(Fig. 4A-B). In order to define if this observation underlines a blockade or an increase in autophagy,
BafA1-treated cells were analyzed. Under basal conditions, BafA1 treatment induced an increase of
around 4-fold of LC3-Il in WT myoblasts (Fig. 4A, C). However, in KI myoblasts the effect of BafA1
was increased by only 1.65 or 1.86-fold depending on the clones. Under starved condition, BafA1-
induced increase in LC3-Il was hampered in KI myoblasts, albeit the difference with WT myoblasts
was not statistically significant (Fig. 4C). Altogether, these data suggest a decrease in autophagy
dynamics in KI myoblasts.

To assess whether the inactivation or the correction of the DNM2 R465W mutation could reverse the
autophagy defects, LC3-ll expression level was quantified in edited myoblasts under basal condition
after BafA1 treatment. In allele-specific NHEJ inactivated clones, both by out-of-frame or in-frame
indels, the BafA1-induced accumulation of LC3-Il was increased compared to the non-edited Kl
myoblasts, to the level observed in WT myoblasts (Fig. 4D-E). In allele-specific HDR corrected clones,
we also observed a similar rescue, with a BafA1-induced LC3-1I/GAPDH accumulation ratio of 4.5 and
4.8-fold depending on the clones that was comparable to the WT value of 4-fold (Fig. 4F-G). Overall,
allele-specific inactivation or correction rescued the alteration of autophagy observed in the
Dnm2R483Wi* K| myoblasts.

DISCUSSION

In this study, we investigated the pathomechanisms of DNM2-related centronuclear myopathy in
muscle cells from a mouse model and patients’ cells and identified an aberrant increase in
endocytosis, supporting a gain-of-function effect of DNM2 mutations. Autophagy dynamics were also
altered in DNM2 mutated myoblasts. In addition, we validated allele-specific genome editing for
inactivation or correction of the mutated allele for this dominant inherited disease and showed that
both correlated with a rescue of the different DNM2-CNM phenotypes.

Pathomechanisms of DNM2 centronuclear myopathy
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DNM2 is a GTPase involved in the clathrin-mediated endocytosis(30) (31). In this study, we assessed
the impact of the most common heterozygous DNM2 mutation (R465W) on transferrin uptake. We
observed a significant increase of transferrin uptake in Dnm2R46%W* murine myoblasts. The same
phenotype was observed when CY3-labelled transferrin was visualized in patients’ myoblasts
compared to controls. In addition, inhibition of DNM2 activity with dynole 34-2 suggested this
phenotype is linked to dynamin. Moreover, this endocytosis increase was rescued by either
inactivation or correction of the DNM2 mutation, strongly supporting this mutation increases
endocytosis rate.

These findings support the idea that DNM2-CNM mutations are gain-of-function, leading to a mutated
protein with increased activity. This hypothesis is supported by previous in vitro experiments showing
this mutation increases the GTPase activity and the oligomerization of mutated DNM2 recombinant
proteins (14) (13). Of note, our data showed that specific inactivation of the mutated allele (Dnm2+/-
cells from out-of-frame NHEJ; Fig. 3E) rescued the increased endocytosis, while specific inactivation
of the WT allele (Dnm2R465W- cells KI1-NHEJ7; Fig. 3E) had a similar activity as the uncorrected cells.
Overall, it supports that the mutated DNM2 is more active than the WT protein.

In contrast to earlier findings, these results describe for the first time an increase in endocytosis due to
DNM2-CNM mutations. Liu et al (22) used stable cell lines from conditional knock-out mouse
fibroblasts infected with viral DNM2 vectors. The authors didn’t observe any defect in transferrin
uptake related to DNM2-CNM mutations. Trochet et al. (32) demonstrated a decrease of transferrin
uptake in patients’ fibroblasts while Koutsopoulos et al. (28) didn’t observe a decrease in patients’
fibroblasts. In other experiments (20) (28), a decrease of endocytosis was observed based on
transient overexpression of DNM2 mutants. We focused our work on myoblasts derived from the
mouse model of the disease, to remain in a muscular cellular context linked to the muscle disease. In
addition, these myoblasts expressed DNM2 at endogenous level to avoid dominant negative or toxic
effects due to overexpression. We verified the DNM2 mutation does not impact on the protein level
(Fig. 2G).

Another phenotype we observed in Dnm2%46%W* murine myoblasts was a defect in autophagy. These
myoblasts showed an accumulation of LC3-Il under basal condition and, when autophagy flux was
blocked by BafA1, LC3-ll increase was compromised compared to WT. These findings suggest that
DNM2 R465W mutation impairs autophagic degradation. Durieux et al. described the impact of DNM2
R465W homozygous mutation in mouse embryonic fibroblasts (23). Although their results were based
on a different cell type and harboring the mutation at homozygous stage, they described a similar
defect of LC3 lipidation under BafA1 treatment. DNM2 was described as a key player in the
autophagic lysosome reformation during the proto-lysosome scission (33). In accordance, Shulze et al
(19) reported that the pharmacological inhibition of DNM2 lead to enlarged autolysosomal structures
and a compromised autolysosomal degradation.

Overall, we report the alteration of several cellular pathways due to DNM2 mutations, providing novel
insight to the pathophysiology mechanisms of this muscle disease. Moreover, the findings that dynole
34-2 treatment normalizes the endocytosis defects suggesting inhibiting dynamin 2 could be

developed further for therapeutic application.

69



Allele-specific correction of a heterozygous gain-of-function mutation

Here we succeeded to target specifically the mutated allele for both allele-specific inactivation and
correction in a cell model of centronuclear myopathy linked to DNM2 heterozygous gain-of-function
mutation. To achieve the allele-specificity, the guide sequences encompassed the mutation site. To
our knowledge, it is a first report on allele-specific CRISPR/Cas9 correction of a dominant mutation.
This strategy is especially adapted for gain-of-function mutation in house-keeping genes. The potential
of CRISPR/Cas9 to target specifically heterozygous single-point mutations for NHEJ-mediated
inactivation was reported in few studies (6,7). Monteys et al. assessed the allele specificity of
CRISPR/Cas9 based on the SNPs forming a PAM in the huntingtin mutated allele in patients’
fibroblasts while Yamato et al. targeted the guide sequence to the mutation site. Further development
will need to address the efficiency of allele-specific correction in vivo. Allele-specific inactivation was
recently achieved in heart for PRKAG2 (34).

In addition, we used for the first time tru-gRNAs to provide allele-specificity. But there is still a risk of
off-target effects that could be improved by the use of the high fidelity Cas9 (Cas9-HF1 or eSpCas9)
which do not have any detectable off target effects and do not tolerate single bp mismatches between
gRNA and targeted sequence (35,36).

In the case of DNM2-CNM, we found that both the specific inactivation and the correction of the
heterozygous mutation rescued alterations in endocytosis and autophagy observed in a myoblast cell
model. Genome editing thus represents a novel therapeutic approach validated at the pre-clinical level
for DNM2-CNM, in addition to RNA silencing (32) and acetylcholine esterase inhibitors (37). As allele-
specific correction in vivo may be difficult to achieve due to the fact that HDR may not be active in
post-mitotic muscle fibers, one would need to either correct muscle progenitors or perform allele-
specific NHEJ inactivation. In the case of DNM2-CNM, the later would be effective to potentially
rescue the disease. Indeed, Dnm2 heterozygous knock-out mice expressing 50 % of DNM2 do not
display obvious phenotypes (38) and overall reduction of DNM2 through shRNA or antisense
oligonucleotides did not induce detrimental effects in mice (26,39).

In conclusion, allele-specific CRISPR/Cas9-mediated correction of heterozygous mutations represents
a suitable strategy that would be applicable to a large number of diseases due to germ-line or somatic
mutations.

MATERIAL AND METHODS

Cell lines

Mouse primary myoblasts were extracted from hindlimbs of P5 wild-type (WT) and Dnm2R465W* pups
after collagenase (Sigma-Aldrich) and dispase (Gibco) digestion. Cell suspension was filtered through
a 40 um strainer. Non-myogenic cells were separated by 1,5 hour incubation and myogenic cells were
collected in the supernatant and plated in 1% Matrigel coated wells in Iscove’s Modified Dulbecco’s
Medium (IMDM,Gibco) with 20% FCS and 1% chicken embryo extract (CEE, Gibco). Myoblasts were
immortalized using lentivirus encoding for cyclin-dependent kinase 4 (CDK4). Briefly, 100,000 cells
were infected with the lentivirus using multiplicity of infection (MOI) of 3 overnight and transduced cells

were selected with geneticin for 7 days. Single cells were cloned using fluorescence-activated cell
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sorter (FACS, BD) into 96-well plate. When myoblasts reached 50% of confluence, they were
transferred to a 24-well plate then to a 6-well plate.
Patient fibroblasts harboring DNM2 R465W mutation were immortalized using a lentiviral encoding for

the catalytic subunit of human telomerase (hTERT) vector as described before (24).

Plasmids and design of sgRNAs and HDR templates.

The sequence of exon 11 of the DNM2 gene was screened for NGG proto-adjacent motif (PAM)
sequences adjacent to the R(CGG)465W(TGG) mutation in humans or to the R(AGG)465W(TGG)
mutation in mice. To avoid off-target effects and to provide allele-specific recognition of the mutated
allele we used 18 bp truncated gRNAs (25). Plasmids expressing the truncated tru-gRNA through a
U6 promoter and co-expressing Cas9-EGFP through a CMV promoter were generated by Golden
Gate cloning. As HDR templates we used 200 bp ssDNA oligonucleotides (IDT ultramers) bearing
silent mutations to prevent gRNA recognition and Cas9-mediated cleavage of the corrected allele, as

well as destruction or addition of specific restriction sites for screening and verification (Fig. 2B).

Cell culture and transfection

HeLa cells were cultured in Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM, Life technologies) with 5%
FCS, penicillin 100 U/ml and streptomycin 100 ug/ml. Patient fibroblasts were cultured in DMEM with
10% FCS and gentamicin 40 pg/ml. Mouse immortalized myoblasts were cultured in IMDM (Life
technologies) supplemented with 20% FCS, 1% CEE and gentamicin 40 pug/ml.

For transfection, when cells reached 50-60% confluency, Sp-Cas9-EGFP and sgRNA plasmid and a
single-stranded donor oligonucleotide (ssODN) as a repair template were transfected using
Lipofectamine 3000 (Thermofisher) according to the manufacturer’s protocol. 24 hours later, GFP cells
were sorted using FACS (BD) and seeded in 6-well plate for expansion. 2 weeks later, single cells
were isolated into 96-well plates using FACS. When cells reached 50% confluency, they were
transferred to 24-well plate. Cell pellets were homogenized, and DNA of the clones was extracted
using lysis buffer and proteinase-K. To genotype the clones, the DNM2 region of interest was
amplified and PCR products were sequenced by Sanger sequencing. The following primers were
used: human forward: 5-CCC TGA AGC CCT GCA TGG-3’ and human reverse: 5-GCG TGA GTT
ACT ACA CCC AG-3’; mouse forward: 5-ACT CCA CAT GCC CCT GAC TG-3’ and mouse reverse:
5-TGG GAG GTC GCC AGA TTA GC-3'.

DNM2 quantification

Mouse immortalized myoblasts were seeded into 6-well plate and when reaching 70% confluency,
adherent cells were mechanically scratched using RIPA buffer containing PMSF 1mM, DTT 1mM and
protease inhibitor cocktail (Roche Diagnostic) on ice. Lysates were passed through a 25G syringe and
centrifuged (13000 g, 4°C, 5 min). Supernatant protein concentration was determined with BCA
Protein Assay Kit 5 (Bio-Rad) using BSA concentration range. 20 pg of proteins was denatured at
95°C for 5 min. Samples were migrated on SDS-PAGE gels (10%) and transferred to nitrocellulose

membranes using Transblot®Turbo™ (BIO-RAD). Unspecific sites were blocked using Tris buffered
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saline (TBS) containing 0,1% Tween-20 (TBST 0,1%) and 3% BSA for 1 hour. DNM2 was detected
with a homemade rabbit polyclonal (26) and GAPDH with mouse monoclonal anti-GAPDH (Sigma-
Aldrich) antibodies in TBST 0,1% containing 0,5% BSA at 4°C overnight. Membranes were then
incubated with peroxidase-conjugated secondary antibodies in TBST 0,1% and 0,5% BSA at room
temperature for 45 min. Membranes were revealed using ECL kit (Thermofisher Scientific) and Imager

Al 600. Protein quantification was determined using Imaged software.

Assessment of myoblast differentiation

Mouse immortalized myoblasts were cultured in Ibidi wells (Biovalley) in proliferation medium (IMDM
(Life technologies) supplemented with 20% FCS, 1% CEE and gentamicin) until 80% confluent.
Differentiation into myotubes was initiated by changing the medium to a differentiation medium
containing IMDM supplemented with 3% horse serum and gentamicin 40 pg/ml. Half of the medium
was changed after 3 days then every 2 days until 7 days of differentiation. Myotubes were fixed with
4% para-formaldehyde (PFA). Nuclei were stained with Hoechst and myotubes were labeled with anti-
caveolin 3 antibody (Santa Cruz) and visualized with fluorescence microscopy (Leica). The fusion

index was expressed by counting the number of nuclei per myotube.

Endocytosis assays with Transferrin uptake

For mouse immortalized myoblasts, 100,000 cells were seeded in a 24-well plate coated with 1%
matrigel. After 3 hours, cells were starved with IMDM containing 0.5% BSA for 30 min. Cells were then
incubated with the same medium containing fluorescently labelled CY3-transferrin (Jackson’s Lab) (20
ug/ml) for 10 min on ice and endocytosis was started by incubating the cells at 37 °C. At indicated
times, cells were acid washed for 3 min before fixation to remove remaining bound transferrin at the
cell surface. Cells were detached using trypsin and fixed with 1% PFA. Cells were resuspended in
PBS and analysed by FACS (LSR Fortessa, BD). CY3 intensity geometric mean was measured by
FACS Flowjo software. The intensity ratio of each cell line was calculated by dividing its intensity to
WT intensity mean in each independent experiment.

For human myoblasts, the protocol described above was used with minor modifications. 100,000 cells
were seeded in 24-well plates containing coverslips. After 3 hours, cells were starved with DMEM
containing 0.5% BSA for 30 min. Cells were then incubated with the same medium containing
fluorescently labelled CY3-transferrin (20 ug/ml) for 10 min on ice and endocytosis was started by
incubating the cells at 37 °C. The cells were acid washed to remove remaining bound transferrin at the
cell surface, then fixed with PFA 4%. Cells were visualized using Leica SP8 confocal microscope and
single Z-images were taken at the equatorial plane of the cells. CY3 intensity per cell was measured
using ImagedJ software after the subtraction of CY3 intensity of cells which were not incubated with

CY3-transferrin.
Autophagy assays

Mouse immortalized myoblasts were cultured in 6-well plates in proliferation medium or starved in

Hank’s Balanced Salt Solution (HBSS, Sigma) for 2 hours. In order to block the degradation of
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autolysosome content, cells were treated with 15 nM bafilomycin A1 (BafA1). Adherent cells were
mechanically scratched using RIPA buffer containing PMSF 1mM, DTT 1mM and protease inhibitor
cocktail (Roche Diagnostic) on ice. Lysates were passed through 25G syringe and centrifuged (13000
g, 4°C, 5 min). Supernatant protein concentration was determined with BCA Protein Assay Kit 5 (Bio-
Rad) using BSA concentration range. 20 ug of proteins was denatured at 95°C for 5 min. Samples
were migrated on SDS-PAGE gels (15%) and transferred into nitrocellulose membranes using
Transblot®Turbo™ (BIO-RAD). Unspecific sites were blocked using Tris buffered saline (TBS)
containing 0,1% Tween-20 (TBST 0,1%) and 3% BSA for 1 hour. LC3-l and LC3-Il were detected with
a rabbit polyclonal anti-LC3 (Novus) and GAPDH with mouse monoclonal anti-GAPDH (Sigma-
Aldrich) antibodies in TBST 0,1% containing 0,5% BSA at 4°C overnight. Membranes were then
incubated with peroxidase-conjugated secondary antibodies in TBST 0,1% and 0,5% BSA at room
temperature for 45 min. Membranes were revealed using ECL kit (Thermofisher Scientific) and Imager

Al 600. Protein quantification was determined using Imaged software.

Data analysis and statistics

GraphPad Prism 5.0 was used to perform statistical analysis and generate the graphs. Values were
expressed by means + SEM. One-way ANOVA followed by post-hoc was used to compare more than
2 groups. Non-parametric tests were assessed when the conditions for ANOVA could not be verified
(n too small, no normality). When samples were linked, repeated measures ANOVA followed by post-
hoc analysis was performed.
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TABLE AND FIGURES LEGENDS

Table. Allele-specific inactivation or/and correction in different cell types in human and mouse

Cell line sgRNA % NHEJ % Allele- % HDR % Allele-specific
specific correction
inactivation

HelLa C21 pan-allelic 13.5 NA 9.3 NA

Patient C18 allele 60 100 0 NA

fibroblasts specific

(R465W)

Dnm 2R465WI* C19 allele 95 100 0 NA

mouse specific

myoblasts C20 allele 90,6 100 6,2 100

specific
C22 pan-allelic 25 NA 0 NA

More than 55 cell clones were sequenced per sgRNA that are either pan-allelic or allele-specific. NA:
not applicable as no DNM2 mutation in HeLa cells or utilization of pan-allelic sgRNAs.

Figure legends

Figure 1. Establishment of Dnm2R45W* knock-in myoblasts with myogenic potential. (A)
Examples of Sanger sequencing for Dnm2R465W™* K| and wild-type immortalized myoblasts. (B)
Immortalized Dnm2R4¢5W* K| and WT muscle cells after 7 days of differentiation were labeled with
DAPI for nuclei (fire) and caveolin 3 antibody (green) for a specific labelling of myotubes. (C) Fusion
index, i.e. number of nuclei per myotubes, after 7 days of differentiation in two Dnm2R465V/* K| clones
and three WT clones in duplicate. 22-48 myotubes were assessed per duplicate. Data are represented
as mean = SEM. Non-parametric Kruskal-Wallis and post-hoc Dunn’s multiple comparison tests

suggested no statistical differences.

Figure 2. Strategy and results for allele-specific inactivation or/and correction in muscle cells.
(A) Alignment of the human and mouse WT sequences. The CGG codon in human (top) or the AGG
codon in mouse (bottom) code for the conserved arginine residue. In patient and Dnm2R465W+ K]
mouse CGG and AGG codons are changed into TGG encoding a tryptophan. Sequences of the
human (B), Dnm2R485WH K| mouse (C) mutated alleles, the sgRNAs and the repair templates. Note the
presence of the NGG protospacer adjacent motif (PAM) near the mutation. We designed allele-
specific high score sgRNAs and pan-allelic sgRNA. (D) Examples of chromatopherograms for a non-
edited clone, a NHEJ clone and corrected HDR clones from Dnm2R45W* K| mouse myoblasts.
Positions of the mutated or corrected nucleotide is indicated by an arrow, and silent variations
introduced by HDR with the repair template by stars. (E) SnaBl digestion of DNA from non-edited and
corrected Dnm2R465Wi* K| mouse myoblasts. (F) DNM2 protein levels assessed by western blot from
WT (WT1, WT2) and Dnm2R465WH K| (K11, KI2) mouse myoblasts, and from Dnm2R465W™* K| myoblasts
edited through out-of-frame NHEJ, in-frame NHEJ, or corrected through HDR. (G) Quantification from
3 independent experiments of DNM2 protein levels from WT (WT1, WT2) and Dnm2R465WH K] (KIA1,
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Kl2) mouse myoblasts, and from Dnm2R46W* K| myoblasts edited through out-of-frame NHEJ, in-
frame NHEJ, or corrected through HDR. Data are represented as mean + SEM. No statistical
difference was noted between WT and Kl myoblasts by one-way ANOVA followed by Dunnett’s
multiple comparison. Repeated measures ANOVA followed by Dunnett’'s multiple comparison between
KI1 clone and Kl1-derived edited clones showed that out-of-frame NHEJ led to decreased DNM2 level
while in-frame NHEJ clone had a normal DNM2 level (*p<0.05, **p<0.01).

Figure 3. Endocytosis alteration in Dnm2R45W* K| myoblasts is rescued by allele-specific
inactivation or correction. (A) Transferrin uptake assays in 3 WT and 2 Dnm2R46%W* K| mouse
myoblast lines after 10 or 20 min incubation with CY3-labelled transferrin, normalized to the mean of
CY3 intensity of the WT cells. CY3 fluorescent intensity geometric mean was measured by FACS from
3 independent experiments. Data are represented as mean + SEM. One-way ANOVA followed by
Dunnett’'s multiple comparison; *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001. (B) Transferrin uptake in 3 WT and 2
Dnm2R483W* K| mouse myoblast lines after 10 min incubation upon treatment with the dynamin
inhibitor dynole 34-2 used at 2 different concentrations in DMSO. CY3 fluorescent intensity geometric
mean was measured by FACS from 3 independent experiments and normalized to the mean of WT
DMSO treated cells (represented by the dotted line). Data are represented as mean + SEM. One-way
ANOVA followed by Dunnett’'s multiple comparison; **p<0.01, ***p<0.001 vs. DMSO treated cells. (C)
Primary human myoblasts from healthy or CNM patient with the R465W mutation were incubated with
CY3-transferrin for 10 min and imaged by confocal microscopy. (D) Quantification of 3 independent
experiments in duplicates as in (C). Three WT myoblast lines and 2 patient myoblast lines with either a
R465W or a R369Q heterozygous mutation were compared. Controls 1 and 2 and the R465W patient
cells are primary myoblasts, while control 3 and the R369Q patient cells are immortalized myoblasts.
125 to 217 cells per lines were quantified. Data are represented as mean + SEM. Non-parametric
Kruskal-Wallis and post-hoc Dunn’s multiple comparison tests; *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 vs.
R465W. (E) Quantification of 3 independent experiments as in (A). Transferrin uptake assays in 1 WT,
1 Dnm2R465WH K| mouse myoblast lines and 7 NHEJ-derived clones and 2 HDR-derived clones after
10 min incubation with CY3-labelled transferrin, normalized to the CY3 intensity of the KI1 cells. Indels
are indicated in brackets. One in frame NHEJ and 6 out-of-frame NHEJ clones were used. The Kl1-
NHEJ7 clone has an out-of-frame indel specifically on the WT allele. Data are represented as mean +
SEM. One-way ANOVA followed by Dunnett’s multiple comparison; *p<0.05, **p<0.01 vs. KI1 and no

statistically significant difference compared to WT3.

Figure 4. Autophagy defects in Dnm2R46W* K| myoblasts is rescued by allele-specific
inactivation or correction. (A) WT and Kl immortalized myoblasts were treated or not with
bafilomycin A1 (BafA1 in DMSO) under basal conditions and lipidated LC3-1l was detected by western
blot. GAPDH was used as a loading control. (B) Quantification of LC3-1l levels in WT and KI myoblasts
under basal conditions without any treatment. Four independent experiments. Data are represented as
mean = SEM. One-way ANOVA followed by Bonferroni’s multiple comparison showed no statistically

significant difference between WT and Kl myoblats. (C) Quantification of BafA1-induced accumulation
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of LC3-Il in 2 WT and 2 Kl myoblast lines under basal or starved conditions, expressed as ratio of
BafA1-treated cells versus untreated cells. Four independent experiments. Data are represented as
mean + SEM. One-way ANOVA followed by Bonferroni’s multiple comparison; **p<0.01 vs. WT1;
$p<0.05, $$p<0.01 vs. WT2. (D) Levels of LC3-Il in allele-specific NHEJ inactivated myoblasts treated
or not with BafA1 under basal conditions. Clone C20-6 has an in-frame deletion in Dnm2, while the
other clones carry out-of-frame indels. GAPDH was used as a loading control. (E) Quantification of
BafA1-induced accumulation of LC3-Il in 4 allele-specific NHEJ inactivated myoblast lines under basal
conditions, expressed as ratio of BafA1-treated cells versus untreated cells. Clone KI1-NHEJ4 has an
in-frame deletion in Dnm2, while the other clones carry out-of-frame indels. Three independent
experiments. Ratio in the WT and Kl myoblasts from (C) are shown as comparison. Data are
represented as mean + SEM. One-way ANOVA followed by Bonferroni’'s multiple comparison tests;
*p<0.05 vs. KI1. No statistically significant difference compared to WT1. (F) Levels of LC3-Il in 2 allele-
specific HDR corrected myoblast lines and the non-edited KI myoblasts, treated or not with BafA1
under basal conditions. GAPDH was used as a loading control. (G) Quantification of BafA1-induced
accumulation of LC3-Il in 2 allele-specific HDR corrected myoblast lines and the non-edited Ki
myoblasts under basal conditions, expressed as ratio of BafA1-treated cells versus untreated cells.
Three independent experiments. Data are represented as mean + SEM. One-way ANOVA followed by

Bonferroni’s multiple comparison tests; *p<0.05 vs. KI1.
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WT allele
Mutated allele
KI1-NHEJ1
KI1-NHEJ2
KI1-NHEJ3
KI1-NHEJ4
KI1-NHEJ5
KI1-NHEJ6
KI1-NHEJ7

CTGAGTTCCTACCCCCGGCTGCGAGAGGAGACCGAGCGAATTGTCACCACCTACATCAGGGAGCGAGAAGGGAGAACCAAGGACCAG
CTGAGTTCCTACCCCCGGCTGCGAGAGGAGACCGAGCGAATTGTCACCACCTACATCTGGGAGCGAGAAGGGAGAACCAAGGACCAG
CTGAGTTCCTACCCCCGGCTGCGAGAGGAGACCGAGCGAATTGTCACCACCTAC-TCTGGGAGCGAGAAGGGAGAACCAAGGACCAG
CTGAGTTCCTACCCCCGGCTGCGAGAGGAGACCGAGCGAATTGTCACCAC————TCTGGGAGCGAGAAGGGAGAACCAAGGACCAG
CTGAGTTCCTACCCCCGGCTGCGAGAGGAGACCGAGCGAATTGTCACCACCTAC-TCTGGGAGCGAGAAGGGAGAACCAAGGACCAG
CTGAGTTCCTACCCCCGGCTGCGAGAGGAGACCGAGCGAATTGTCACCA———" TCTGGGAGCGAGAAGGGAGAACCAAGGACCAG
CTGAGTTCCTACCCCCGGCTGCGAGAGGAGACCGAGCGAATTGTCACCACCTACATTCTGGGAGCGAGAAGGGAGAACCAAGGACCAG
cTG

CTGAGTTCCTACCCCCGGCTGCGAGAGGAGACCGAGCGAATTGTCACCACCTA--—-TCAGGGAGCGAGAAGGGAGAACCAAGGACCAG

Supplementary Figure §1. Sequences of the NHEJ clones. Alignment of the sequences of the WT
{green) and the mutated {red) mouse Dnm2 exon 11 and the NHEJ clones. Note that for KI1-NHEJS6 clone,
85 nucleotides were deleted.
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Supplementary Figure $2. Schema of Dnm2R4%5W" K] mouse exon 11 and the primers used for PCR
ampilification. “A” represents the WT nucleotide and “T” the mutated one. The mutated allele includes a
Lox-P site in the 3'-Dnm2 exon 11 infronic region. Primers in green amplify both alleles. Primers in blue
amplify specifically either the mutated or the WT allele depending on the pasition of the reverse primer

relative to the Lox-P site (Dashed-arrow shows the WT specific reverse primer disrupted by the Lox-P site}.
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Supplementary Figure S3. Modifications of the WT allele assessed on the cell pools. Dnm2R485W+ K|
myoblasts were transfected with the indicated sgRNAs and GFP sorted C19 and C20 are alle-specific
sgRNAs, C22 is pan-allelic sgRNA). The WT allele was specifically amplified by PCR and after
denaturation-annealing cycles, heteroduplex were formed and migrated slower than homoduplex in native
PAGE 10% gel. The intensity of the bands was quantified by Imaged software.
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4.2 Participation a la publication

Publication 2: « Allele-specific silencing therapy for Dynamin 2-related centronuclear

myopathy »

4.2.1 Contexte de I’étude

La myopathie centronucléaire a transmission AD est causée par des mutations ponctuelles
hétérozygotes gain de fonction au niveau du geéne qui code pour la DNM2. A ce jour, il
n’existe aucun traitement curatif de la maladie. La souris KI Dnm2R4W™* représente un
modele qui permet 1’étude physiopathologique de cette maladie. Ce modele présente une
faiblesse musculaire avec des atteintes histopathologiques du muscle. Dans notre laboratoire,
Cowling et al. ont prouvé que la souris exprimant 50% de DNM2 est viable et ne présente
aucun phénotype. Afin de développer une thérapie, cette étude s’est focalisée sur une stratégie
d’ARN interférence spécifique de 1’allele muté. Cette stratégie a déja prouvé son efficacité

pour traiter les maladies a transmission dominantes.

4.2.2 Résultats

La validation in cellulo des différents siARN a permis le criblage et la sélection de deux
siARN efficaces et spécifiques qui ont été ensuite utilisés in vivo. L’injection intramusculaire
d’AAV exprimant les shARN a permis d’améliorer la force musculaire et les phénotypes
histopatholigiques. L’injection a un age précoce (3 semaines) était plus efficace que celle a un
age tardif (6 semaines) ce qui pourrait étre expliqué par une transduction moins efficace des

muscles plus matures.

4.2.3 Contributions :

Pour ce projet, j’ai fourni les lignées de myoblastes WT et KI que j’avais immortalisés. Cela a

permis de tester et valider les siARN dans des cellules musculaires. La majorité des résultats
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de I’article a été réalisé par Dr. Delphine Trochet et les autres membres de 1’équipe du Dr.

Marc Bitoun.
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Abstract

Rapid advances in allele-specific silencing by RNA interference
established a strategy of choice to cure dominant inherited
diseases by targeting mutant alleles. We used this strategy for
autosomal-dominant centronuclear myopathy (CNM), a rare
neuromuscular disorder without available treatment due to
heterozygous mutations in the DNM2 gene encoding Dynamin 2.
Allele-specific siRNA sequences were developed in order to specifi-
cally knock down the human and murine DNM2-mRNA harbouring
the p.R465W mutation without affecting the wild-type allele.
Functional restoration was achieved in muscle from a knock-in
mouse model and in patient-derived fibroblasts, both expressing
the most frequently encountered mutation in patients. Restoring
either muscle force in a CNM mouse model or DNM2 function in
patient-derived cells is an essential breakthrough towards future
gene-based therapy for dominant centronuclear myopathy.

Keywords allele-specific silencing therapy; centronuclear myopathy; Dynamin
2; RNA interference

Subject Categories Genetics, Gene Therapy & Genetic Disease; Muscu-
loskeletal System

DOl 10.15252/emmm.201707983 | Received 5 May 2017 | Revised 14 November
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Introduction

Autosomal-dominant centronuclear myopathy (AD-CNM) is a rare
congenital myopathy without available curative treatment and with
pathomechanisms still largely unknown. Autosomal-dominant
centronuclear myopathy exhibits a wide clinical spectrum from
severe-neonatal to mild-adult forms. The most frequent phenotype
corresponds to late-childhood or adult onset forms in which motor
milestones are delayed and diffuse skeletal muscle weakness mainly
involves facial and limb muscles (Fischer et al, 2006; Hanisch et ali,
2011). Muscle weakness is slowly progressive but loss of

independent ambulation may occur during the fifth decade. In the
vast majority of patients, respiratory and cardiac functions are
normal. In the severe and early-onset CNM (Bitoun et af, 2007),
paediatric patients usually have generalized weakness, hypotonia,
facial weakness with open mouth, ptosis and ophthalmoplegia.
Progression may be fatal (Jungbluth et al, 2010) but is most often
slowly progressive (Melberg et al, 2010; Susman et af, 2010). Few
children can improve their strength during early childhood (Susman
et al, 2010), but some of them can still develop a restrictive respira-
tory syndrome at later ages (Bitoun et al, 2007; Melberg et al,
2010). The histological features in muscle biopsies consist of nuclear
centralization associated with atrophy and predominance of type 1
fibres and radial arrangement of sarcoplasmic strands radiating from
the central nuclei.

Autosomal-dominant centronuclear myopathy results from muta-
tions in the DNM2 gene which encodes Dynamin 2 (DNM2) (Bitoun
et al, 2005) also involved in rare cases of Charcot-Marie-Tooth
disease (Zuchner et al, 2005) and hereditary spastic paraplegia
(Sambuughin et al, 2015). DNM2 belongs to the superfamily of large
GTPases (Heymann & Hinshaw, 2009) and acts as a mechanochemi-
cal scaffolding molecule that can deform biological membranes lead-
ing to the release of vesicles from distinct membrane compartments.
At the plasma membrane, DNM2 is involved in clathrin-dependent
and clathrin-independent endocytosis. DNM2 is also involved in the
formation of vesicles from endosomes and trans-Golgi network.
Furthermore, several studies have highlighted the role of DNM2 as a
regulator of actin and microtubule cytoskeleton networks (Durieux
et al, 2010a).

The DNM2 protein is ubiquitously expressed, and to date, there
is no explanation for the tissue-specific impact of the DNM2 muta-
tions. Several DNM2-dependent processes have been shown to be
impaired by CNM mutations and supposed to contribute to muscle
pathophysiological mechanisms (i.e. endocytosis, microtubules
network and recently actin-mediated trafficking) (Durieux et al,
2010a; Gonzalez-Jamett et al, 2017). In mouse muscle fibre, DNM2
presents a striated transversal staining pattern on the I-band of the
sarcomere centred on the Z-line. DNM2 localized to the perinuclear
MTOC, Golgi apparatus, microtubules, sarcoplasmic reticulum, is

1 Research Center for Myology, UPMC Univ Paris 06 and INSERM UMRS 974, Institute of Myology, Sorbonne Universités, Paris, France
2 Department of Translational Medicine and Neurogenetics, IGCBMC, INSERM U964, CNRS UMR7104, Collége de France, University of Strasbourg, Illkirch, France
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enriched at the neuromuscular junction and colocalized with
clathrin heavy chain {Durieux et af, 2010b). DNMZ mutations in
AD-CNM patients are mostly missense (Bohm et af, 2012}, and
when tested, the mutant protein is expressed normally {Bitoun et af,
2005, 2009). Mutations are thought to be responsible for a gain of
function and/or a dominant negative effect through an increased
GTPase activity and formation of abnormal stable Dnm2 oligomers
{Kenniston & Lemmon, 2010; Wang et al, 2010). We have previ-
ously developed a knock-in (KI) mouse model expressing the most
frequent DNM2-CNM mutation (found in 30% of patients), that is
the KI-Dnm2™%% model (Durieux et al, 2010b). Heterozygous
KI-Dnm2 mice progressively develop features of the human CNM
including impairment of force generation, muscle atrophy and
altered spatial organization of the muscle fibre’s oxidative
compartments.

Whereas the full Drnm2 knock-out is lethal at embryonic stages
in mice, heterozygous knock-out mice expressing 50% of Dnm2 are
viable with unaffected muscle function {(Ferguson et af, 2009; Tinelli
et al, 2013; Cowling et al, 2014). A potential therapeutic approach
is therefore the suppression of the mutant allele expression without
reducing the wild-type allele. With this objective, allele-specific
RNA interference (AS-RNAi) emerged as a powerful strategy for
dominant inherited diseases (Trochet et al, 2015). Therapeutic
benefit has been demonstrated in cells from patients (Klootwijk
et al, 2008; Sierant et af, 2011; Kaplan et af, 2012; Muller et al,
2012}, animal models (Xia et af, 2006; Jiang et al, 2013) and in a
first clinical trial for an inherited skin disorder (Leachman et dl,
2010). Here, we report the proof of principle of AS-RNAI therapy for
AD-CNM. By applying this strategy, functional rescue was achieved
in the KI-Dnm2*%% mouse model and in patient-derived

A

WT
R465W

AUUGUCACCACCUACAUCAGGGAGCGAGARGGGAGAAC
AUUGUCACCACCUACAUCUGGGAGCGAGAAGGGAGAAC
UGGGAGCGAGAAGGGAGAA
CUGGGAGCGAGAAGGGAGA
UCUGGGAGCGAGAAGGGAG
4 —> AUCUGGGAGCGAGAAGGGA
CAUCUGGGAGCGAGAAGGG
6 —> AcaucuGGEAGCGAGAAGE
7 —> UACAUCUGGGAGCGAGAAG
8 —> CUACAUCUGGGAGCGAGAA
9 —> CCUACAUCUGGGAGCGAGA
10 —>» ACCUACAUCUGGGAGCGAG
11 —> caccuacaucuceeaceea
12 — coACCUACAUCUGGEAGEG
13 —> accaccuacavcuceeace
14 —> CACCACCUACAUCUGGGAG
15 —>» ycaccaccuacavcucsea
16 —> GUCACCACCUACAUCUGGG
UGUCACCACCUACAUCUGG
UUGUCACCACCUACAUCUG
AUUGUCACCACCUACAUCU

Mutant / WT

Figure 1. Identification of six allele-specific siRNAs in MEFs.
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fibroblasts, both expressing the most frequently encountered muta-
tion in patients.

Results
Identification of allele-specific siRNAs in heterozygous cells

In the KI-Drm2®%% mouse model, the missense mutation corre-
sponds to a single-point mutation in exon 11 ({c.1393 A>T,
p-RA65W). A screening for allele-specific siRNAs capable of silenc-
ing the mutant Dnm2 allele without affecting the WT allele was
performed in mouse embryonic fibroblasts (MEFs) cultured from
heterozygous (HTZ) Kl-Drnm2 embryos. We developed RT-PCR
assay to discriminate the WT and mutant alleles after restriction
enzyme digestion performed at the end of the exponential phase of
PCR amplification (Appendix Fig $1). Using this assay, we assessed
allele-specific properties of 12 siRNAs among the 19 possible siRNAs
{Fig 1A). At low concentration {20 nM) of scramble siRNA, HTZ
MEFs showed a mutant/WT ratio equal to 1 in agreement with simi-
lar expression of both WT and mutant alleles (Fig 1B). Among the
12 assessed siRNAs, six siRNAs (si9, sil0, sill, sil2, sil5 and sil6)
exhibited allele-specific silencing properties as demonstrated by
significant reduction in mutant/WT ratios compared to scramble
siRNA-transfected cells (Fig 1B).

Further analyses were pursued for two of the most efficient
siRNA sequences, that is si9 and sil0 at higher concentrations
(100 nM). After 48 h, semi-quantitative RT-PCR showed around
50% reduction in total Dnm2-mRNA expression {WT + mutant) for
each siRNA (Fig 2A). Amplicon sequencing showed the HTZ Dnm2

7 8 9 10 1112 13 14 1516 Sc NT

- R S ——

— Mut
Jwr

4 6 7 8 9101112131415 16 ScNT

A Wild-type (WT) and mutant (R465W) mRNA sequences in the region of the mutation. The sequences of the 19 possible siRNAs targeting the mutation (in red) are
indicated. Arrows show the sense strand of the 12 assessed siRNAs numbered relative to the position of the mismatch between siRNA and WT sequences.

B EcoNI digestion profile of the Dnm2 RT-PCR products. Histogram represents mean = SEM of calculated mutant/WT ratio for siRNAs transfected at 20 nM for 48 h.
*P < 0.05, two-tailed using a Mann-Whitney U-test compared to scramble {n = 4).
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Figure 2. Si9 and sil0 are potent allele-specific siRNAs in MEFs.

si9 si10 Sc  NT

A Semi-quantitative Dnm2 and Gapdh RT-PCR products and quantification of Dnm2 expression normalized to Gapdh.
B Sequence of Dnm2 amplicons from cells transfected with si9, si10 and scramble siRNAs. Squares indicate the mutant nucleotide (N = T and A).

C EcoNI digestion profile Dnm2 PCR and quantification of the mutant/WT ratio.

D Dnm2 Western blot and quantification of signal by densitometry. Gapdh was used as loading control.

Data information: In scatter plots (A € and D), the bars are mean values and error bars indicate SEM. **P < 0.01, one-tailed using a Mann-Whitney U-test compared to
scramble (n — 5). In (A-D), the siRNAs were transfected at 100 nM for 48 h. Sc: scramble siRNA. NT: non-transfected.

sequence in scramble-transfected cells but only the WT sequence in
si9- and sil0-transfected cells {Fig 2B). Allele specificity of the two
siRNAs against the mutant allele was demonstrated by the mutant/
WT ratio reduction (Fig 2C) and confirmed by quantification of
mutant and WT mRNA expression relative to the housekeeping
Gapdh {Appendix Fig S2A). Both si9 and sil0 also reduced Dnm2
protein content around 50% as established by Western blot (Fig 2D)

2017 The Authors

without modifying Dnm2 subcellular localization {Appendix Fig
S2B). Under these conditions, expression of Dnm1 and Dnm3 tran-
scripts which exhibit 4 and 5 mismatches with the two siRNAs,
respectively, was not modified by si9 and sil0 (Appendix Fig S2C-
F). Altogether, these data validate si9 and sil0 as efficient allele-
specific siRNA sequences as both specifically knock down the
mutant Dnm2 transcript and reduce Dnm2 transcript and protein
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Figure 3. Sh9 is efficient to specifically reduce the mutant allele in 3-month-treated muscle from young mice.

A Dnm2 and Gapdh RT-PCR products from AAV-shRNA-transduced muscles and quantification of Dnm2 expression normalized to Gapdh. WT muscles were included as

control.

B Sequence of Dnm2 amplicons from transduced TA muscles. Squares indicate the mutant nucleotide (N = T and A).
C EcoNI digestion profile of the Dnm2 amplicons and quantification of the mutant/WT ratio.

Data information: In scatter plots (A, €), the bars are mean values and error bars indicate SEM. *P < 0.05, one-tailed using a Mann—Whitney U-test compared to

AAV-control (n — 4).

levels by half in HTZ MEFs. The ability of 100 nM of si9 and sil0 to
specifically silence the mutant allele was confirmed by RT-PCR in
immortalized mouse myoblasts derived from heterozygous (HTZ)
KI-Dnm2 (Appendix Fig S3).

Early treatment of muscle phenotype in KI-Dnm2 mice

At 3 weeks of age, HTZ mice exhibit a robust decrease in contractile
properties in Tibialis anterior (TA) muscle whereas muscle mass
and histology are still normal compared to WT animals. After
2 months of age, contractile properties, muscle mass and histology
are affected (Durieux et al, 2010b). Adeno-associated virus {AAV)
serotype 1 vectors containing small hairpin {sh) RNA corresponding
to si9 and sil0 (AAV-sh9 and AAV-sh10, respectively) and a control
AAV without shRNA sequence (AAV-control) were designed for
in vivo evaluation. We first assessed efficacy of early treatment rela-
tive to the disease’s time-course. AAVs were injected intramuscu-
larly at 10*? viral genomes {vg)/TA muscle of HTZ Kl-Dnm2 mice at
1 month of age, and muscle phenotype was investigated 1 and
3 months later (groups 1M-1M and 1M-3M, respectively).

At the end point of the 3-month treatment period, expression of
Dnm?2 transcript was quantified by RT-PCR showing a significant
decrease in the Dnm2 content in sh9- and sh10-expressing muscle
compared to AAV-control values (—30 and —20%, respectively)
(Fig 3A). Sequencing Dnm2 amplicons showed a HTZ sequence at
the mutant nucleotide position in AAV-transduced muscles with a
reduction in the peak corresponding to the mutant nucleotide with
sh9 and to a lesser extent with sh10 (Fig 3B). Allele-specific silenc-
ing was demonstrated by reduced mutant/WT ratio using RT-PCR
and EcoNI digestion profile (Fig 3C). Specific silencing of the
mutant transcript was also shown by the quantification of the
digested products corresponding to mutant and WT mRNAs relative

EMBO Motecutar Medicine

to Gapdh expression (Appendix Fig $4A) and for sh9 by a second
RT-PCR assay using primers designed for specific amplification of
either WT or mutant alleles (Appendix Fig $4B and C). These data
confirmed that sh9, and to a lesser extent sh10, maintained allele-
specific silencing properties in vivo.

We evaluated capacity of 3-month sh9 and shl0 treatments to
alleviate muscle atrophy, morphological abnormalities and contrac-
tile properties. When compared to WT muscle, HTZ TA muscles
showed a significant 28% decrease in mass (Fig 4A). In AAV-sh9-
injected mice, muscle mass was restored close to WT values while
AAV-sh10 treatment led to partial intermediate improvement of
muscle atrophy (Fig 4A). Quantification of fibre diameter frequency
{Fig 4B) showed total rescue of fibre size only in muscles trans-
duced with AAV-sh9. Under these conditions, the disease-specific
histopathological abnormalities, that is central accumulation of
oxidative cell compartments on DPNH oxidative staining, were
almost absent in sh9-expressing muscles but were still present with
sh10 (Fig 4C and D). Decrease in absolute maximal force (—40%)
and in specific maximal force (—15%), present in HTZ muscles
compared to WT, was almost circumvented by sh9 expression
(Fig 4E and F). As noticed for the muscle mass, functional benefit
was incomplete for sh10.

Results were more moderate for HTZ Kl-Dnm2 mice injected
with AAV-sh9 and 10 for a shorter period (1-month treatment)
{Appendix Fig $5). Changes in the total Dnm2 transcript levels were
undetectable, and the mutant transcript was only slightly reduced in
treated mice (Appendix Fig S5A and B). Functionally, partial but
significant improvements of the absolute and specific maximal
forces are observed at this stage only with the sh9 treatment
{Appendix Fig S5C and D). However, none of the treatment is suffi-
cient after 1 month to alleviate muscle atrophy and morphological
abnormalities (Appendix Fig SSE-G). Altogether, these data

© 2017 The Authors
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Figure 4. Sh9 3-month treatment abolishes muscle defects in young mice.
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Muscle mass in AAV-shRNA-injected mice (7 = 8). The TA weights were normalized by the total body weight (mg/g). BW: body weight.

Frequency of fibre size in TA muscles (n = 3 for WT and 4 for the AAV-injected HTZ muscles).

Histochemical staining of TA sections from WT and AAV-injected HTZ mice. HE: haematoxylin—eosin staining. DPNH: reduced diphosphopyridine nucleotide

diaphorase staining. Asterisks indicate fibres with abnormal central accumulations. Scale bars = 50 pm.

Quantification of histological abnormality. Scatter plot represents individual percentages of histological abnormality from heterozygous control or treated mice
(n=3).

Data information: In scatters blot (A D-F), bars represent mean + SEM. Statistical analysis was performed using a one-tailed Mann-Whitney U-test. *P < 0.05,

**p < 0,01 and **P < 0.001 compared to WT. TP < 0.05, TP < 0,01 and P < 0.001 compared to AAV-control.
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demonstrate the efficiency of 3-month treatment with the sh9
sequence to abolish the phenotype in young CNM mice.

Late KI-Dnm2 mice muscle phenotype treatment

We next evaluated therapeutic properties of sh9 in older mice after
a similar 3-month treatment started at 6 months of age when muscle
phenotype consists of impaired force, muscle atrophy and morpho-
logical abnormalities (Group 6M-3M) (Durieux et al, 2010b). We
did not show significant variation in the total Dnm2 transcript levels
in older AAV-sh9-treated mice (Fig SA), and the mutant transcript
was only slightly reduced (Fig 5B). In agreement, morphological
abnormalities were still present (Fig SC and D) and muscle mass
was unchanged (Fig SE) in these mice. A significant improvement
of contractile properties occurred in older mice too but still far from
the WT values (Fig SF and G). Overall, our data showed that a late
treatment was less efficient to restore a healthy phenotype
compared to a similar treatment in young animals.

Interferon response and AAV transduction efficiency in early and
late treatments

In order to identify mechanisms underlying different impact of sh9
in young and older mice, we first looked for potential induction of
interferon response in mice treated for 3 months. Expression of two
interferon-induced genes (Oas! and Statl) was determined by RT-
PCR. Similar expression of both genes was observed in non-injected
WT muscles and in all HTZ mice irrespectively of whether the AAVs
were injected in young and old mice (Fig 6A). This result along with
absence of fibrosis and signs of muscle necrosis-regeneration in
routine haematoxylin and eosin staining (Figs 4C and 5C) indicated
that the weaker functional benefit in older mice was not due to a
higher muscle toxicity. Next, we evaluated transduction efficiency
through quantification of the amount of viral genomes per nano-
gram of DNA. At 1 month of age, a similar transduction efficacy
was reached 3 months later in muscles injected with AAV-control,
AAV-sh10 and AAV-sh9, ranging from 800 to 4,000 vg/ng (Fig 6B)
and comparable results were obtained in the IM-IM group
(Appendix Fig S$6). In contrast, values dropped to 90 vg/ng for
AAV-control and 200 for AAV-sh9 when AAV was injected at
6 months of age. In order to confirm these results and to see the
AAV distribution in muscle tissue sections at these different ages,
we have injected the same dose of an AAV serotype 1 encoding the
murine secreted embryonic alkaline phosphatase (muSEAP) reporter
gene in the tibialis anterior of heterozygous mice at 1 and 6 months
old. One month after the injection, the number of viral particles
detected in tibialis anterior was around 10-fold higher in muscle
injected at 1 month old than in muscle injected at 6 months old
(12,600 vg/ng vs. 1,370 vg/ng, n = 6; Fig 6C). Consistently, the
phosphatase activity is detected in all muscle fibres at 1 month
while muSEAP was not detected in large area of muscle section in
tibialis injected at 6 months old (Fig 6D). In the same time, the
effect of a 10-fold increase in the virus titre on the transduction in
old mice was evaluated. The transduction efficiency was greatly
improved in 6-month-old mice by increasing the viral dose, since
the number of vg/ng (8,300 vg/ng) was comparable to the young
mice and the large majority of fibres expressed the phosphatase
(Fig 6C and D).
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Overall, our data demonstrate that moderate efficacy of treat-
ment, when started at 6 months of age, was linked to a weaker
capability to transduce muscle with AAV vectors at this age.

Allele-specific silencing in patient-derived cells

The target sequence for si9 and sil0 shares 84% identity (16 out
of 19 base pairs) between mouse and human sequences
(Appendix Fig S7A). Corresponding human-specific si9 and sil0
were synthetized and evaluated in one patient-derived fibroblast
cell line expressing the c.1393 C>T, p.R465W mutation. DNM2
mRNA content was reduced around 50% in cells transfected with
si9 at 50 nM after 48 h, whereas sil0 appears ineffective (Fig 7A).
Amplicon sequencing confirmed disappearance of the mutant
mRNA in si9-transfected fibroblasts, while silO-transfected cells
still expressed a mix of WT and mutant DNM2 (Fig 7B). We devel-
oped a semi-quantitative RT-PCR assay in order to discriminate
WT and mutant alleles after restriction enzyme digestion of the
amplicon (Appendix Fig $7B and C). Using this assay, mutant/WT
ratio was equal to 1 for non-transfected and scramble-transfected
cells and significantly reduced to 0.8 by sil0 and 0.2 by si9
(Fig 7C). After transfection of si9 and sil0 for 48 h, the reduction
in the DNM2 protein contents was demonstrated by Western blot
(Fig 7D). Given that si9 exhibited all the expected properties of
allele-specific siRNA in human cells, si9 was further investigated
at higher dose (100 nM). At this dose, expression of DNMZ2 tran-
script was still reduced around 50% (Appendix Fig S8A) and allele
specificity against the mutant DNM2 mRNA was maintained
(Appendix Fig S8B) without observation of cell toxicity
(Appendix Fig 7C). Basic Local Alignment Search Tool (BLAST)
used to identify potential off-targets for si9 (sense and anti-sense
strands) showed SLC9A8 among the nearest mRNA sequences with
68% identity corresponding to complete identity on 13 consecutive
nucleotides (Appendix Fig S9A). We checked for potential si9-
induced silencing of SLC9A8 mRNA by RT-PCR 48 h after trans-
fection of siRNA at 100 nM. Compared to scramble siRNA, si9 did
not affect expression of the SLC9AS transcript (Fig 7E).

We further pursued evaluation of si9 properties by investigating
functional rescue in patient-derived cells. Since clathrin-mediated
endocytosis is impaired in CNM patient fibroblasts (Bitoun et al,
2009), we used a fluorescent transferrin uptake assay to evaluate
the capability of si9 to restore normal endocytosis. Compared to two
healthy control cell lines, 15-min transferrin uptake was reduced in
scramble-transfected cells from the CNM patient but achieved
normal value in cells transfected with si9 for 48 h before assay
(Fig 7F). Transfection of si9 in control cell lines did not impact
clathrin-mediated endocytosis.

Discussion

During the past decade, AS-RNAi has emerged as a powerful thera-
peutic strategy for dominant inherited diseases (Trochet et al,
2015). This strategy benefits from outstanding specificity of siRNAs
capable to discriminate two sequences, even when differing by only
a single nucleotide. This property qualified allele-specific RNAi to
target single nucleotide substitutions representing the majority of
the 26 DNM2 mutations identified in AD-CNM, especially for the

© 2017 The Authors

94



Published online: December 15, 2017

Delphine Trochet et al  Allele-specific therapy for DNM2-myopathy EMBQ Molecular Medicine
A sh9 control  WT B sh9  control
Dnm2 |“—”-“—||‘—"—‘| o | |- -l Mut
- - - —
*k
% . - 1.0 i — ey £
- = ——py—
§ 10 = o 2
S | 2
~ b ¢ £ 05
o 0.5 ©
3 5
=
O o0 - o -
sh9 Control WT sh9 Control
C control sh9
D
2
>
= 25 %
@ .
E 20 —_
s} —
f
a 154 st ’0
= —=
- .
T 101 ¢ o
D
o 5
e}
2 o . -
I
HTZ control HTZ sh9
E F G
a 201 -4 s *k 8
2 |== 5 o tt g ° Tt
£ 161 L . bl 2 %0 ) 4 ** X
= o i — S R o e B
L 0 S ] g ok —’%— 5 * —%— b
< [ _#_ 8 £ .
= ] : Q 4 e
— = 504 =
S 051 2 3}
» 3 7}
8 oo g &
S o r v . < o . . . 0 - . :
WT HTZcontrol HTZsh9 WT HTZcontrol  HTZsh9 WT  HTZcontrol HTZsh9

Figure 5. Sh9 is less efficient in old mice.

A Dnm2 and Gapdh RT-PCR products from TA muscles and quantification of Dnm2 expression normalized to Gapdh. WT muscles were included as control.

B EcoNI digestion profile of the Dnm2 amplicons and quantification of the mutant/WT ratio (n = 6).

C Histochemical staining of TA sections from HTZ mice injected with AAV-sh9 or AAV-control. DPNH: reduced diphosphopyridine nucleotide diaphorase staining.
Asterisks indicate fibres with abnormal central accumulations. Scale bars = 50 pm.

D Quantification of histological abnormality. Scatter plot represents individual percentages of histological abnormality from heterozygous control or treated mice
(n=86).

E Muscle mass normalized by the total body weight (mg/g) in AAv-injected mice (n = 6 for WT and n = 12 for HTZ2).

F. G Absolute maximal force (F) and specific maximal force (G) developed by TA muscles (n = 6 for WT and n = 11 for HTZ).

Data information: In (A, B, D-G), the bars in scatter plots represent the mean £ SEM. Statistical analysis was performed using a one-tailed Mann-Whitney U-test.
*p < 0,05 **P < 001 and ***P < 0.001 compared to WT. TP < 0.001 compared to HTZ-control.
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Figure 6. Expression of interferon-induced genes and AAV transduction efficiency in young and old mice.
A Quantification of expression of the interferon-induced genes Oas1 and Statl mRNA relative to Gapdh mRNA by RT-PCR in muscle from mice treated for 3 months at
1 {young) and 6 (old) months of age. Left panel: young mice. Right panel: old mice. Histograms represent mean =+ SEM. Statistical analysis was performed using a

two-tailed Mann-Whitney U-test compared to non-injected WT values (young mice n = 4, old mice HTZ n = 6, WT n = 3).
B Quantification of the viral genomes {vg) in mice injected with AAY-sh or control (n = 4). Non-injected WT muscles were included as negative control. *P < 0.05,

two-tailed vs similar treatment at 1 month of age using a Mann-Whitney U-test. ns: non-significant.
C Quantification of the viral genomes {vg) in mice injected with AAV-muSEAP (n = 6). *P < 0.05, **P < 0.01, two-tailed Mann-Whitney U-test. ns: non-significant.
D Histochemical detection of muSEAP performed in mice tibialis anterior (TA) section one month after the injection. Representative staining is shown. Scale

bars = 500 pm.

Data information: Scatter plot bars represent mean =+ SEM.
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Figure 7. Si9 exhibits allele-specific silencing and functional rescue in patient-derived fibroblasts.
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two-tailed Mann-Whitney U-test compared to scramble (n = 4).

DNM2 and HPRT RT-PCR products and quantification of DAMM2 expression normalized to HPRT (n = 5).

Sequence of DNM2 amplicons from siRNA-transfected cells. Squares indicate the mutant nuclectide (N = T and C).

Pfol digestion profile of the DNM2 amplicons and quantification of the mutant/WT ratio (7 = 5).

DNM2 Western blot and quantification of signal by densitometry. GAPDH was used as loading control (n = 7).

Effect of si9 on SLCIA8 expression. Bars on scatter plot represent mean =+ SEM of SLC9A8 expression normalized to HPRT. Statistical analysis was performed using a

F 15-min transferrin uptake in patient-derived fibroblasts (n = 100 cells for each cell line). Statistical analysis was performed using a Mann-Whitney U-test
(**P < 0,001 versus the two control cell lines (C1 and €2) transfected with the same siRNA).

Data information: Scatter plot bars represent mean & SEM. In (A C and D), *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001 using a one-tailed Mann-Whitney U-test compared to

scramble. In {A-F), siRNAs were transfected at 50 nM for 48 h.

most frequent of them, that is the p.R465W mutation (30% of
patients). We show here the proof of concept for AS-RNAI therapy
for DNM2-related CNM in murine model and CNM patient-derived
cells.

One remarkable facet of this approach, stemming from animal
models, is the low therapeutic threshold which meant that total
silencing of mutant mRNA is not absolutely required to reach thera-
peutic benefit in vivo (Xia et al, 2006; Loy et al, 2012; Jiang et dal,

© 2017 The Authors

2013). In a knock-in mouse model of hypertrophic cardiomyopathy
resulting from a dominant single nucleotide substitution in the
Myh6 gene, the disease was prevented by silencing only 30% of the
mutant transcript (Jiang et af, 2013). Similarly, 3 months after the
injection, sh9 normalizes muscle structure and function with a
reduction of around 40-50% of the mutant DnmZ2 transcripts
in vivo. Moreover, after 1 month, force improvement already takes
place while the reduction in the Dnm2 mutant is barely detectable.
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Noteworthy, AAV1 exhibits a rapid onset but moderate level of
transgene expression (Zincarelli et al, 2008). Thus, the incomplete
restoration of muscle function observed after 1 month may result
from submaximal level of transgene expression reached at this time
or can reflect that the molecular and cellular processes necessary to
achieve functional rescue require a longer time. However, these
findings support a low therapeutic threshold and are of particular
interest for future development of a similar strategy to target all
CNM-associated DNM2 mutations. Indeed, the siRNA-targeted
sequences, fixed by the location of the mutation, may be located in
regions not ideal for RNAi leading to difficulties to design optimal
siRNA. A low therapeutic threshold will be a valuable asset in this
context.

Previous in vivo studies in animal models also demonstrated
essential features of AS-RNAi therapy including rapidity of thera-
peutic effects (Nobrega et al, 2013, 2014) and safety (Shukla et al,
2007; Rodriguez-Lebron et al, 2009; Jiang et al, 2013). Interest-
ingly, this strategy is not only enabled to prevent the appearance
and disease progression (reviewed in Trochet et al, 2015), but was
also able to rescue a phenotype when applied to symptomatic
animals (Nobrega et al, 2013). However, this last point may be a
potential limitation for therapy since we and others (Jiang et al,
2013) have shown that allele-specific silencing was less efficient in
reversing established disease. If the cause was not identified in the
mouse model of cardiomyopathy (Jiang et al, 2013), our results
point towards a decrease in AAV-mediated transduction capacity in
heterozygous muscle when treated at 6 months of age which prob-
ably impedes therapeutic benefit. Given that there is no observed
necrosis-regeneration cycle in the KI-Dnm2 mice, the loss of viral
genomes cannot be exclusively linked to muscle fibre loss as
reported in dystrophic models or in wild-type mice after injury-
induced regeneration (Le Hir et al, 2013). AAVs reach the nucleus
by multiple intracellular trafficking events including binding to the
cell’s membrane, receptor-mediated endocytosis, trafficking
through the endosomal system and endomembrane escape before
nucleus entry (Nonnenmacher & Weber, 2012). Regarding known
functions of DNM2, one can hypothesize that, when injected in a
more severely affected muscle, defective endocytosis and/or traf-
ficking over time leads to transduction inefficiency through
decreased entry into the cell and/or abnormal targeting of the
virion into degradative pathways. Improvement of AAV-mediated
transduction, as already achieved in skeletal muscle by insulin
treatment (Carrig et al, 2016) or removal of capsid phosphorylation
sites (Qiao et al, 2010), may overcome this problem as well as an
increase of the viral titre. Alternatively, despite several mechanisms
shared with AAV for trafficking from the extracellular medium to
the nucleus, non-viral delivery methods using cationic lipids (David
et al, 2013) or nanoparticles (Davis et al, 2010) can be developed.

A suitable allele-specific siRNA for treatment of dominant inher-
ited diseases, where WT and mutant alleles are similarly expressed,
should reduce expression of target mRNA and protein around 50%
resulting from silencing of the mutant allele without affecting the
WT. The si9 identified in this study fulfils these criteria in patient-
derived cells and in an animal model for CNM and represents a
promising molecule for clinical perspectives. Behaviour of sil0 is
also of particular interest for a better understanding of AS-RNAi
therapy. Compared to si9, sil0 exhibits similar efficiency for allele-
specific silencing in vitro in mouse cells but loses this property in
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human cells and in vivo in mice. In addition, in human cells, sil0
does not induce mRNA degradation but leads to protein content
reduction in agreement with a possible shift towards a “microRNA
effect” only affecting translation of the target as already shown for
siRNA (Saxena et al, 2003). Overall, these features highlight
absence of definitive rules for development of allele-specific mole-
cules which remains largely dependent of empirical testing. In addi-
tion, our data argue for requirement of validation of allele-specific
candidates in different models ideally including animal model of the
disease and patient-derived cells.

Among other possible therapeutic strategies ongoing for CNM, a
treatment with acetylcholinesterase inhibitor has been reported to
lead to improvement of muscle strength in few DNM2-CNM patients
(Gibbs et af, 2013). We have also previously succeeded to correct
the DNM2 mRNA by trans-splicing, while with a very low efficiency
(Trochet et al, 2016). Targeting DNM2 expression is also of interest
beyond the CNM due to DNMZ mutations. Indeed, Tasfaout and
collaborators succeeded to revert the phenotype of MTM1-myotub-
ular myopathy mouse model by knock-down Dnm2 using anti-sense
oligonucleotide (Tasfaout et al, 2017).

AS-RNAI is promising as a future therapy for AD-CNM patients,
while identification and understanding of potentials off-target activi-
ties such as induction of inflammatory response and undesired gene
silencing are an important consideration (Jackson & Linsley, 2010).
In this study, we rule out interferon response in treated mice, unde-
sired silencing on few off-target candidate genes exhibiting highest
similarities with the targeted sequence in murine and human cells
and toxicity in mouse muscle and human cells. However, extensive
investigation of the potential off-targets of si9 in human and murine
cells, especially by high-throughput screening, will be required in
order to clarify the side-effects of this therapeutic strategy. The next
steps of preclinical evaluation will also include assessment of long-
term maintenance of therapeutic benefit over time in the KI-Dnm2
mice, toxicity studies and impact of treatment in other tissues after
systemic delivery. With these remarks, our pioneer proof of concept
of allele-specific silencing for the most frequent DNMZ2 mutation
responsible for AD-CNM allows us to envision a treatment for this
neuromuscular disorder and paves the way for the other CNM
mutations as well as the other DNM2-linked inherited diseases.

Materials and Methods

Data analysis and statistics

Graphics and statistical analyses were performed with GraphPad
Prism software version S5.00. Values were expressed as
means + SEM. The number of samples (n), representing the number
of independent biological replicates, was indicated in the figure
legends. For molecular analysis, the experiments were repeated at
least three times per biological replicate and averaged. We used non-
parametric statistical tests to analyse our data since the normality
could not be assumed or tested (n too small) or the variance was not
equal between groups. Statistical comparisons between two groups
were performed using unpaired one- or two-tailed Mann—Whitney U-
test as specified. Statistical tests applied are indicated in the figure
legends. P < 0.05 were considered as statistically significant. Individ-
ual P-values are available in Appendix Tables $3 and $4.
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In most of the figures, the gels are cropped for more conciseness
but samples presented were run on a same gel. Uncropped gels are
shown in Appendix Figs $10 and S11.

Cell cultures

Mouse embryonic fibroblasts (MEFs) were prepared from 13.5-day-
old embryos. Cells were cultured at 37°C (5% CO,) in Dulbecco’s
modified Eagle’s medium (DMEM, Life Technologies, France)
containing 10% foetal calf serum (FCS) supplemented with peni-
cillin, streptomycin, r-glutamate and sodium pyruvate. Experiments
were performed on MEFs in primary cultures, that is 2 or 3 passages
after embryo dissection. Human skin fibroblasts from healthy
control subjects (C1 and C2) and from one DNM2-linked CNM
patient harbouring the p.R465W mutation were cultured using the
same medium. CNM and control fibroblasts were immortalized
using a lentiviral vector containing the sequence encoding the cata-
lytic subunit of human telomerase (hTERT) as previously described
(Aure et al, 2007). Mouse myoblast was immortalized using a
lentiviral vector containing the sequence encoding CDK4. Mouse
myoblast was plated on 1% matrigel-coated dishes and cultured in
Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM, Life Technologies,
France) containing 20% FCS supplemented with penicillin, strepto-
myein and 1% chicken embryo extracts.

For transfection, cells were grown to 70% confluency and trans-
fected with siRNAs using JetPrime transfection reagent according to
the manufacturer’s protocol (Polyplus Transfection, France).
Concentration of siRNAs for each experiment was indicated in corre-
sponding figure legends. The mismatch position for the 12 siRNAs
used in the in vitro screening was chosen based on previous studies
(Trochet et al, 2015). Sequences of the siRNAs were indicated in
Fig 1 and Appendix Table S1, and scramble siRNA (Eurogentec,
Belgium) was used as control. Cells were harvested 48 h later for
RNA and protein extraction or immunohistochemistry.

Total RNA extraction and cDNA analysis

Total RNA was isolated from cells using RNA easy kit (Qiagen, France)
according to the manufacturer’s protocol. Cells were passed through a
22-G syringe several times for disruption in lysis buffer. Total RNA
from muscle was isolated by TRIZOL reagent (Life Technologies,
France) following standard protocol after disruption using Fastprep
Lysing Matrix D and Fastprep apparatus (MP Biomedical, France).
Total RNA (1 pg) was submitted to reverse transcription using the
Superscript III reverse transcriptase kit (Life Technologies) and
hexamer primers. The cDNAs were amplified by PCR under the follow-
ing conditions: 96°C for 5 min, cycles of 30 s at 96°C, 30 s at the
appropriate temperature (58-62°C), 30 s at 72°C and a final step of
7 min at 72°C. Semi-quantitative RT-PCR was used to determine the
total Dnm2 expression level, and the appropriate number of PCR cycles
has been selected in order to have the amplification in the exponential
range (i.e. 23 cycles to amplify Gapdh, 27 cycles for HPRT and 28
cycles for Dnm2). Sequences of the primers are indicated in
Appendix Table $2. To quantify allele-specific silencing, an assay was
developed using restriction enzymes allowing discrimination between
wild-type and mutant ¢cDNAs after digestion of the amplicons. The
digestion of the human and murine Dnm2 amplicons was performed
after 32 cycles at the end of the exponential phase of amplification.

@ 2017 The Authors
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EcoNI was used in mouse (Appendix Fig S1) and Pfol
(Appendix Fig §7) in human cells. For these assays, half of the PCR
products was digested using 2 U of EcoNI (New England Biolabs,
France) or Pfol (ThermoFisher Scientific, France) for 2 h at 37°C.
Image acquisition of PCR products after agarose gel electrophoresis
was performed using a Geni2 gel imaging system (Ozyme, France),
and associated signal was quantified using ImageJ Software (NIH;
http://rsbweb.nih.gov/ij). DNA sequencing was performed on 20 ng
DNA/100 base pairs with S pmol of primers (Eurofins, France).

Protein extraction and Western blot

Cell pellets and frozen TA muscles were homogenized in lysis buffer
containing S0 mM of Tris-HCI pH 7.5, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA,
NP-40 1% supplemented with protease inhibitor cocktail 1%
(Sigma-Aldrich, France). In addition, TA muscles were mechanically
homogenized on ice in lysis buffer using a Potter-Elvehjem. After
centrifugation (14,000 g, 4°C, 15 min), protein concentration in the
supernatant was determined with the BCA Protein Assay Kit
(Thermo Scientific Pierce, France). Twenty micrograms of proteins
was mixed with loading buffer (50 mM Tris-HCI, SDS 2%, glycerol
10%, B-mercaptoethanol 1% and bromophenol blue) and denatu-
rated at 90°C for S min. Protein samples were separated on SDS-
PAGE 10% and transferred onto PVDF membranes (0.45 pm pore
size, Life Technologies) overnight at 100 mA at 4°C. Page ruler
prestained protein ladder (ThermoFisher Scientific, France) was
used as molecular weight marker. Membranes were blocked for 1 h
at room temperature in PBS containing non-fat dry milk 5% and
Tween-20 0.1% and then exposed to rabbit polyclonal anti-Dynamin
2 antibody (1:400, Abcam ab3457, United Kingdom) or rabbit poly-
clonal anti-GAPDH antibody (1:2,000, Santa Cruz, France) in PBS-
Tween-20 0.1%, milk 1% overnight at 4°C. Membranes were rinsed
in PBS-Tween-20 0.1% and incubated 1 h with horseradish peroxi-
dase-conjugated secondary antibody (1:20,000, anti-rabbit from
Jackson ImmunoResearch, United Kingdom) in PBS-Tween-20
0.1%. Chemiluminescence was detected using ECL detection Kit
(Merck-Millipore, Germany) in a G-Box imaging system (Ozyme,
France), and signal quantification was performed using ImageJ
software.

AAV production

A cassette containing the small hairpin (sh) RNA under the control
of H1 RNA polymerase III promoter or the muSEAP transgene under
CMV promoter has been inserted in a pSMD2 expression plasmid.
AAV vectors (serotype 1) were produced in HEK293 cells after trans-
fection of the pSMD2-shRNA or -muSeap plasmids or empty pSMD2
plasmid, the pXX6 plasmid coding for viral helper genes essential
for AAV production and the pRepCap plasmid (p0001) coding for
AAV1 capsid as described previously (Riviere et al, 2006). Viral
particles were purified on iodixanol gradients and concentrated on
Amicon Ultra-15 100K columns (Merck-Millipore). The concentra-
tion of viral genomes (vg/ml) was determined by quantitative real-
time PCR on a LightCycler480 (Roche diagnostic, France) by using
TagMan probe. A control pSMD2 plasmid was 10-fold serially
diluted (from 107 to 10° copies) and used as a control to establish
the standard curve for absolute quantification. Sequences of primers
and probes are indicated in Appendix Table S2.
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Mice and in vive transduction

The Dynamin 2 mutant mouse line was established on CS7Bl/6
background at the Mouse Clinical Institute (MCI, Illkirch, France;
http://www.ics-mci.fr/en/) (Durieux et al, 2010b). All mice used in
this study were housed on a 12-h light/dark cycle and received stan-
dard diet and water ad libitum in the animal facility of the University
Pierre et Marie Curie, Paris. Injections were performed under isoflu-
rane anaesthesia. We chose male mice for the treatment since the
characterization of the model has been done on male, the wild-type
(wt) littermates were used as controls (Durieux et af, 2010b). Two
intramuscular injections of 30 pl within 24-h interval were performed
using 29-G needle in TA muscles. AAV-sh9, AAV-sh10 and AAV-
control (empty AAV vector) were injected at 5 x 102 vg/kg at
1 month of age and 3.3 x 10" vg/kg at 6 months of age in order to
achieve 10*! vg/muscle. For the 1M-1M series, eight heterozygous
KI-Dnm2¥%% males aged of 1 month were injected (5 TA per condi-
tion sh9, sh10 and control) and then analysed for the muscle force,
histology and molecular biology. Five age-matched non-injected WT
mice were used as control. For the 1M-3M series, 12 heterozygous
KI-Dnm2™%W males aged of 1 month were injected (8 TA per condi-
tion sh9, sh10 and control) and analysed for the muscle force, but
then, four were used for histology and four for molecular biology.
Four age-matched non-injected WT mice were used as control. For
the 6M-3M series, 12 heterozygous KI-Dnm2¥%W males aged of
6 months were injected (12 TA per condition sh9 and control) and
analysed for the muscle force, and then, six were used for histology
and six for molecular biology. Three age-matched non-injected WT
mice were used as control. For the AAV-muSEAP series, four
heterozygous KI-Dnm2¥%W (one male, three females) were injected
at 1 month of age (n — 8 TA) in order to achieve 10'! vg/muscle and
six heterozygous KI-Dnm2™%®W (two males, four females) was
injected at 6 months of age (n — 12 TA) in order to achieve either
10 vg/muscle (n — 6) or 10** vg/muscle (n — 6).

Muscle contractile properties

The isometric contractile properties of TA muscles were studied
in situn on mice anaesthetized with 60 mg/kg pentobarbital. The distal
tendon of the TA muscle was attached to a lever arm of a servomotor
system (3058 Dual-Mode Lever, Aurora Scientific). The sciatic nerve
was stimulated by a bipolar silver electrode using a supramaximal
(10 V) square wave pulse of 0.1-ms duration. Absolute maximal
isometric tetanic force was measured during isometric contractions in
response to electrical stimulation (frequency of 25-150 Hz; train of
stimulation of 500 ms). All isometric contraction measurements were
made at optimal muscle length. Force is expressed in grams
(1 g — 9.8 mNewton). Mice were sacrificed by cervical dislocation,
and TA muscles were weighted. Specific maximal force was calcu-
lated by dividing absolute force by muscle weight.

Histomorphological analyses

Tibialis anterior muscles were frozen in liquid nitrogen-cooled
isopentane. Transverse sections of TA muscle (8 pm thick) were
stained with haematoxylin and eosin (HE) and reduced diphospho-
pyridine nucleotide diaphorase staining (DPNH) by standard meth-
ods (Dubowitz & Sewry, 2007). The muSeAP detection on muscle
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sections was performed on slices fixed with 0.5% glutaraldehyde.
Slices were washed twice with PBS, and endogenous alkaline phos-
phatase was heat inactivated for 30 min at 65°C before a S-h incuba-
tion at 37°C in 0.165 mg/ml S-bromo-4-chloro-3-indolylphosphate
and 0.33 mg/ml of nitroblue tetrazolium (NBT/BCIP, Promega) in
100 mM Tris-HCl, 100 mM NaCl and 50 mM MgCl,. Sections were
then counterstained with nuclear fast red, mounted and analysed by
light microscopy. Light microscopy was performed using an upright
microscope (DMR, Leica), and images were captured using a mono-
chrome camera (DS-Ril, Nikon) and NIS-Elements BR software
(Nikon, France). Exposure settings were identical between
compared samples and viewed at room temperature. For quan-
tification of the frequency of fibre size, the maximum diameter was
calculated for each fibre on TA muscle sections labelled with anti-
laminin antibody (1:500, ab11575 Abcam, United Kingdom) using
ImageJ software and the normal distribution of the values was plot-
ted using Microsoft Excel software. Histomorphological abnormali-
ties were counted on DPNH staining (two sections per animals)
using ImageJ software.

Immunocytochemistry

Cells and muscle tissue cryosections (8 pm thick) were fixed in
paraformaldehyde 4% (15 min at room temperature). After washing in
PBS, cells and cryosections were permeabilized in Triton X-100 0.5%
in PBS for 10 min at room temperature and blocked in PBS-Triton X-
100 0.1%, BSA 5% and donkey serum 5% for 30 min. Samples were
incubated with rabbit anti-Dynamin 2 (1:400 (Abcam ab3457), rabbit
anti-laminin (1:500, Abcam abl11575) or rabbit anti-Desmin (1:200,
ab15200) overnight at 4°C, in PBS with Triton X-100 0.1% and BSA
1%. After PBS-Triton X-100 0.1% washes, samples were incubated
with donkey anti-rabbit AlexaFluor488 secondary antibody (1:1,000,
Life Technologies, France) for 60 min at room temperature. The slides
were mounted with Vectashield mounting medium (Vector Laborato-
ries, United Kingdom). Images were acquired using an axiophot micro-
scope (Zeiss, France) or a macroscope (Nikon AZ100).

Viral genome quantification

Transduction efficacy was evaluated through quantification of viral
genomes in injected muscles. Genomic DNA was extracted from
mouse muscle sections using DNA purification kit (Promega, France)
according to the manufacturer’s protocol. Copy numbers of AAV
genomes were quantified on 100 ng of genomic DNA by quantitative
real-time PCR on a LightCycler480 (Roche diagnostic, France) by
using TagMan probe. A control pSMD2 plasmid was 10-fold serially
diluted (from 107 to 10* copies) and used as a control to establish
the standard curve for absolute quantification. Sequence of primers
also used for viral titration is indicated in Appendix Table S2.

Transferrin uptake assay

Two healthy control cell lines (C1 and C2) and one patient-derived
cell line expressing the p.R465W mutation were used 48 h after siRNA
transfection. Cells were cultured in DMEM without FCS for 45 min at
37°C. AlexaFluor488-Transferrin (Life Technologies, France) was
added at 40 pg/ml, and cells were incubated at 37°C for 15 min. Cells
were washed three times with PBS and fixed in paraformaldehyde 4%

© 2017 The Authors
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Problem

Autosomal-dominant centronuclear myopathy (AD-CNM) is a rare
congenital myopathy exhibiting a wide clinical spectrum ranging from
severe-neonatal to mild-adult forms. The disease is due to heterozy-
gous mutations (mainly missense) in the DNM2 gene encoding
Dynamin 2, a large GTPase involved in endocytosis, intracellular traf-
ficking and cytoskeleton network regulation. There is no curative
treatment available for now. Therefore, we have evaluated the thera-
peutic potential of allele-specific silencing strategy to specifically
knock down the mutant allele and alleviate the phenotype in a CNM
knock-in mouse model and patient-derived fibroblasts both harbour-
ing the most frequent mutation (p.R465W).

Results

We report the identification of an efficient siRNA able to specifically
knock down the R465W DNM2 mutant allele in vitro in mouse and
human cells. This specific knockdown leads to functional restoration
of the impaired endocytosis in mutant human fibroblasts. We
assessed the efficacy of the treatment in vive in the CNM mouse
model by intramuscular administration of the corresponding AAV-
small hairpin RNA. Early treatment in the disease’s time-course
restores muscle forces and mass with a moderate decrease of the
mutant allele {~40%). More modest results were obtained with a late
administration when the phenotype is more pronounced due to a
weaker transduction capacity of the muscle.

Impact

Our study establishes the proof of concept of allele-specific silencing
to correct the most frequent DNM2 mutation responsible for AD-CNM.
This is also the first evidence of functional rescue obtained both in
CNM human cells and in mouse model. Consequently, allele-specific
silencing is clearly identified as a promising therapeutic strategy for
AD-CNM, allowing envisions of a treatment for this neuromuscular
disorder and in extension to other DAM2-linked inherited diseases.

at room temperature for 15 min. Stacks of cell images (0.5 pm inter-
val) were obtained using a Leica SP2 confocal microscope. Fluores-
cent-positive surface was quantified on stack projection using ImageJ
software and normalized to the total cell surface.

Study approval

Experiments on human cells were approved by the French Ministry
of Higher Education and Scientific Research (approval no. AC-2013-
1868) and conformed to the principles set out in the WMA Declara-
tion of Helsinki and the Department of Health and Human Services
Belmont Report. Written informed consent was obtained from all
individuals and patients, prior to the study.

Animal studies conform to the French laws and regulations
concerning the use of animals for research and were approved by
an external Ethical committee (approval no. 00351.02 delivered
by the French Ministry of Higher Education and Scientific
Research).

Expanded View for this article is available online.
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4.3 Participation a I’étude du role de BIN1 dans la régulation de DNM2

pour la maturation du muscle.

Publication 3: “Amphiphysin (BIN1) negatively regulates dynamin 2 for normal muscle

maturation”

4.3.1 Contexte de I’étude

Des mutations au niveau des geénes BINI et DNM?2 causent deux formes de myopathies
centronucléaires : autosomique récessive et dominante. DNM2 posséde un domaine riche en
proline (PRD) qui interagit avec des protéines possédant un domaine de type SH3. Les
amphiphysines peuvent ainsi interagir avec DNM2 par leur extrémité C-terminale et courber
des membranes par leur domaine BAR. BIN1 (Amphiphysine 2) est impliquée dans la
formation des tubules-T et les mutations CNM-BINI entrainent un défaut de la formation de
ces tubules et de liaison a la DNM2. Plusieurs études in vitro et in cellulo ont essayé
d’¢lucider le lien entre les amphiphysines et DNM2 (David, McPherson et al.1 996) mais le
lien entre ces protéines in vivo est mal élucidé. Les souris KO Binl”* et Dnm2™" ont été
développées et caractérisées dans notre laboratoire. Le but de cette étude est de comprendre

I’impact de la balance BIN1/DNM2 sur le muscle squelettique.

4.3.2 Résultats

Les souris KO homozygotes Binl”- meurent a la naissance. Nous avons généré par croisement
des souris Binl"- qui expriment 50% de DNM2. Ces souris sont viables jusqu’au moins ’age
de 18 mois et sont en bonne santé sans présenter de phénotypes musculaires. La réduction de
la DNM2 a corrigé les phénotypes histopathologiques et ultrastructuraux des embryons E18,5.
Les tubules T sont bien formés et les triades bien maintenues. Afin de vérifier I’expression
d’isoformes tissu-spécifiques de ces deux protéines, les isoformes d’ARN ont été identifiés

dans les cellules en culture et durant la maturation du muscle in vivo. BIN1 iso8 est
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surexprimé dans les myotubes et le muscle mature et un isoforme muscle-spécifique a été
identifi¢ : DNM2+12B. BINI a inhibé I’activit¢ de DNM2 durant le développement du
muscle alors qu’elle n’a pas d’effet sur la DNM2 exprimée dans le muscle adulte. Ces
résultats suggeérent que BIN1 et DNM?2 interagissent selon une voie commune et que BINI

agit comme un régulateur négatif de DNM?2.

4.3.3 Contributions

Au cours de ce projet, j’ai extrait et mis en culture les myoblastes primaires des embryons
E18,5 pour les souris de génotypes Binl”~, Bin1™- et WT. J’ai établi des lignées primaires de

myoblastes et mesuré le taux de Ca®>* basal et aprés stimulation avec la caféine.
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Amphiphysin (BIN1) negatively regulates dynamin 2
for normal muscle maturation
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Regulation of skeletal muscle development and organization is a complex process that is not fully understood. Here, we
focused on amphiphysin 2 (BIN1, also known as bridging integrator-1) and dynamin 2 (DNM2), two ubiquitous proteins
implicated in membrane remodeling and mutated in centronuclear myopathies (CNMs). We generated BinT/- Dnm2*/- mice
to decipher the physiological interplay between BIN1and DNM2. While Bin1-/- mice die perinatally from a skeletal muscle
defect, Bin1/- Dnm2'/- mice survived at least 18 months, and had normal muscle force and intracellular organization of
muscle fibers, supporting BIN1 as a negative regulator of DNM2. We next characterized muscle-specific isoforms of BIN1 and
DNM2. While BIN1 colocalized with and partially inhibited DNM2 activity during muscle maturation, BIN1 had no effect on the
isoform of DNM2 found in adult muscle. Together, these results indicate that BIN1 and DNM2 regulate muscle development
and organization, function through a common pathway, and define BIN1 as a negative regulator of DNM2 in vitro and in vivo
during muscle maturation. Our data suggest that DNM2 modulation has potential as a therapeutic approach for patients with
CNM and BIN1 defects. As BIN1 is implicated in cancers, arrhythmia, and late-onset Alzheimer disease, these findings may

trigger research directions and therapeutic development for these common diseases.

Introduction

Skeletal muscle requires adequate membrane remodeling to
achieve and maintain its normal structure and function (1). It is thus
not surprising that several human myopathies are due to mutations
in proteins implicated in membrane trafficking and remodeling
(2). Amphiphysins and dynamins are recognized hubs in the mem-
brane trafficking pathway and are known to physically interact
in cells (3, 4). Amphiphysin 2 (BIN1) and dynamin 2 (DNM2) are
mutated in rare congenital myopathies called centronuclear myop-
athies (CNMs) (5-7), characterized by severe muscle weakness
and hypotonia associated with mislocalization of nuclei and other
organelles and the abnormal orientation and shape of T-tubules in
skeletal muscle fibers (8). Despite numerous studies in vitro or in
cell culture, the regulation between amphiphysins and dynamins
and their physiological importance are barely understood.

BIN1 contains a BAR domain that can sense and induce mem-
brane curvature and a C-terminal SH3 domain that binds to dif-
ferent effectors containing a proline-rich domain (PRD), such as
dynamins (9, 10). Based on its membrane tubulation properties
and on the muscle phenotype of the amphiphysin Drosophila
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mutant, BIN1 was proposed to participate in the biogenesis of
T-tubules, plasma membrane invaginations forming along with
the sarcoplasmic reticulum calcium stores the structural basis
of the excitation-contraction coupling machinery in cardiac
and skeletal muscles (3, 11). BIN1 recessive mutations in CNMs
either impair its membrane tubulation properties, its binding to
dynamin 2, or the inclusion of a muscle-specific exon encoding a
phosphoinositide-binding (PI-binding) domain (6, 7, 12). DNM2 is
alarge GTPase involved in membrane fission and endocytosis (13,
14). Biochemical studies indicated that several DNM2 mutations
causing CNMs increase dynamin oligomer stability and GTPase
activity (15-17). Moreover, overexpression of WT or a DNM2-
CNM mutation leads to CNM-like features in mice and perturba-
tion of muscle and T-tubules in Drosophila (17-19). We hypothe-
size that CNM mutations in BIN1 are loss-of-function while CNM
mutations in DNM2 create a gain of function. Here, to study the
genetic and functional links between BIN1 and DNM2 and the
physiological impact of the BIN1/DNM2 balance in skeletal mus-
cle, we created a BinI7- mouse and modulated DNM2 expression
in this model, and analyzed the impact of BIN1on DNM?2 activity.

Results

BINT is required in skeletal muscle for perinatal survival. To study the
interplay between BIN1 and DNM2 during muscle maturation,
Dnm2+ and Binl7~ mice were created. The Dnm2* mice are viable
without obvious phenotypes (20). To develop a mouse model for
autosomal recessive BIN1-CNM, we floxed exon 20 that is found in
all isoforms of BIN1, is frequently mutated in patients, and encodes
for the SH3 domain known to bind to DNM2 (7) (Figure 14). Fol-
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Figure 1. Dnm2 downregulation rescues the neonatal lethality of Bin7/- mice. (A) Targeted disruption of mouse Bin1gene. Exon 20 (blue) and surround-
ing intronic region (orange). (B) Overview of lifespan and time points used to analyze BinT/- Dnm2*/- mice. (C) Mice whole-body weight, and representative
photo of mice at 12 months of age. Note that all genotyped BinT/- Bnm2*/~ mice survived beyond 12 months of age. (D) Immunoblot analysis of DNM2 and
BIN1 protein expression from muscle lysates. (E) Relative level of DNM2 protein expression was determined by densitometry of DNM2 signal standardized
to GAPDH. 1 = 4 mice/genotype. (F) Hanging test where 10-week-old mice were required to hang from a cage lid for up to 60 seconds. (G) Four-paw grip test.
(H) Rotarod test performed under acceleration mode (4-40 rpm in 5 minutes). n = 3 trials/mouse/day, 6-month-old mice. (I) Specific muscle force (sPo) of
the tibialis anterior (TA) muscle (mN force/mg TA muscle). (J) Fatigue of the TA muscle, measured as the time taken to reach 50% of the maximum muscle
force (seconds). All graphs depict the mean + SEM. Statistical analysis was performed using an unpaired 2-tailed Student’s t test for all graphs exceptH,
where a 2-way ANOVA followed by Dunn’s multiple comparison test was used. *P < 0.05, **P < 0.01. n = minimum 5 mice per group for C, F-J.

lowing either constitutive or skeletal muscle deletion with CMV or
human skeletal actin (HSA) promoters driving the Cre recombinase,
Binl” was neonatally lethal in mice, with no pups surviving the first
day of postnatallife (Table 1 and Supplemental Table 1; supplemental
material available online with this article; https://doi.org/10.1172/
JC190542D8S1). A similar perinatal lethality was previously reported
for another constitutive Binl”~ mouse deleted for exon 3 and the
phenotype was first attributed to severe ventricular cardiomyopathy
(21); however, mice with exon 3 cardiac-specific deletion survived to
adulthood (22). At least in our BinI”- model, the lethality is due to
a primary defect of skeletal muscle, as the HSA-driven Cre recom-
binase is only expressed in skeletal muscle, and not cardiac muscle
(23), and this defines an essential role of BIN1 in perinatal muscle
maturation. Similarly, most BINI-CNM patients display neonatal
muscle weakness and several died within the first year (7).
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Reducing DNM2 expression prevents the neonatal lethal-
ity caused by BINI defect. Recessive BIN1-CNM is due to BIN1
loss of function and dominant DNM2-CNM is probably due to
DNM2 gain of function (5, 7, 15-17). We hypothesize that these
2 proteins are working antagonistically in the same pathway for
muscle maturation and that reducing DNM2 expression might
rescue the neonatal lethality observed in Binl”~ mice. To test
this hypothesis, we produced BinI7- mice with reduced DNM2
expression (Binl/~ Dnm2*") (Table 1 and Figure 1B). Unlike
Binl”~ mice, Binl”- Dnm2*~ mice are viable to at least 18 months
(oldest age at sacrifice), with only a slight but significant reduc-
tion in body weight from 6 months of age compared with Bin1**
Dnm2”" (hereafter named WT) littermates (Figure 1C). Fur-
thermore, Binl/- Dnm2*" mice appeared healthy (Figure 1C and
Supplemental Videos 1-3). As phenotyping performed on other
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Table 1. Breeding strategy and outcome for Bin1/- Dnm2*/- mice, with expected and obtained percentage of mice at E18.5

Breeding: Bint- Dam2'/-

Offspring E18.5: Bint"* Dnm2"* Bint'"* Dnm2"- Bin”- Dnm2"*
Expected: 125% 12.5% 25%
Outcome: 30% 8% 33%
Analyzed: Analyzed WT 5il. SiL.

S.1. refers to data shown only in the supplemental information.

Bint/- Dam2*

Bin1”- Dnm2"~ Bint”~ Dnm2'"* Bint”/~Dnm2"~

25% 12.5% 12.5%
15% 6% 8%
5. Perinatally lethal Lifespan rescued

Analyzed

genotypes (namely, Binl”~ mice) produced in this cross indicated
no obvious phenotypes (Table 1 and Supplemental Figure 1), this
study focused on WT and Binl”" Dnm2”" mice.

No difference was observed between WT and Binl”- Dnm2"/
mice in blood metabolites, liver function, organ weight, or histol-
ogy in brain and liver at 12 months (Supplemental Figure 2). No
difference in muscle mass or histology of the heart was noted,
as ventricle thickness was similar and no increased fibrosis was
observed at 12 months (Supplemental Figure 3). Western blot
confirmed that BIN1 protein expression was barely detectable in
Binl”" Dnm2*" mice and that DNM2 expression was reduced to
approximately 50% of WT levels (Figure 1, D and E), therefore
validating that reducing DNM2 expression can rescue the neona-
tal lethality caused by BIN1 defect.

A

WT

Bin1-~ Dnm2+~

Figure 2. Skeletal muscle histology

is mildly affected in surviving BinT/-
mice with reduced DNM2 expression.
Transverse TA sections from 10-week-old
(10 wk) (A) or 12-month-old (12 mo) (D)
mice were stained with H&E or for SDH.
Arrows point to mislocalized nuclei.
Scale bars: 100 um. H&E-stained muscle
sections were then analyzed for fiber
area for10 wk (B) and 12 mo (E). Fiber
diameter is grouped into 10-um inter-
vals, and represented as the percentage
of total fibers. (C and F) The frequency
of fibers with central or internal nuclei
were scored. Internal nuclei are defined
as neither subsarcolemmal nor central.
All graphs depict the mean + SEM. Sta-
tistical analysis was performed using an
unpaired 2-tailed Student’s t test.

**P < 0.01, ***P < 0.001, 7= minimum 5
mice per group.

10 wk B

Binl-KO mice with Dnm2 haploinsufficiency have normal muscle
strength. As Binl/- Dnm2*- and WT mice appeared clinically simi-
lar, we focused on muscle-related functions. No difference was
observed in hanging test, grip test, and rotarod performance at all
different ages analyzed (10 weeks, 6 months, and 12 months) and
for both sexes (Figure 1, F-H, Supplemental Figure 4). No differ-
ence in weights of gastrocnemius, soleus, extensor digitorum lon-
gus (EDL), or tibialis anterior (TA) skeletal muscles was observed
in Binl”- Dnm2*" mice compared with WT (Supplemental Figure
4). Specific muscle force and fatigability were measured in situ
in the TA muscle at 6 and 12 months of age, and no difference
between groups was observed (Figure 1, I and J, and Supplemental
Figure 4). Overall, these results indicate that Binl”~ Dnm2*" have
normal whole-body strength and coordination, and individual
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muscle strength. As no Binl”" mice survived past 24 hours, their
strength could not be compared.

Dnm2 veduction rescues CNM histology in Binl-KO mice. To deter-
mine if the skeletal muscle structure was affected in BinI”~ Dnm2""
mice, TA muscle cryosections were stained with hematoxylin and
eosin (H&E) and for succinate dehydrogenase (SDH, mitochondrial
enzyme) at 10 weeks and 12 months of age. At 10 weeks, muscle
fibers were slightly but significantly smaller than WT, while by 12
months this difference was not significant (Figure 2, A, B, D, and
E). No difference was observed in SDH staining at either time point.
The main sustained difference was a 9-fold increase in centralized
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Figure 3. Normal muscle structure and ultrastructure in Bin1”~
Dnm2*- mice. (A) Longitudinal muscle sections were costained
for DNM2 (left panel) and a-actinin (middle panel) and imaged
by confocal microscopy. Mask image shows areas of colocaliza-
tion (right panel). Scale bar: 10 um. (B) Longitudinal (left panel)
and transverse (right panel) muscle sections were stained with
the T-tubule marker DHPR. Scale bars: 10 um. (C) Transverse
muscle sections stained with CAV3 antibody and viewed by
confocal microscopy. Scale bar: 10 um. (D) Longitudinal muscle
sections viewed by transmission electron microscopy. Low-
magnification images are in the left panel (scale bar: 0.5 um);
high magnification images are shown in the right panel (scale
bar: 200 nm). Arrows point to the triad. All samples are from
12-month-old mice. (E) The number of T-tubules per sarcomere
was calculated from TEM images in D. Graph depicts the mean
+ SEM. Statistical analysis was performed using an unpaired
2-tailed Student’s t test, n = 3 mice/genotype.

nucleiat 10 weeks up to 20% of fibers and to a lesser extent
at 12 months (Figure 2, A, C, D, and F). BIN1-CNM histol-
ogy is characterized by hypotrophic fibers with mislocal-
ized internal nuclei in patient biopsies (24), reminiscent of
an important role of BIN1 in nuclear positioning (25). The
slight CNM-like histological features in Binl” mice with
reduced DNM2 level appear compatible with normal mus-
cle strength and coordination.

As Binl7~ mice did not survive past day 1 for com-
parison of the nuclei position, we next analyzed skeletal
muscles from mice at embryonic day 18.5 (E18.5). In WT
mice at this age, muscles are not yet fully structured, and
several fibers with centralized nuclei can still be observed
by H&E staining (Supplemental Figure 5A). In contrast,
nearly all fibers from BinI7 mice had centralized nuclei,
a feature that was ameliorated by reducing DNM2. Both
Binl” and Binl”~ Dnm2*”" mice displayed an accumu-
lation of SDH staining towards the center of the fibers
(Supplemental Figure 5A); however, no difference was
observed in SDH staining in adult mice (Figure 2), indi-
cating that this disease feature is corrected during postna-
tal development in Binl” Dnm2"" muscles. Overall, these
results show that reducing DNM2 expression can improve
the histological CNM hallmarks observed in BinI”" mice.

Binl-KO mice with Dnm2 haploinsufficiency have nor-
mal muscle ultrastructure and T-tubules. As BAR proteins
can remodel membrane in vitro and as Binl downregula-
tion with shRNA in adult muscle led to swollen T-tubules
(3,26, 27), the sarcomere and triad structures were inves-
tigated. In skeletal muscles from E18.5 WT mice, DNM2 and
a-actinin were detected predominantly in the transverse orienta-
tion, consistent with Z-line orientation (Supplemental Figure 5B).
This was also observed in both Binl7- and Binl”~ Dnm2*- muscles,
indicating that BINI is not required for the transverse localiza-
tion of DNM2. In adult BinI”~ Dnm2*~ mice, DNM2 localization
was unperturbed and colocalized at the Z-line with a-actinin in
10-week- and 12-month-old mice (Figure 3A and Supplemental
Figure 6). By electron microscopy, no obvious structural defects
were observed, Z-lines appeared well aligned, myofibrils were of
a similar size, and no major differences in organelle size or posi-
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Figure 4. BIN1and DNM2 in
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tioning was noted (Figure 3D). In adult Binl”~ Dmm2*" mice,
localization of DHPR (T-tubule), RYR1 (junctional sarcoplasmic
reticulum), and SERCA (longitudinal sarcoplasmic reticulum) was
normal on both longitudinal and transversal sections, indicating
no disruption of the triads (Figure 3B and Supplemental Figure 6).
Caveolin 3 (CAV3) and dysferlin are localized at the T-tubule dur-
ing muscle development and regeneration, and at the sarcolemma
in nonregenerating mature muscle (28). CAV3 and dysferlin immu-
nolabeling was positive at the sarcolemma in Binl”~ Dnm2”" and

WT mice, supporting normal development and maintenance of
the T-tubules (Figure 3C and Supplemental Figure 6). Triads were
well formed, with normal membrane shape, and the number of
detectable T-tubules per sarcomere was equivalent to WT (Figure
3, D and E). As triad structures support calcium flux within muscle
fibers, we determined if intracellular calcium levels are altered in
the absence of BINI. As Binl”" mice did not survive past day 1, we
analyzed primary myoblasts derived from E18.5 Binl” mice. At
this immature stage of muscle development, no defects in resting

jci.org  Volume127  Number12  December 2017

4481

110



4482

RESEARCH ARTICLE

The Journal of Clinical Investigation

Table 2. Expression of BinT and Dnm2 isoforms detected at various stages of muscle differentiation

Gene Exon Myoblasts Myotubes {day 8)
Bint n n.d. 96%
Dnm2 12B 35% 44%

Isoforms were identified by RT-PCR followed by cDNA cloning and sequencing. The percentage of clones for each

isoform is indicated (n > 30 clones per muscle sample). n.d., not determined.

E18.5

expressed, they achieve specific
muscle isoforms during muscle
maturation and in adulthood,
through alternative splicing.
DNM?2 localization correlates
with T-tubule maturation. Inclu-
sion of the PI-binding domain
in BIN1 increases its membrane

Adult muscle
100%
%

86%
23%

cytoplasmic calcium were detected in myoblasts from Binl7~ mice
(Supplemental Figure 5C). In addition, caffeine-stimulated cal-
cium release from the sarcoplasmic reticulum (mediated by RYR1)
was not altered (Supplemental Figure 5D), indicating no defect in
calcium storage or handling in myoblasts lacking BIN1. Overall,
these results show that while BIN1 defect leads to neonatal lethal-
ity from a primary skeletal muscle alteration, decreased expression
of DNM2 rescues the lifespan of the animals and associates with
normal T-tubule maturation and maintenance compatible with
normal muscle force and animal behavior.

BINI and DNM?2 achieve tissue-specific isoforms during muscle
maturation. BINI and DNM?2 are ubiquitously expressed. To tackle
themolecular basis of their muscle specificity, their RNA isoforms
were identified by RT-PCR, ¢cDNA cloning, and sequencing during
muscle cell maturation in culture, at late embryogenesis (E18.5)
and in adult muscle. It was shown previously that BINT has at
least 10 different splicing isoforms, with iso8 containing the PI-
binding domain (exon 11, iso8, Figure 4A) that is highly expressed
in skeletal muscle (3, 7, 12, 29, 30). BIN1-iso8 is highly expressed
inmyotubes differentiated for 8 days, and mouse E18.5 and adult
muscles (80%-100% of isoforms detected) (Table 2), while it was
barely present in undifferentiated myoblasts (7), identifying BIN1-
iso8 as the main isoform expressed throughout muscle develop-
ment. Moreover, mining GTEX human expression data found that
BIN1-iso8 was skeletal muscle-specific where it represents 99.6 %
of isoforms found in adult (Table 3) (31).

Four transcripts of DNM2 have been previously characterized
(32). In addition, we detected the presence of an in-frame exon
located between exons 12 and 13, consisting of 30 nucleotides
coding for the predicted murine protein sequence CFYTEELVTG,
which we named exon 12B (Figure 4A). Inclusion of exon 12B
(DNM2+12B) increased from 35% in myoblasts to 44 % in differen-
tiated myotubes, and throughout muscle development from 23%
(E18.5) to 71% in adult muscle (Table 2). DNM2 exon 12B is specific
for skeletal muscle among 43 human tissues (Table 3) (31). Alto-
gether, the data show that while BINI and DNM?2 are ubiquitously

tubulation properties (3), while
BIN1 alteration or skipping of
this muscle-specific PI-binding domain correlates with T-tubule
defects, supporting the notion that BIN1 participates in T-tubule
biogenesis (11, 12, 24, 27, 33). During muscle development, forming
T-tubules initiallyhave a longitudinal orientation and are thenreori-
ented to their final transverse orientation during the first 3 weeks
postatally in mice (34). To correlate the appearance of BIN1 and
DNM2 muscle-specific isoforms with muscle maturation, localiza-
tion experiments were performed. At E18 5, tubules appear mixed
inlocalization with some fibers exhibiting longitudinal or immature
localization (represented in Figure 4B) and others exhibiting trans-
versal or mature orientation (representative image in Supplemen-
tal Figure 5). In myotubes and some E18.5 muscle fibers, BIN1 and
DNM2 colocalized extensively on longitudinal tubules (Figure 4,
B and D). In adult muscle, BIN1 localized on transversal T-tubules
with the voltage-dependent calcium channel DHPR (Figure 4C),
while DNM2 staining was more intense at the Z-line with a-actinin
(Figure 3A) and only partially overlapped with BIN1 at the edge of
the I-band (Figure 4, B-D). In the absence of BIN1, DNM2 transver-
sal localization was not perturbed, as a transverse staining pattern
was alsoobserved inboth Binl+ and Binl~~ Dnm2%-muscles (Figure
3A and Supplemental Figure 5B), indicating that DNM2 localization
atthel-band does notrequire BIN1. These results indicate that BIN1
and DNM2 may function together in muscle maturation and that
increased inclusion of exon 12B in DNM2 correlates with its relocal-
ization away from T-tubules, independent of BIN1 expression.
BINT inhibits the GTPase activity of the DNM2 immature muscle
isoform. The expression of the DNM2 skeletal muscle exon 12B
is increased throughout skeletal muscle development (Figure 4
and Table 2), and its corresponding peptide is predicted to local-
ize between the pleckstrin homology (PH) lipid-binding domain
and the stalk in the dynamin structure (Figure 5A). We first deter-
mined if lipid binding was affected by the inclusion of this exon.
Full-length purified recombinant DNM2 proteins with or without
the exon 12B peptide were produced (Supplemental Figure 7).
Cosedimentation assays were performed in the presence of lipo-
somes and confirmed that the ubiquitous isoform of DNM2 (-12B)

Table 3. Number of exon bridging reads over total sequence reads identified in GTEx for BIN1 and DNM2 muscle-specific exons

represented in Figure 4A

Exon Muscle
RPKM total (%) Skeletal Cardiac
BNt n 3,326/3,339 (99%) 5/34 (15%)
DhM2 12B 27111 (24%) 3/151 (2%)

RPKM, reads per kilobase per million mapped reads.

Brain Nerve
Spinal cord Cerebellum Cortex Tibial
1/519 (0%) 1/266 (0%) 2/344 (0%) 6/300 (2%)
0/200 (0%) 0784 (0%) 0/83 (0%) 0/176 (0%)
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Figure 5. BIN1inhibits DNM2 in an isoform-dependent manner. (A) Crystal structure model of nucleotide-free human dynamin 1 (adapted from Faeber
et al., ref. 52) using PyMOL. The GTPase domain (green), middle domain (light blue), and GTPase effector domain (GED, orange) forming the stalk, and the
PH domain (yellow), are depicted, with the sites of DNM2 mutations linked to CNM indicated (red). The peptide encoded by 12B in human (CYYTEQLVTC)

spans from position 497 (black 1), followed by 18 unresolved amino acids, and

then amino acid 518 (black 2). (B) Cosedimentation assays were performed

with recombinant proteins to determine protein binding (in pellet fraction) relative to total protein (pellet+soluble, see Supplemental Figure 7 for raw
data), in the presence of liposomes and PIP2. Results are represented as a fold difference versus DNM2 alone. (C) Malachite green assay with DNM2 (+12B)
and BIN1 (+exon 11 [Iso8] and -exon 11[Is09]) isoforms, with DNM2/BIN1 at a ratio of 1:4. Brain polar lipids with additional 5% PIP2 were used. Results are

shown as catalytic rate (mol/mol/min). Results in B and C are an average of 2

(C) or 4 (B) independent experiments. Graph represents the mean + SEM.

One-way (B and C) or 2-way (C) ANOVA test was used as described in the Methods section. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001.

binds Folch liposomes derived from bovine brain, both in the
presence or absence of 5% additional phosphatidylinositol 4,5~
bisphosphate (PIP2) (Figure 5B), as previously shown for DNM2
(35). The skeletal muscle-specific isoform of DNM2 (+12B) can
also bind liposomes with or without PIP2 (Figure 5B).

While previous in vitro orin cellulo studies suggested that BIN1
recruits and activates dynamins at membranes for endocytosis,
our in vivo rescue data support the hypothesis that BIN1 is rathera
negative regulator of DNM2 activity in skeletal muscle. To assess
if BIN1 directly inhibits DNM2, we measured GTP hydrolysis by
DNM?2. Firstly, the GTPase activity of the ubiquitous DNM2-12B
was strongly activated by lipids, as previously known (36). Here
we show that the DNM2+12B isoform is also activated with lip-
ids (Figure 5C and Supplemental Figure 7). Strikingly, addition of
BIN1 with or without exon 11 reduced DNM2-12B activity but did
not impact DNM2+12B activity, indicating that BIN1 inhibits GTP
hydrolysis by the ubiquitous and predominantly skeletal muscle
developmental DNM2 isoform, but not the muscle-specific adult
isoform. Thus, muscle maturation correlates with the appearance
and predominance of a muscle-specific DNM2 isoform (+12B)
with decreased regulation by BIN1. Taken together with the sub-
cellular localization data, it suggests that BIN1 inhibits DNM2
activity during muscle maturation, while the adult DNM2 muscle-
specific isoform is uncoupled from BIN1. As BIN1 appears to regu-

late the embryonic DNM2 isoform but not the adult muscle form,
it suggests that adult deletion of Binl may not be lethal. Indeed,
we found that contrary to embryonic knockout of Bini, knockout
of Binl in adult skeletal muscles, using the inducible Cre recom-
binase expression system, is not lethal (Supplemental Figure 8),
supporting the concept that BINI is essential for skeletal muscle
development but less for muscle maintenance.

Discussion
The ubiquitous BIN1 and DNM2 proteins are well known to par-
ticipate in membrane remodeling during endocytosis, and in vitro
data suggested that amphiphysin proteins recruit and activate
dynamins (37). Conversely, we found in this study an antagonistic
balance between BIN1and DNM2, supporting that BIN1is a nega-
tive regulator of DNM2 in vivo, at least in skeletal muscle. This
underlines that studying regulatory mechanisms in vivo in rele-
vant tissues where specific isoforms are expressed gives a detailed
and somehow unexpected view of these mechanisms. These data
call for further analysis of dynamin regulation by amphiphysins
in additional physiological contexts. Whether this is also true
for dynamin 1, the brain dynamin implicated in synaptic vesicle
replenishment (38, 39), remains to be determined.

During muscle development BIN1 and DNM2 strongly colo-
calize (Figure 4). At this stage the GTPase activity of the major
Number12  December 2017
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DNM2 isoform is inhibited by BIN1 (Figure 5). The appearance
and enrichment of muscle-specific BIN1 and DNM2 isoforms cor-
relate with the maturation of T-tubules, and is accompanied by a
decreased sensitivity of DNM2 GTPase activity to BIN1 and the
relocalization of DNM2 to the actin-rich I-band partly away from
the triad. Thus, for normal muscle formation, BIN1would partial-
ly inhibit DNM2 function on nascent T-tubules. BIN1 and DNM2
muscle-specific exons encode amino acids that are located within
or close to regions essential for intramolecular regulation; the PI-
binding domain binds the SH3 domain in BIN1 (40) and for DNM2
the PH-stalk domain interface mediates assembly of dimers (37).
Thus, BIN1 and DNM2 achieve muscle-specific functions during
muscle maturation. These findings indicate for the first time to
our knowledge a molecular explanation for the muscle specificity
of CNMs. As Binl”* Dnm2* mice develop normally to adulthood
with well-organized triads without BIN1, it is rather the BINI-
DNM2 balance that is important for muscle maturation. Poten-
tially, unregulated DNM2, due either to BIN1 alteration or DNM2
mutations, would compromise this BIN1-DNM?2 balance and sub-
sequently muscle maturation/maintenance, leading to CNMs.

Here we show that reducing DNM2 in Binl”~ mice rescues its
neonatal lethality, providing a potential therapeutic approach for
patients with BIN1mutation. Werecently discovered that reduction
of DNM2 can rescue the lifespan and several pathological features
of amurine model of myotubular myopathy, which is the X-linked
form of CNM due to mutations in the PI phosphatase MTM1 (20,
41). Altogether, these results indicate that both MTM1and BIN1 act
upstream of DNM2. Indeed, BIN1 can bind to MTM1 and also to
DNM2, and BIN1-CNM mutations interfere with its ability to inter-
actwithMTM1and DNM2 (7, 42), indicating the importance of this
pathway in muscle and disease. Moreover, DNM2 downregulation
becomes a potential strategy to rescue several myopathy forms
(linked to either MTM1 or BIN1 mutations). This adds credit to the
concept of cross-therapy where phenotypes due to loss of a CNM
protein (MTM1 or BIN1) are rescued by downregulating another
CNM protein (DNM?2). As BIN1 was also implicated in several can-
cers, arrhythmia, and late-onset Alzheimer disease (43), the epis-
tasis and potential therapeutic approach demonstrated here for
myopathies may trigger novel research directions and therapeutic
developments for these common diseases.

In conclusion, we show here that reduction of DNM2 can res-
cue the neonatal lethality due to BIN1 alteration in mice and that
the balance and specific regulation between muscle-specific iso-
forms of BIN1 and DNM2 is necessary for perinatal muscle matu-
ration. These findings highlight that BIN1 is a negative regulator
of DNM2 in vitro and in vivo, at least in muscle maturation, and
support DNM2 downregulation as a therapeutic strategy to rescue
several myopathy forms.

Methods

Materials

Primary antibodies used were mouse anti-DHPRq, (Ca,1.1) subunit
(MA3-920; Affinity Bioreagents), o-actinin (EA-53, Sigma-Aldrich),
caveolin-3 (clone 26, BD Biosciences), BIN1 (C99D, Upstate), and
glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH, MAB374;
Chemicon). Rabbit anti-DNM?2 antibodies (R2680 and R2865) (18)
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and anti-BIN1 (R2405) (7) were made onsite at the polyclonal anti-
body facility of the IGBMC. Alexa Fluor-conjugated secondary anti-
bodies were purchased from Invitrogen (Alexa Fluor 488 [A11001
and A11008] and Alexa Fluor 594 [A11005 and A11012]). Secondary
antibodies against mouse and rabbit IgG, conjugated with horserad-
ish peroxidase (HRP) were purchased from Jackson ImmunoResearch
Laboratories (catalog 115-035-146 and 111-036-045). An ECL kit was
purchased from Pierce. Plasmids, Sepharose, and PreScission for in
vitro enzymatic assays were purchased from GE Healthcare, and lip-
ids were purchased from Avanti Polar Lipids. Indo-1 calcium indicator
was purchased from Thermo Fisher Scientific.

Primary cell culture and differentiation

Primary myoblasts from WT newborn mice were prepared using a pro-
tocol adapted from De Palma et al. (44). After hind limb muscle isola-
tion, muscles were minced and digested for 1.5 hours in PBS contain-
ing 0.5 mg/ml collagenase (Sigma-Aldrich) and 3.5 mg/ml Dispase
(Gibco). Cell suspensions were filtered through a 40-pm cell strainer
and preplated in Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium (IMDM,
Gibco) with 10% FCS (Gibco), to discard the majority of fibroblasts
and contaminating cells, and then incubated for 3 hours. Nonadher-
ent myogenic cells were collected and plated in IMDM with 20% FCS
and 1% Chicken Embryo Extract (MP Biomedical) onto 1:100 Matri-
gel Reduced Factor (BD) in IMDM-coated fluorodishes. Differentia-
tion was triggered by switching the medium to IMDM with 2% horse
serum and 24 hours later a thick layer of matrigel (1:3 in IMDM) was
added. For immunofluorescence experiments, myotubes were treated
with 80 ng/ml agrin, and the medium was changed every2 days. Cells
in culture were prepared, fixed, and stained with antibodies against
BIN1-C99D (1:50) and DNM2-R2680 (1:200).

Primary cell culture and calcium measurements

Primary myoblasts from WT, BinI*", or Binl”- mice at E18.5 were pre-
pared using a protocol adapted from De Palma et al. (44) as described
above, with minor modifications. Cells were incubated for 1.5 hours.
Nonadherent myogenic cells were collected and plated in IMDM
with 20% FCS and 1% Chicken Embryo Extract onto 1:100 Matrigel
Reduced Factor in IMDM-coated coverslips. Once cells reached 50%
confluence, they were incubated for 30 minutes with Indo-1 calcium
indicator (5 pM), and then washed and incubated for 30 minutes in
medium containing 2 mM calcium. Samples were viewed using a laser
scanning confocal microscope (TCS SP2; Leica Microsystems). Base-
line measurements were obtained by excitation at 338 nm, and then
the ratio of emission wavelengths was measured (405/485 nm, every 2
seconds). Following this, the medium was replaced with calcium-free
medium containing EGTA (1 mM) for 5 minutes, and then caffeine
was added (25 mM) to activate RYR1-mediated release of calcium
from the sarcoplasmic reticulum. The ratio of emission wavelengths
was measured (405/485 nm, every2 seconds).

RT-PCR and isoform detection

Total RNA was extracted from primary myoblasts, differentiated myo-
tubes, and mouse skeletal muscle (E18.5 and adult), using TRIzol (TRI
Reagent, Molecular Research Center). Reverse transcription (RT) was
performed using Superscript 11 reverse transcriptase (Invitrogen) with
1-2 pg of total RNA, and the presence of BIN1/DNM?2 isoforms was
detected using our previously described protocol (24). Primers used
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for PCR amplification were 5BIN1, ATGGCAGAGATGGGGAG-
CAAGG; 3'BIN1, TCACTGCACCCGCTCTGTAAAATT; 5'DNM2,
CTAGAGTTGTCTGGTGGAGC; and 3'DNM2, GCTTCATGTCCAA-
CAAGCACG. More than 30 cDNA clones were sequenced for each
sample. The GTEx database was analyzed for the presence of BIN1
and DNM2 isoforms in various tissues (www.gtexportal.org; latest ver-
sion V6 dbGaP Accession phs000424.v6.p1) (31).

Immunofluorescence assays

Primary cells were fixed in 4% paraformaldehyde (PFA) for 20 minutes,
permeabilized with Triton X-100 (0.2% in PBS), and nonspecific sites
were blocked with 10% FCS and 0.1% Triton X-100 in PBS. Primary
antibodies were added overnight at 4°C in 0.1% Triton X-100 and 3%
FCSin PBS. The followingantibodies were used: anti-BIN1 (clone C99D,
Sigma-Aldrich) and anti-dynamin 2 (R2680, IGBMC). These antibodies
were revealed by employing anti-rabbit Alexa Fluor 594-conjugated or
anti-mouse Alexa Fluor 488-conjugated secondary antibodies (Invi-
trogen). Nuclei were stained with Hoechst 33528 (Sigma-Aldrich) and
samples were mounted in FluorSave reagent (Calbiochem).

Protein purification and GTPase activity assay

DNM2+12b was generated by primer-directed PCR mutagenesis
from the WT construct using primers (hsDNM12B forward, 5'CTG-
TTACTATACTGAGCAGCTGGTGACCTGTGCCCAGCAGAGGAG
CACGC3'; hsDNMI12B reverse, 5'CAGGTCACCAGCTGCTCAGTA-
TAGTAACAGTTGGCAAACCCGATGAAGTC3) and recombinant
DNM2 proteins were produced from pVL1392 plasmids in SF9 cells with
the baculovirus system as described previously (45). Briefly, a transfec-
tion was performed with DNM2(+12B) plasmids to produce viruses. SF9
cells were infected with viruses and then grown for 3 days at 27°C, and
then centrifuged at 2,000 g for 5 minutes. DNM2 recombinant proteins
were purified with amphiphysin-SH3 bound to Glutathione-Sepharose
4B beads (GE Healthcare) as previously described (46). BIN1 recombi-
nant protein was produced from pGEX6P1 plasmid in E. coli BL21.
E. coli producing BINI were induced with IPTG (0.5 mM) for 3 hours
at 37°C, centrifuged at 7,500 g, and then proteins were purified using
Glutathione Sepharose 4B beads. The GST tag was cut by PreScission
enzyme on the beads and the flow through was recovered. DNM2 and
BIN1 recombinant proteins were used at a ratio of 1:1 or 1:4 as described
(DNM2/BIN1). A malachite green assay for GTP hydrolysis using lipids
(95% Brain Polar Lipid Extract and 5% PIP2, both Avanti Polar Lipids)
was performed as described previously (47) with a reaction time of 5
minutes at 37°C. Two controls were used for this experiment: one with
GTP, liposomes, and buffer (no dynamin); and one with dynamin, lipo-
somes, and buffer (no GTP). Both controls produced zero values.

Cosedimentation assay

This assay was performed as described previously (48). Briefly, 2 uM
DNM2 recombinant proteins were mixed with liposomes with or
without PIP2 (PE/PC, 80:20, total 1 mg/ml) for 15 minutes at room
temperature. High-speed centrifugation was performed to separate
pellet and supernatant. The pellet was resuspended and both pellet
and supernatant were run in an SDS-PAGE gel. Protein bands were
visualized after staining the gel with 2,2,2-trichloroethanol (TCE, Sig-
ma-Aldrich) following activation by UV, allowing labeling of the Trp
residues in the DNM2 protein. The ImageLab software from Bio-Rad
was used for image acquisition and quantification.
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Generation of mouse lines

Bin1 exon 20-KOmice. The targeting vector was created with LoxP sites
flanking exon 20 in a Bin exon 20-KO mouse line (referred to here
as Bini+") (Figure 1 and Figure 4), linearized, and electroporated into
embryonic stem (ES) cells. Recombinant ES cells were injected into
C57BL /6 blastocysts that were implanted in pseudopregnant females
and germline transmission determined. Recombination was triggered
using the CMV promoter. The mice were bred on a B6] background.

Dunm2 heterozygous mice. The creation of Dnm2*~ mice deleted for
exon 8 was desctibed previously (20).

BinI/- Dnm2¥- mice. Female heterozygous BinI* mice were bred
with male Dnm2*- mice to produce 4 possible genotypes in male off-
spring: Bini** Dnm2%*+ (WT), Binl¥* Dnm2+-, Binl*~ Dnm2+*, and
Bin*~ Dnm2%~. In the next step, male or female BinI*~ Dnm2*" mice
were crossed with a female or male Bin1*- Dnm2*%*. This cross yielded
6 possible genotypes: Binl** Dnm2+* (WT), Binl*/* Dnm2¥-, Binl*-
Dnm2**, Binl*~ Dnm2¥-, Binl’- Dnm2**, and Binl”~ Dnm2¥- (Figure
1B). We analyzed female and male Binl7- Dnm2*- mice and compared
them to the WT littermates.

Animal experiments

Animals were housed in a temperature-controlled room (19°C-22°C)
with a 12-hour light/dark cycle. Mice were weighed weekly until 1 year
of age. Mice were humanely killed when required by CO, inhalation
followed by cervical dislocation, according to national and European
legislations on animal experimentation. Muscles and other tissues
were dissected and frozen in nitrogen-cooled isopentane and liquid
nitrogen for histological and immunoblot assays, respectively. For
dissection of E18.5 mice, animals were sacrificed by decapitation and
pups were dissected. Hind limbs were snap frozen in liquid nitrogen-
cooled isopentane and prepared for histology and immunofluores-
cence as described below.

Phenotyping of Bin?/- and Dnm2*/- mice

Mice aged 10-15 weeks were phenotyped under the EUMODIC phe-
notyping program (http://www.eumodic.eu/) with results made pub-
licly available (http://www.europhenome.org/). In both cases male
and female mutant mice were comparable to the WT littermates.
Blood chemistry, ECG measurements, Dexascan, and QNMR present-
ed here for male mice (# = minimum 10 per group) were performed as
part of pipelines 1and 2 of the EUMODIC phenotyping program, at the
Institut Clinique de la Souris (ICS, Illkirch, France; www.ics-mci.ft).

Grip (2 and 4 paws), hang, and rotarod tests

Grip strength tests were performed by placing the 2 front paws or all 4
paws on the grid of a dynamometer (Bioseb) and mice were pulled by
the tail in the opposite direction. The maximal strength exerted by the
mouse before losing grip was recorded. Three trials per mouse were
performed, with 30 seconds of rest between trials (2-paws test, n =
minimum 5 mice per group; 4-paws test, # = 5-7 mice per group). For
the hanging test, mice were suspended from a cage lid for a maximum
of 60 seconds. The time when the mouse fell off the cage was recorded
for each trial. Three trials per mouse were performed. In the rotarod
test, coordination and whole-body muscle strength were tested using
an accelerated rotating rod test (Panlab). Mice were placed on the rod,
which accelerated from 4 to 40 rpm during 5 minutes. Three trials
per day, with 5 minutes of rest between trials were performed for day
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1 (training day), and then 4 days which were recorded. Animals were
scored for their latencyto fall (inseconds). The mean of the 3 trials was
calculated for each experiment listed above (z = 5-7 mice per group).

TA muscle contractile properties

Muscle force measurements were evaluated by measuring in situ
muscle contraction in response to nerve and muscle stimulation, as
described previously with a force transducer {(Aurora Scientific) (18,
49). Results from nerve stimulation are shown (z = 5-11 mice per
group). Fatigue was measured astime taken to reach 50% of the maxi-
mum force produced. After contractile measurements, the animals
were killed by cervical dislocation. TA muscles were then dissected
and weighed to determine specific maximal force.

Western blotting

Mouse muscles were minced and homogenized on ice for 3 times 30
seconds (Ultra Turrax homogenizer) in 10 times the weight/volume of
1% NP-40 Tris-Cl buffer, pH 8, then extracted for 30 minutes at 4°C.
Protein concentration was determined using a DC Protein Assay kit
(Bio-Rad), and lysates analyzed by SDS-PAGE and Western blotting
on nitrocellulose membranes. Primary antibodies used were DNM2-
R2680 (1:500), DNM2-R2865 (1:500), BIN1-R2405 (1:1,000), and
GAPDH (1:10,000); secondary antibodies were anti-rabbit HRP or
anti-mouse HRP (1:10,000). Western blot films were scanned and
band intensities were determined using Image] software (NIH, http://
rsb.info.nih.gov/ij/, 1997-2009). Densitometry values were standard-
ized to corresponding total GAPDH values and expressed as a fold dif-
ference relative to the indicated control ( = 3-5 mice per group).

Histological and immunofluorescence analysis of skeletal muscle
Longitudinal and transverse cryosections (8 um) of mouse skeletal
muscles were prepared, fixed, and stained with antibodies against
DHPRa, (1:100), a-actinin (1:1,000), caveolin-3 (1:1,000); DNM2-
R2680 (1:200), and BIN1-C99D (1:100). Samples were viewed using
a laser scanning confocal microscope (TCS SP8; Leica Microsystems).
Air-dried transverse sections were fixed and stained with H&E or for
SDH, and image acquisition performed with a slide scanner Nano-
Zoomer 2 HT equipped with the fluorescence module L11600-21
(Hamamatsu Photonics) or a DMRXA2 microscope (Leica Micro-
systems Gmbh). Cross-sectional area (CSA) was analyzed in H&E-
stained sections from TA mouse skeletal muscle, using FIJI image
analysis software. CSA (um?) was calculated (>500 fibers per mouse)
from 4-7 mice per group. The percentage of TA muscle fibers with
centralized or internalized nucleiwas counted in more than 500 fibers
from 4-6 mice using the cell counter plugin in Image].

Transmission electron microscopy

TA muscle biopsies were fixed with 2.5% glutaraldehyde in 0.1 M cac-
odylate buffer (pH 7.2) and processed as described previously (18, 50).
Triad structures were identified on longitudinal sections of muscle and
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the number of triads per sarcomere was quantified. The ratio of triads/
sarcomere was calculated by dividing number of triads clearly identified
by the total number of sarcomeres present in the image, as described pre-
viously (51). Fortyto 80 triads were counted per mouse, 3 mice/genotype.

Microscopy and analysis

All microscopy was performed at the IGBMC Imaging Centre. All
samples for microscopy were mounted in Fluorsave reagent (Merck)
and viewed at room temperature. Light microscopy was performed
using a fluorescence microscope (DM4000; Leica microsystems)
fitted with a color CCD camera (CoolSNAP CF color, Photometrics).
Confocal microscopy was performed using a confocal laser scanning
microscope (TCS SP2 or SP5; Leica Microsystems). Image] and FIJI
analysis software were used for image analysis.

Statistics

Statistical analysis was performed using the unpaired 2-tailed Stu-
dent’sttestunless stated otherwise. When stated, a 1- or 2-way ANOVA
test was used with Bonferroni or Dunn’s Multiple Comparison post hoc
test. P values less than 0.05 were considered significant.

Study approval
Animal experimentation was approved by the institutional ethical
committee Com’Eth IGBMC-ICS (2012-128, 2013-034).
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4.4 Edition du génome in vivo (résultats préliminaires)

Afin d’¢établir la preuve de concept de I’inactivation ou la correction allele spécifique de la
mutation DNM2 R465W, j’ai croisé la souris KI Dnm2R*W* avec la souris KI Cas9
homozygote (Platt, Chen et al. 2014) qui exprime la Cas9 de manicre constitutive. La
descendants KI Dnm2R4SW™* expriment la Cas9. J’ai ensuite injecté en intramusculaire
(tibialis antérieur ; TA) des AAV codant pour un guide ARN et la CFP et contenant la matrice
de réparation. Malgré que la voie de I’HDR ne soit pas active dans les cellules post-mitotiques
notamment les fibres musculaires, la correction des cellules satellites par cette voie reste
envisageable. A 1’age de 8 semaines (5 semaines apres les injections), j’ai prélevé le TA. Afin
de quantifier les modifications de I’allele muté, j’ai congu des amorces qui n’amplifient que
cet allele vu qu’il présente un site loxP dans la séquence intronique aprés 1’exon 11. Les
produits de PCR ont ét¢ migrés sur un gel d’acrylamide 10% natif apres formation
d’hétéroduplexes avec des cycles de dénaturation-renaturation de I’ADN. La présence d’un
mosaicisme d’indels entraine la formation d’hétéroduplexes (Figure 13C) qui migrent plus
lentement que les homoduplexes a cause de 1’angle ouvert formé entre les deux brins
mésappariés. Ces produits de PCR ne présentent pas cet aspect de « smear » apres migration
sur gel d’agarose (Figure 13 A,B). En quantifiant I’intensit¢ de ces bandes par rapport a
I’intensité globale et apres soustraction du fond non spécifique (souris injectées avec un AAV
vide), j’ai pu évaluer de manicre semi-quantitative le pourcentage des alleles mutés qui ont
été modifiés par le systeme CRISPR/Cas9 (Tableau 2). Les résultats préliminaires montrent
une efficacité des guides allele-spécifiques variant de 13% a 46%. Celle du guide pan-
allélique est de 18%.

Afin de déterminer la spécificité de ces guides, j’ai congu des amorces qui sont perturbés par
le site loxP (voir la publication 1 Figure supplémentaire S2) et qui n’amplifient que 1’all¢le
WT. En utilisant la méme technique de quantification des hétéroduplexes, j’ai pu évaluer les

modifications de 1’allele WT (Figure 13 B,D). Les guides all¢le-spécifiques ont entrainé des
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modifications variant de 0,5% a 3,3%. Le ratio entre le taux de modification de 1’alléle muté
divisé sur celui de I’alléle WT refléte I’allele spécificité du guide utilisé. Ce ratio est de 31 et
89 pour le guide C19 et de 6,5 et 9,21 pour le guide C20.

Ce ratio est de 1 pour le guide pan-allélique ce qui montre que ce guide cible de maniére
équivalente les 2 all¢les.

Afin d’évaluer I’impact des indels sur I’expression de la DNM2, le taux de cette protéine a été
quantifi¢ par Western-blot (Figure 13E). En considérant la moyenne du taux de la DNM2 des
TA injectés par des AAV vides comme référence, I’expression de DNM2 a été réduite de
presque la moitié (43% a 69%) (Tableau 2) dans les TA injectés par les différents guides

ARN.
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5 Discussion et perspectives

5.1 Les myoblastes immortalisés comme modéle cellulaire pour étudier
I’impact des mutations CNM-DNM2

Un des objectifs de mon projet est de décrire des phénotypes liés a la mutation DNM?2
R465W et de tester ’efficacité et I’allele-spécificité de 1’outil CRISPR/Cas9 dans un contexte
de mutation hétérozygote. J’ai ainsi immortalis¢ des myoblastes de souris WT et KI
Dnm2R465W* et établi des lignées stables. Ces lignées proviennent de clones isolés et donc
présentent des caractéristiques homogenes. Ces lignées ont permis d’étudier I’impact de la
mutation DNM2 R465W sur plusieurs processus cellulaires dans un contexte qui se rapproche
du muscle, qui représente le tissu affecté dans la myopathie centronucléaire. Ces myoblastes
se différentient en myotubes apres 7 jours de différentiation et expriment les facteurs
myogéniques ce qui suggere que I’immortalisation n’a pas affecté leur potentiel myogénique
et leur capacité a fusionner en myotubes. L’ immortalisation de cellules implique 1’insertion de
genes dit oncogeénes qui perturbent le cycle cellulaire et induisent le non-arrét de la
prolifération. Parmi ces génes il y a le large antigéne T du virus SV40 (T-Ag), Bmi et
I’association du CDK4 (Cyclin-Dependent Kinase 4) et la télomérase (TERT). Le T-Ag est le
gene d’immortalisation le plus utilisé. Le facteur T-Ag agit en se fixant au pRb et p53.
Cependant, souvent les myoblastes immortalisés par ce gene perdent leur potentiel
myogénique. Bmi inhibe I’expression des suppresseurs de tumeur pl6 et pl19Arf. La cycline
D1 active la prolifération cellulaire en activant les kinases CDK4 et CDK6. En les
phosphorylant, elle inactive la protéine Rb et active ainsi le facteur de transcription E2F qui
active a son tour I’expression de génes de la phase S. Dans les myoblastes primaires humains
en culture, il faut associer le géne CDK4 au geéne hTERT afin de neutraliser le
raccourcissement des télomeres. Cependant plusieurs études ont rapporté que les myoblastes

de souris de laboratoire montrent de longs télomeres avec une activité¢ télomérase (TERT)

119



spontanée (Kipling 1997). Aprées les conseils du Dr. Anne Bigot (Institut de Myologie), j’ai
opté pour une immortalisation par le géne CDK4 sans le TERT. La quantification de la
DNM?2 dans les lignées WT et KI a montré un niveau comparable de DNM2 dans les
différentes lignées. Ainsi la mutation R465W n’a pas d’impact sur 1’expression de la protéine.
Durieux et al. n’ont pas observé de différence au niveau de I’ARN et la protéine DNM?2 dans
le muscle des souris nouveau-nées a PO ni dans les fibroblastes embryonnaires de souris
(Durieux, Vassilopoulos et al. 2012). Cela suggere que la physiopathologie de la maladie
n’implique pas de surexpression de la DNM?2.

L’immortalisation de myoblastes offre plusieurs avantages. Comparé a I’extraction de
myoblastes primaires, les lignées stables proviennent de 1’expansion de clones isolés et
présentent des caractéristiques plus reproductibles et plus homogenes relatives a la variabilité
due a I’extraction, la confluence et le passage des cellules. Elle permet aussi d’éviter de
sacrifier des souris ce qui est en cohérence avec les recommandations de 1’expérimentation
animale et notamment la régle des 3 R (Réduire, Raffiner, Remplacer).

D’autres ¢tudes ont évalué I'impact des mutations CNM-DNM2 sur plusieurs processus
cellulaires en utilisant des fibroblastes murins ou de patients ou en surexprimant les mutants
DNM?2 dans des cellules de type Cos et HeLa (Bitoun, Durieux et al. 2009, Koutsopoulos,
Koch et al. 2011). Les myoblastes immortalisés expriment des niveaux endogénes de DNM?2
dans un contexte qui se rapproche plus du tissu atteint : le muscle squelettique.

Ces lignées pourraient étre utilisées pour €lucider les mécanismes pathologiques cellulaires de
la myopathie centronucléaire a transmission dominante et le développement de thérapies tel

que le criblage d’inhibiteurs pharmacologiques de la DNM2.
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5.2 Mécanismes pathologiques cellulaires de la myopathie centronucléaire

a transmission autosomique dominante

La génération de lignées de myoblastes stables m’a permis d’étudier les mécanismes
pathologiques liés a la mutation DNM2 R465W au niveau cellulaire. La DNM2 ayant un réle
pléiotrope dans la cellule, j’ai exploré plusieurs voies cellulaires : endocytose, autophagie,

polymérisation de 1’actine, fusion des myoblastes et la fonction mitochondriale.

5.2.1 Endocytose

DNM2 est une GTPase impliquée dans la fission des vésicules durant 1’endocytose
dépendante de la clathrine. Pour mon projet, j’ai choisi un cargo bien caractérisé: la
transferrine et son récepteur. J’ai d’abord quantifié I’internalisation de la transferrine marquée
par CY3 dans les myoblastes murins immortalisés apres une étape de lavage acide qui permet
de s’affranchir de la transferrine membranaire. Ainsi le signal mesuré correspond a
Iinternalisation de la transferrine. Les myoblastes KI Dnm2R4W* montrent une
augmentation de I’internalisation de la transferrine a 10 et 20 min. Afin d’étudier la
contribution de la DNM2 a ce phénotype, les cellules ont été ensuite traitée par le dynole 34-
2, un inhibiteur allostérique de DNM2 (inhibe aussi les autres dynamines). L’inhibition de la
DNM?2 par le dynole 34-2 entraine une réduction de I’internalisation de la transferrine. Cela
prouve que le phénotype observé est 1i¢ a DNM2. Avec une concentration de 50 uM, le
phénotype observé dans le clone KI1 a été normalisé au niveau du WT, ce qui ouvre la voie
vers un potentiel criblage de molécules chimiques qui normalisent ce phénotype en vue d’un
traitement pharmacologique.

J’ai ensuite quantifié I’internalisation de la transferrine dans les myoblastes de patients portant
les mutations DNM2 R369Q et R465W. Compar¢ a trois lignées saines provenant de trois
personnes d’ages différents, les myoblastes mutés montrent une augmentation de

I’internalisation de la transferrine. J’ai ainsi observé le méme phénotype dans des myoblastes
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provenant de deux especes différentes exprimant une DNM2 mutée. Ces résultats renforcent
I’hypothese de gain-de-fonction des mutations CNM-DNM2. Plusieurs études ont caractérisé
les mutants DNM2 in vitro, en purifiant des protéines recombinantes. Le mutant R465W
montre une activit¢ GTPasique augmentée et une dissociation dépendante du GTP diminuée
comparées a DNM2 WT (Wang, Barylko et al. 2010). Chin ef al. ont mesuré la capacité de ce
mutant a catalyser la fission des membranes (Chin, Lee et al. 2015). Ils ont observé une
activité augmentée de la protéine mutée et que cette fission est encore plus augmentée en
présence du domaine N-BAR de I’endophiline. Ils ont aussi trouvé que contrairement a
DNM?2 WT, le mutant pouvait tubuler des membranes méme en absence du GTP. Ils ont aussi
observé des effets comparables dans d’autres mutations CNM-DNM2 (E368K, E560K,
A618T, S619L, E650K). Les auteurs ont expliqué cette hyperactivité par un auto-assemblage
plus marqué dans les mutants CNM-DNM?2 et que la dissociation de DNM2 des membranes
apres ajout de GTP était diminuée chez ces mutants. Ces résultats obtenus in vitro montrent
une hyperactivité des mutations CNM-DNM2 et donc un mécanisme gain-de-fonction de ces
mutations. Mes résultats obtenus dans les myoblastes murins et de patients sont en cohérence
avec ces observations. Il s’agit de la premicre fois ou une augmentation de I’internalisation de
la transferrine imputable a des mutations CNM-DNM2 a été rapportée. Plusieurs études
précédentes ont décrit I’impact de ces mutations soit en surexprimant le mutant dans des
lignées utilisées en routine soit en utilisant d’autres modeles cellulaires.

Bitoun et al. ont transfecté¢ des cellules COS7 avec des constructions DNM2 marquée par la
GFP et ont observé que les mutations R465W, K562E, E625del et E650K diminuaient
I’internalisation de la transferrine (Bitoun, Durieux et al. 2009). Dr. Koutsopoulos, une
chercheuse post-doctorante a pu reproduire ces résultats dans notre laboratoire en utilisant des
cellules COS1 (Koutsopoulos, Koch et al. 2011). Brown et al. ont utilisé des cellules HEK293

et n’ont pas observé de défaut d’endocytose de transferrine causé par la mutation R465W
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(Brown, Collett et al. 2017). Ces résultats ont ¢t¢ donc déduits apres surexpression transitoire
de la protéine mutée, et le niveau d’expression était variable entre les cellules au sein de la
méme expérience, ce qui ne refléte ni les conditions physiopathologiques de la maladie ni les
effets des alleles autosomiques dominants. En effet, mes résultats et ceux de Durieux et al.
n’ont pas montré de surexpression de la DNM2 mutée. Les phénotypes observés seraient dus
a des effets non spécifiques causés par la cytotoxicité de la surexpression de DNM2. Dans
notre laboratoire, nous avons démontré que I’injection d’AAV codant pour la DNM2 WT
dans les muscles de souris WT entrainait une surexpression de la DNM2 et des phénotypes de
myopathie centronucléaire, d’ou la nécessit¢ d’avoir un modele cellulaire avec un
environnement plus fidéle au contexte physiopathologique.

D’autres ¢tudes se sont intéressées aux biopsies de patients et notamment aux fibroblastes.
Bitoun et al. ont observé un défaut d’endocytose dans une lignée de fibroblastes de patient
portant la mutation R465W (Bitoun, Durieux et al. 2009) alors que Koutsopoulos ef al. (notre
laboratoire) ont comparé¢ plusieurs lignées de patients (R465W et S619L) et n’ont pas observé
de défaut d’internalisation de la transferrine (Koutsopoulos, Koch et al. 2011). Durieux et al.
ont aussi quantifi¢ I’internalisation de la transferrine dans les fibroblastes de souris KI
Dnm2R$WV (hétérozygotes), Dnm2R4$OWRISW (homozygotes) et WT et n’ont observé de
défaut d’endocytose quand dans les fibroblastes homozygotes ce qui conforte 1’hypothése
d’effets non spécifiques d’un taux élevé de la protéine mutée comparée a la prot¢ine WT
(Durieux, Vignaud et al. 2010).

L’¢équipe du Dr. Sandra L. Schmid étudie aussi les fonctions de DNM2 au cours de
I’endocytose. Ils ont généré une lignée de fibroblastes de souris KO hétérozygote pour la
DNM2 (Dnm2™"). Afin de créer des lignées stables des mutants CNM-DNM?2, ces

fibroblastes ont ét¢ infectés par des rétrovirus qui codent pour des mutants DNM2 et WT
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marqués par la GFP. En comparant plusieurs mutants au WT, ils n’ont pas observé de défaut
d’internalisation de la transferrine (Liu, Lukiyanchuk et al. 2011).

L’effet dominant négatif des mutations CNM-DNM2 a été observé au cours d’expériences
basées sur la surexpression transitoire des mutants CNM-DNM2. Cet effet est controversé
chez les fibroblastes de patients et absent dans les lignées de fibroblastes stables générées par
I’équipe du Dr. Sandra L. Schmid. Il faut noter que c’est la premicre fois que 1’endocytose a
¢été quantifiée dans des myoblastes, qui proviennent du tissu affecté dans les myopathies. Mes
résultats sont déduits de lignées qui expriment la DNM2 a un niveau endogene sans perturber
I’équilibre entre les alleles WT et muté. Cette étude a permis de clarifier une controverse.
L’effet gain-de-fonction suggéré par les précédentes études in vitro a été confirmé dans les
myoblastes humains et murins et ainsi dans un environnement cellulaire qui se rapproche plus
de la pathologie. L’inactivation ou la correction allele spécifique par CRISPR/Cas9 a corrigé

ce phénotype ce qui renforce I’hypothése gain-de-fonction.

5.2.2 Autophagie

DNM?2 est impliquée dans le processus de reformation des autolysosomes (ALR) (Chen and
Yu 2018). La lipidation de LC3 représente un marqueur majeur de 1’autophagie. A 1’état
basal, les myoblastes KI Dnm2R493W* présentent une augmentation du taux de LC3-II. Aprés
traitement avec la bafylomicine A1 (BafAl), un inhibiteur de la dégradation du contenu des
lysosomes, le ratio LC3-II cellules traitées/non traitées est diminué¢ de moitié chez les
myoblastes KI comparés aux WT. Cela suggere que 1’augmentation du niveau de LC3-II dans
ces myoblastes était due a une accumulation et non pas a une augmentation de 1’expression de
LC3-II. Cette accumulation suggere ainsi un ralentissement partiel de la dégradation des
autolysosomes. Par la suite, afin de vérifier la présence de défaut d’induction de 1’autophagie,

les cellules ont été cultivées dans un milieu pauvre en nutriments pour activer I’autophagie.
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Le niveau de LC3-II était comparable entre les lignées KI et WT, ce qui ne suggére pas de
défaut de la phase d’induction de I’autophagie (résultat non publié).

L’impact des mutations CNM-DNM?2 sur I’endocytose a été étudié en détails dans plusieurs
types et modeles cellulaires mais leur impact sur I’autophagie a été rarement testé dans la
littérature. Durieux et al. se sont intéressés a 1’effet de la mutation DNM2 R465W dans les
fibroblastes embryonnaires de la souris KI Dnm2R463SWRA6SW 3 1>¢tat homozygote (les souris
homozygotes ne sont pas viables) (Durieux, Vassilopoulos et al. 2012). A 1’¢état basal,
I’augmentation de LC3-II induite par le traitement a la BafA1 était moins importante dans les
fibroblastes homozygotes que WT. Ce phénotype est comparable a celui que j’ai observé dans
les myoblastes hétérozygotes. En cultivant les cellules dans un milieu pauvre en nutriments,
les auteurs ont observé le méme défaut de LC3-II apres traitement a la BafAl alors que mes
résultats suggerent une tendance a la diminution sans étre statistiquement significatifs. A
I’instar de ces résultats, le défaut d’autophagie que j’ai observé dans les myoblastes
hétérozygotes est partiellement comparable a celui des fibroblastes homozygotes. La
différence que Durieux et al. ont observée pourrait étre expliquée par la présence de deux
alleles mutés. Leur hypothése était que la mutation DNM2 R465W entrainait un défaut
d’autophagie au niveau de la maturation des autophagosomes vu qu’ils ont observé une
diminution de I’acidification des autophagosomes alors que mes résultats convergent vers un
défaut de dégradation et d’un ralentissement du flux de 1’autophagie.

Afin de confirmer le phénotype observé, j’ai quantifi¢ la variation d’un autre marqueur de
I’autophagie en Western-blot : p62. Ni la privation des nutriments, ni le traitement par le
BafA1l n’a induit de changement du niveau de p62 au sein de la méme lignée de myoblastes
(résultats non publiés). Durieux et al. ont observé une différence entre WT et HMZ en
utilisant une technique d’immunofluorescence. Le fait que je n’ai pas observé de différence

pourrait s’expliquer par une compensation transcriptionnelle de p62. La quantification d’un
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autre marqueur d’autophagie, comme 1’ubiquitinylation, pourrait apporter une explication a
ces observations.

Afin d’évaluer I’autophagie dans un contexte hétérozygote, Durieux et al. ont quantifi¢ le
niveau de LC3-II dans le muscle de la souris KI Dnm2R43WV* aprés une période de jeline. Le
niveau de LC3-II était augmenté dans le muscle des souris KI ce qui suggere 1’implication de
DNM?2 dans la régulation de 1’autophagie.

Chez cette souris, les mémes auteurs ont déja décrit une augmentation de I’expression du gene
FOXO3a et une augmentation de la translocation nucléaire de sa forme active déphosphorylée
(Durieux, Vignaud et al. 2010). Ce facteur de transcription contrdle I’autophagie et la voie du
protéasome. L’expression de 1’ubiquitine ligase Murfl et Gabarapll est aussi augmentée, ce
qui suggere un déréglement de 1’autophagie.

Shulze et al. ont étudié¢ le role de DNM2 au cours de 1’autophagie (Schulze, Weller et al.
2013). En inhibant I’expression de la DNM2 par des siARN et son activité par le dynasore et
dynole 34-2, ils ont observé dans des hépatocytes (Hep3B) une augmentation du niveau de
LC3-II. Les cellules traitées ont montré un aspect de larges lysosomes, organisés en clusters
juxta-nucléaires. Ces structures suggéraient un blocage de 1’autophagie au stade
d’autolysosomes. Le traitement par un inhibiteur de la dégradation des autolysosomes n’a pas
modifi¢ le niveau de LC3-II des cellules DNM2 knock-down ce qui indique un déreéglement
du compartiment autolysosomal. Cette hypothése a été renforcée par 1’aspect de larges
autolysosomes en microscopie ¢€lectronique. L’inhibition de la DNM2 a aussi entrainé la
formation de tubules plus longs qui émergent des autolysosomes (LAMP1+) suggérant une
constriction de la membrane autolysosomale sans fission efficace.

Chen ef al. ont décrit le role de DNM2 comme mécano-enzyme qui libére les proto-lysosomes
qui sont LAMPI1+ et LC3- lors de I’ALR (Chen and Yu 2018). Durant I’ALR, la clathrine

forme des bourgeons a la surface des autolysosomes ou PIP5SKI1B catalyse la réaction pour
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former du PI(4,5)P>. La moto-protéine KIF5B entraine 1’élongation et la formation de tubules
au niveau des bourgeons de clathrine via son interaction avec le microtubule. La fission de
vésicules formées de novo serait médiée par la DNM2 (Figure 5).

Mes résultats apportent une preuve supplémentaire du role de la DNM2 dans la dynamique de

I’autophagie et montre que la mutation DNM2 R465W perturbe ce processus.

5.2.3 Impact de la mutation DNM2 sur la polymérisation de I’actine et I’état redox
mitochondrial

Afin d’évaluer I’effet de la mutation DNM2 sur la dynamique de I’actine dans les myoblastes
murins, j’ai mesuré¢ la formation de nouveaux filaments d’actine aprés une courte
perméabilisation avec la digitonine en présence de I’actine G monomérique marquée par
I’Alexa 488. La quantification de I’intensité globale refléte la polymérisation de novo de
I’actine. En comparant une lignée WT et KI, cette différence n’était pas statistiquement
significative. Gonzalez et al. ont observé un défaut de polymérisation de 1’actine dans les
myoblastes humains (RCMH) transfectés par les mutants DNM2 (R369W, R465W)
(Gonzalez-Jamett, Bacz-Matus et al. 2017). Contrairement & mes résultats, leurs conclusions
ont été basées sur la surexpression des mutants DNM2. D’autres expériences comme la
quantification du ratio de I’actine F/G dans les lignées de myoblastes murins permettraient de
clarifier I’'impact de la mutation R465W sur la dynamique de I’actine.

La DNM2 est aussi impliquée dans la fission mitochondriale. J’ai mesuré la production des
anions superoxides a I’état basal dans les myoblastes murins par une sonde fluorescente. Les
résultats n’ont pas montré de différence entre les myoblastes KI et WT. D’autres études ont
montré que la réduction du taux de DNM2 par des siARN a induit une ¢longation des
mitochondries avec la présence de sites de constriction ce qui prouve le role de DNM2 dans la
phase finale de scission mitochondriale (Lee, Westrate et al. 2016). D’autres expériences qui

permettraient de visualiser la forme, la taille, et la densit¢ du réseau des mitochondries
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pourraient apporter des informations supplémentaires sur 1’impact des mutations CNM-

DNM?2 sur la dynamique mitochondriale.

Pour résumer, cette partie de mon projet de thése a permis de caractériser deux phénotypes
cellulaires de la myopathie centronucléaire a transmission AD. L’intérét d’utiliser des
myoblastes consiste a étudier I’impact des mutations dans des lignées qui proviennent du tissu
affecté, le muscle et qui expriment un ratio protéine mutée/WT endogeéne. Le phénotype
d’augmentation de I’internalisation de la transferrine a été observé dans les myoblastes
humains et murins affectés. Cette augmentation serait en cohérence avec une hypothése gain-
de-fonction des mutations CNM-DNM2 qui entraineraient une protéine mutée suractive. Il
s’agit de la premiére fois qu’une augmentation de I’internalisation de la transferrine est
rapportée dans la littérature. Il s’agit aussi de la premicre fois ou des myoblastes ont été
utilisés pour décrire ce phénotype. Cette augmentation de 1’internalisation de la transferrine
pourrait étre expliquée par plusieurs hypothéses : Soit la protéine mutée est plus active donc
elle libere plus de vésicules d’endocytose, soit il y a plus de récepteurs membranaires de
transferrine en termes de densité, qui serait d0 a un recyclage excessif de ce récepteur. La
deuxiéme hypothése pourrait étre vérifiée en quantifiant les récepteurs de transferrine dans la
fraction membranaire et en quantifiant la voie de recyclage de la transferrine.

Le deuxiéme phénotype est le défaut de 1’autophagie qui a été rapporté dans la littérature dans
les fibroblastes embryonnaires de souris homozygotes. Mes résultats suggérent un
ralentissement partiel du flux d’autophagie a 1’étape de dégradation du contenu
autolysosomal. Cette hypothése pourrait étre vérifiée en quantifiant 1’ubiquitinylation par
Western-blot et en vérifiant la dégradation des autophagosomes par microscopie €lectronique.
D’autres processus cellulaires pourraient étre explorés comme la dynamique mitochondriale

et ’exocytose. J’ai commencé a mettre au point un protocole de quantification de 1’exocytose
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de GLUT4 en microscopie TIRF en utilisant une construction GLUT4 marquée par la GFP.
Gonzalez et al. ont observé un défaut d’exocytose du GLUT4 1i¢ aux mutations CNM-DNM2
dans les myoblastes RCMH transfectés par ces mutants (Gonzalez-Jamett, Bacz-Matus et al.

2017).

5.3 Inactivation et correction allele-spécifique de la mutation DNM2
R465W

5.3.1 Dans les cellules humaines

Afin de tester I’efficacité et la spécificité de 1’outil CRSIPR-Cas9 dans les cellules humaines,
nous disposons d’une lignée de fibroblastes immortalisés provenant d’un patient portant la
mutation DNM2 R465W et de cellules HeLa. Nous avons congu trois guides ARN : deux sont
allele-spécifiques et un pan-allélique. Le guide ARN all¢le-spécifique reconnait la séquence
mutée en 5’ du PAM (la mutation est en amont par rapport au PAM) alors que pour le guide
pan-allélique la mutation correspond au « N » du PAM NGG et donc ce guide reconnait la
séquence WT et mutée. Les cellules HeLa ont permis de valider les différents composants de
CRISPR/Cas9 : la nucléase Cas9, le guide ARN (pan-allélique) et la matrice de réparation
sous forme d’oligonucléotides simple-brin. Des clones NHEJ (13,5%) et HDR (9%) ont été
isolés. Dans les clones HDR plusieurs mutations silencieuses ont été insérées afin de créer ou
supprimer des sites de restrictions. Il est a noter que dans certains clones, la recombinaison
homologue était partielle et que certaines mutations n’ont pas ét¢ intégrées. Plus on s’¢loigne
du site de coupure de Cas9 moins les mutations silencieuses sont insérées.

Pour les fibroblastes de patient, j’ai testé les trois guides ARN. Un seul guide a été efficace et
a généré des clones édités. Ces clones ne présentaient que des indels (NHEJ) et pas d’HDR.
L’efficacité du guide C20 était de 60%. Dans tous les clones, seul I’allele muté a été cibl¢ et

inactivé de maniére spécifique.
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5.3.2 Dans les cellules murines

En suivant la méme stratégie des fibroblastes de patient, nous avons congu 2 guides all¢le-
spécifiques et un pan-allélique. L’analyse des clones de myoblastes de souris montre une
modification de I’ADN de 94 et 96% avec les 2 guides ARN allele-spécifiques et que seul
I’allele muté a été modifié ce qui confirme I’efficacité et la spécificité des guides utilisés. Seul
le guide C20 a généré des clones HDR (6%). Ni I’utilisation d’un inhibiteur de la voie du
NHE]J par le SCR7, ni d’un stimulateur de la voie de I’HDR, le RS-1, n’a augment¢ le taux de
cellules corrigées. Cela peut s’expliquer par 1’action de ces composants qui dépend du type

cellulaire et de la concentration adéquate pour chaque type cellulaire.

Certaines ¢tudes ont développé des stratégies d’édition du génome pour cibler des alléles
dominants. Montey et al. ont inactivé 1’alléle muté dans des fibroblastes de patients atteints de
la maladie de Huntington. Ils ont recherché les polymorphismes d’un seul nucléotide (SNP)
sur 1’allele muté au niveau de I’exon 1 du gene HTT et qui correspondaient au PAM de la
Cas9 ou Cpfl (Monteys, Ebanks et al. 2017). Leur but était de couper de part et d’autre de
I’exon 1 muté (répétitions CAG) en utilisant la voie NHEJ. L’all¢le spécificité est assurée par
les SNPs qui constituent les PAM. Cette stratégie ne peut pas étre appliquée a la séquence
d’intérét DNM2.

Yamamoto et al. ont se sont intéressés au syndrome de long QT causé par des mutations
hétérozygotes au niveau du geéne codant pour la calmoduline (CALM). Ils ont inactivé la
mutation CALM2-N98S dans des cellules souches pluripotentes induites de patient en
utilisant une Cas9 nickase couplée a deux guides ARN (Yamamoto, Makiyama et al. 2017).
Dans I’'un des deux guides, la mutation est incluse juste avant le PAM. A D’instar de cette
stratégie, nous avons congu les guides allele-spécifiques de maniére a inclure la mutation dans
la région critique « seed » nécessaire a I’activité¢ de la Cas9. L’utilisation de guides ARN

tronqués (18 nucléotides) qui ne sont pas tolérants envers les mésappariements augmente la
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spécificité de ces guides. Mon projet décrit une correction alleéle-spécifique d’une mutation
ponctuelle via la voie HDR dans des myoblastes.

Du point de vue de la stratégie de 1’allele spécificité, placer la mutation sur le PAM serait plus
spécifique que le mésappariement avec le guide ARN. En effet, si la Cas9 ne reconnait pas le
PAM, son action s’arréte a cette étape et il n’y aurait pas de coupure, alors que le systeme
CRISPR/Cas9 peut tolérer quelques mésappariements du guide ARN avec la séquence hors-

cible, et dans ce cas I’alléle WT.

5.3.3 Effet de ’inactivation ou la correction allele spécifique de la mutation DNM2
R465W

Plusieurs clones de myoblastes murins ont été isolés et s€équencés. Dans les clones présentant
des indels avec décalage de phase, le niveau de DNM2 a ¢été diminué autour de 50% ce qui
suggere I’introduction d’un codon stop au niveau de 1’allele muté et la production d’une
protéine tronquée qui n’est pas stable. Dans les clones corrigés ou présentant une délétion
sans décalage de phase, le niveau de DNM2 ¢était inchangé. L’inactivation ou la correction
allele-spécifique de la mutation DNM2 R465W a normalisé les deux phénotypes cellulaires
que j’ai décrits dans les myoblastes murins : 1’augmentation de 1’internalisation de la
transferrine et le défaut de 1’autophagie. Concernant 1’endocytose, cette inactivation ou
correction de I’allele muté a diminué 1’internalisation excessive de la transferrine. De plus en
utilisant un guide ARN pan-allélique, j’ai isol¢ un clone ou I’allele WT a été inactivé. Pour ce
clone le niveau de transferrine internalisée était comparable a celui des myoblastes non édités.
Cela apporte une preuve supplémentaire a 1I’hypothése gain-de-fonction des mutations CNM-

DNM2.
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5.4 Edition du génome in vivo

Apres avoir testé les guides ARN in cellulo, j’ai transféré I’outil CRISPR/Cas9 in vivo et
évalué son potentiel a cibler de maniere allele spécifique la mutation ponctuelle DNM?2
R465W. La génération de la souris KI Dnm2R4W™* qui exprime la Cas9 de maniére
constitutive a permis une expression stable de la Cas9. Le systtme CRISPR/Cas9 a été activé
par I’introduction du guide ARN par des injections intramusculaires d’AAV qui codent pour
ce guide. Cette stratégie a permis une relative facilité d’utilisation du systéeme CRISPR/Cas9
in vivo car un seul AAV est nécessaire pour son activation et de fournir la preuve de concept
de I’allele spécificité du systeme CRISPR/Cas9 dans le muscle. Le ratio entre le pourcentage
des modifications de I’allele muté divisé par celui de I’allele WT reflete 1’allele-spécificité du
guide ARN. Ce ratio était de 1 pour le guide pan-all¢lique ce qui prouve qu’il cible les deux
alleles de maniere équivalente. Pour les guides allele-spécifiques, ce ratio est plus élevé pour
le guide C19 ce qui peut étre expliqué par une meilleure efficacité et une meilleure spécificité
de ce guide ARN. De maniére générale, les guides ARN allele-spécifiques ont démontré une
faible activité « off-target » sur I’allele WT (0,5% a 3,3%) in vivo méme aprés une expression
prolongée de ’AAV (5 semaines).

Afin d’évaluer I’impact des indels induits par CRISPR/Cas9 sur 1’expression de la DNM2,
j’ai quantifié¢ le niveau protéique de DNM2. Dans les muscles injectés par les différents
guides le niveau de DNM2 a été réduit d’environ 50%. Cette réduction est plus importante
que celle prédite par les modifications génomiques. En effet le taux d’indels induits par
CRISPR/Cas9 sur les deux alléles n’a pas dépassé¢ 25%. Cette différence observée entre
I’inactivation génomique de Dnm?2 et la réduction du taux protéique pourrait étre expliquée
par la sensibilité¢ de la technique de quantification des modifications au niveau de I’ADN. La
technique de détection et de quantification des hétéroduplexes est un technique semi-
quantitative basée sur la migration différentielle des hétéroduplexes. Cette technique ne

fournit pas d’indications sur la nature des indels, notamment 1’indel d’un nucléotide qui
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représente 1’indel le plus fréquent induit par le systeme CRISPR/Cas9. De plus, sans
séquencer ces hétéroduplexes, il est difficile de vérifier si ce type d’indel peut étre résolu et
sépar¢ des homoduplexes sur gel d’acrylamide vu le mésappariement que d’un seul
nucléotide. Cela pourrait donc conduire a une sous-estimation de 1’efficacité¢ de I’édition du
génome par le systtme CRISPR/Cas9. En utilisant la méme approche et la méme souris qui
exprime la Cas9, Platt ef al. ont obtenu un taux d’indels de 85% aprés une injection locale
d’AAYV dans le cerveau (Platt, Chen et al. 2014). D’autres techniques permettant de quantifier
la formation d’hétéroduplexes pourraient apporter plus de précision a I’estimation de
Iefficacité des différents guides utilisés. Au cours de mon projet, j’ai tenté d’optimiser le
systéme Surveyor® qui comporte une nucléase qui coupe les hétéroduplexes au niveau du
mésappariement. En utilisant cette technique, je n’ai pas pu obtenir des résultats
reproductibles avec mes conditions expérimentales. Le « gold standard » pour quantifier et
déterminer la nature des modifications génomiques reste le séquencage haut débit. Cette
technique permettrait de détecter des éveénements tres rares tels que la correction de I’ADN
par la voie de ’HDR. Bengtsson et al. ont détect¢ de ’HDR dans le muscle de souris a un
taux de 0,8% en utilisant le séquencage haut débit (Bengtsson, Hall et al. 2017).

Mes résultats préliminaires ont montré aussi une réduction de la DNM2 d’environ 50%. En
supposant que cette réduction soit due majoritairement a 1’inactivation spécifique de 1’all¢le
muté, I’objectif thérapeutique serait atteint. En effet Cowling et al. ont démontré que les
souris exprimant 50% de DNM2 étaient viables et ne présentaient aucun phénotype.

Mes résultats préliminaires devraient €tre confirmés par un nombre suffisant de souris (n=5
pour chaque guide ARN). Ensuite, I’'impact de cette modification du génome sur les

phénotypes histopathologiques et musculaires devrait étre évalué.
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5.5 Moduler le systeme CRISPR/Cas9

En théorie, la correction des mutations serait 1’approche thérapeutique la plus radicale pour
guérir les maladies monogéniques. Cette modification est permanente. A la différence des
approches ciblant ’ARN, il suffit que la Cas9 modifie la séquence ciblée une seule fois pour
avoir un effet permanent. Or dans le cas ou le systétme CRISPR/Cas9 est délivré par des
AAV, I’expression est assurée par des épisomes et donc durable dans le temps, ce qui peut
entrainer des effets hors-cibles. Dans ce cas, une sécurisation de ce systéme est nécessaire. Le
couplage de la Cas9 a des prometteurs tissu-spécifiques et des AAV ayant un tropisme envers
un tissu bien défini réduirait la toxicité dans les tissus non atteints. L’utilisation du systéme
CRISPR/Cas9 sous forme d’ARNm ou complexe ribonucléoprotéique serait plus sure vu que
la cellule dispose d’ARNases et protéases qui dégradent ces deux formes. D’autres équipes
ont essay¢ de développer des anti-Cas9, une sorte d’antidote afin de stopper son action
(Pawluk, Davidson et al. 2018). La dynamique co-évolutionnaire entre les bactéries et les
phages a doté ces derniers par des systetme de défense contre CRISPR. Quatre protéines
virales anti-CRISPR de type II-A (AcrllA1-4) et trois anti CRISPR de type II-C (AcrlICI1-3)
ont ét¢ identifiées. AcrA1-4 mimeraient un ADN double-brin et occuperaient le site de liaison
au PAM empéchant ainsi la liaison de Cas9 a ’ADN cible. Les AcrC1-3 bloqueraient la
liaison de Cas9 a ’ADN et entraineraient la dimérisation de Cas9. Ces protéines pourraient
étre utilisées comme un systeme de modulation de la Cas9 qui bloquerait son action et
inhiberait les effets hors-cibles.

Une autre équipe a développé un systéme auto-inhibable : KamiCas9. Cette Cas9 serait
exprimée de manicre transitoire afin d’augmenter sa bio-sécurité (Merienne, Vachey et al.
2017). L’idée était de bloquer I’expression de la Cas9 en ajourant un deuxiéme guide ARN
sous le controle d’un promoteur faible 7SK et qui ciblerait I’ATG de Cas9 afin de bloquer la

translation. Dans les souris traitées par le systéme KamiCas9, les auteurs ont observé une
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réduction drastique du niveau protéique de la Cas9 sans affecter le taux de 1’édition du

génome du gene d’intérét muté (H77).

6 Conclusion générale

Durant mon projet de thése, j’ai établi des lignées stables de myoblastes murins afin d’étudier
I’impact de la mutation la plus fréquente DNM2 R465W (27%) causant la forme autosomique
dominante de la myopathie centronucléaire. Ce mode¢le cellulaire exprime la DNM2 a un
niveau endogéne. Parmi les processus cellulaires impliquant la DNM2 ¢étudiés, deux étaient
dérégulées par la mutation ; I’endocytose et I’autophagie. Ces phénotypes ont été corrigés par
I’inactivation ou la correction alléle spécifique de la mutation. J’ai pu aussi valider les guides
ARN sur ces myoblastes et transférer 1’outil CRISPR/Cas9 in vivo dans le modéle murin de la
pathologie. Les résultats préliminaires ont montré une grande spécificité des guides ARN
utilisés malgré une seule différence d’un nucléotide comparé a la séquence WT. La réduction
de la DNM2 a atteint I’objectif thérapeutique de 50% dans les muscles injectés. Cette
inactivation allele-spécifique de Dnm?2 pourrait améliorer les phénotypes histopathologiques
et musculaires de la souris KI Dnm2R4W* Les effets hors-cibles de ces guides ARN sur des
séquences prédites bio-informatiquement devraient étre évalués afin de s’assurer de la
biosécurité¢ du systéme CRISPR/Cas9 et des guides ARN utilisés. La capacité de cet outil
moléculaire de cibler spécifiquement 1’alléle muté dans un contexte de maladie autosomique
dominante pourrait ouvrir la voie pour les approches thérapeutiques pour ce type de maladies

souvent réfractaires aux thérapies géniques classiques par remplacement de genes.
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Figure 1: Principales caractéristiques cliniques et histologiques des patients atteints de
myopathie centronucléaire AD. (A) Photo d’une patiente de 7 ans atteinte de myopathie
centronucléaire AD présentant une faiblesse faciale modérée, ptosis et une « bouche
ouverte ». (B) Coupe transversale du muscle de la patiente aprés coloration I'hématoxyline et
a I'éosine (HE). Plusieurs noyaux sont localisés au centre des fibres musculaires. (D) Coupe
transversale du muscle de la patiente aprés coloration NADH-TR montrant 1’aspect
caractéristique du réarrangement sarcoplasmique radial sous forme de « rayons de roue ». (C)
Ultrastructure d’un noyau situé au centre d’une fibre musculaire montrant le réarrangement
sarcoplasmique radial. Adapté de (Romero and Bitoun 2011)
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Figure 2: Représentation schématiques des différents domaines composant la dynamine
2 avec les différentes mutations causant la myopathie centronucléaire AD. Domaine
GTPase, intermédiaire (middle), d’homologie a la Pleckstrine (PH), GTPase effector (GED),

riche en proline (PRD)

Mutation Exon Domaine Sévérité Apparition
E368K 8 Intermédiaire Sévere Néonatale / enfance
E368Q 8 Intermédiaire Variable Variable
R369W 8 Intermédiaire Modérée Adolescence /

adulte
R369Q 8 Intermédiaire Modérée Variable
F372C 8 Intermédiaire Sévere Enfance
V375G 8 Intermédiaire Sévere Néonatale
R465W 11 Intermédiaire Modérée Variable
R522C 15 PH Modérée Variable
R522H 15 PH Modérée Variable
R523G 15 PH Modérée Adulte
E540K 15 PH Sévere Adulte
E560K 16 PH Sévere Enfance
D614N 17 PH Modérée Adulte
A618D 17 PH Modérée Néonatale
A618T 17 PH Sévere Néonatale
S619L 17 PH Sévere Néonatale
S619W 17 PH Sévere Néonatale
L621P 17 PH Sévere Néonatale
V625del 17 PH Sévere Néonatale
P627R 17 PH Intermédiaire Néonatale / enfance
P627H 17 PH Sévere Enfance
E650K 18 GED Modérée Enfance

Tableau 1: Classification des mutations CNM-DNM2 selon la sévérité (Hohendah, Roux
et al. 2016).
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Figure 3: Mécanisme de fission membranaire par la dynamine 2. (A) Représentation
schématique des dimeres de DNM et de polymeéres d’hélices de DNM autour d’une matrice
tubulaire. L’interaction des domaines intermédiaires des monomeres de DNM entraine la
polymérisation de la DNM. Les polymeres DNM s’enroulent autour de la membrane.
L’hydrolyse du GTP entraine la dimérisation des domaines G (B) ce qui entraine une
constriction et la fission membranaire (C). (D) Photo en microscopie cryo-électronique
montrant un polymeére de DNM purifiée qui forme un tubule a partir de liposome. Adapté de
(Ferguson and De Camilli 2012).



Clathrin Adaptor
triskelia complex 2

Dynamin©@

o Transferrin
% T
l] Transferrin receptor

Figure 4: Représentation schématique de I’endocytose dépendante de la clathrine. Le
cargo internalisé sont la transferrine et son récepteur. La clathrine est un hexameére constitué
de trois chaines lourdes associées a des chaines légeres formant une structure a trois bras
appelée triskéle. Le complexe AP2 joue le role d’adaptateur. Lors de I’endocytose, ces
triskéles s’assemblent pour constituer des cages creuses. La DNM2 joue un role dans le
bourgeonnement des vésicules en s’assemblant sous forme d’anneau hélicoidal et en libérant
ces vésicules par constriction mécanique. Adapté de (Conner, Schmid et al. 2003)
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Figure 5: Représentation schématique du processus de reformation de lysosome
autophagique (ALR). Une extension membranaire contenant la clathrine est formée a partir
des autolysosomes. La moto-protéine KIF5B entraine 1’élongation et la formation de tubules
au niveau des bourgeons de clathrine via son interaction avec le microtubule. La fission
membranaire médié¢e par la DNM2 libére les proto-lysosomes. Adapté de ( Chen and Yu
2018)
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Figure 6: Illustration du fonctionnement du syst¢éme CRISPR/Cas9 comme immunité
adaptative chez les bactéries. La premiére phase d’adaptation consiste a acquérir et intégrer
les « spacers ». La deuxiéme étape consiste en la maturation du pre-crARN en crARN. La
troisiéme ¢étape est l’interférence avec la séquence cible. (Image disponible:
http://doudnalab.org/research_areas/crispr-systems/ ).
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Figure 7: Illustration du clivage de ’ADN double-brin par le systetme CRISPR/Cas9
comme immunité adaptative chez les bactéries. Aprés reconnaissance du PAM, Cas9
parcourt I’ADN a la recherche de séquence complémentaire au crARN. Les domaines HNH
et RuvC clivent les deux brins d’ADN a un endroit précis : 3 nucléotides en amont de
I’extrémité 5° du PAM. Image prise de (Yang 2015).
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Figure 8: Réparation de I’ADN par la voie du NHEJ. (A) Reconnaissance de la cassure
double brin par I’hétérodimere KU70/80 qui recrute la DNA-PKcs. (B) Formation de DNA-
PK qui s’autophosphoryle et phosphoryle d’autres protéines de la voie du NHEJ. (C) Les
polymérases et/ou nucléases procedent a la maturation des extrémités clivées. (D) La ligase
IV joint les deux extrémités. D’autres facteurs de type XRCC4 et XLF stabilisent le

complexe KU.
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Figure 9: Réparation de I’ADN par la voie de la recombinaison homologue. La premicre
étape consiste en la résection des extrémités des CDB qui implique le complexe MRX/MRN
formé par les protéines : MRE11, RADS50 et XRS2/NBS1, et CtIP. L’ADN simple brin est
stabilisé par les protéines RPA. En interagissant avec BRCA2 via PALB2, BRCAI stimule la
formation du complexe BRCA2-PALB2 qui recrute un acteur majeur de la recombinaison
homologue : I’ATPase Rad51 impliquée dans la recherche d’homologie. Un filament
nucléoprotéique est formé et s’enroule sur I’extrémité de I’ADN permettant I’invasion de
brin homologue.
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Figure 10: Représentation schématiques des mécanismes majeurs de réparation de
I’ADN suite a une cassure double-brin (DSB) induite par le systeme CRISPR/Cas9.
Recombinaison homologue (HR), Non-homologous end joining (NHEJ) et Microhomology-
mediated end-joining (MMEJ). Adapté de (Sakuma and Nakade 2016).



Figure 11: Quantification de la production des ROS dans les myoblastes murins. Les
myoblastes ont été cultivés en présence d’une sonde fluorescente (MitoSOX) et analysés par
FACS. La moyenne géométrique de I’intensité de fluorescence a été calculée pour chaque
expérience indépendante; n=3; L’analyse de variance ANOVA a un facteur n’a pas montré de
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Figure 12: Quantification de la polymérisation de I’actine G de novo dans les myoblastes
murins. Les myoblastes ont été perméabilisés par la digitonine et cultivés en présence de
I’actine G-AF488 puis fixés par la PFA 4%. (A) Images représentatives d’exemples de
filaments d’actine prises par un microscope confocal SP8. Le plan équatorial de la cellule a
été considéré comme plan de référence. (B) Quantification de la fluorescence totale de
chaque cellule (33 cellules pour WT3 et 24 cellules pour KIl1); n=1; les résultats sont
exprimés en moyenne totale de la fluorescence par cellule +/- SEM; L’analyse par le test de
student n’a pas montré de différence statistiquement significative entre les lignées WT et KI.
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Figure 13: Détection des modifications de P’allele muté et WT médiées par
CRISPR/Cas9 in vivo et leurs impacts sur le taux de DNM2. Les TA des souris 51 et 109
ont été injectés par des AAV vides (noir), 71 et 74 par le guide C19 (vert; allele-spécifique),
68 et 75 par le guide C20 (bleu; allele spécifique) et 18 et 114 par le guide C22 (rouge; pan-
allélique), L’allele muté (A,C) et ’allele (B,D) ont été amplifiés spécifiquement. Les
produits de PCR ont été migrés sur gel d’agarose (A,B) et acrylamide 10% (C,D). Les fleéches
indiquent des exemples d’hétéroduplexes. (E) Image de Western-blot des différents TA
injectés. Les quantifications des hétéroduplexes (C,D) et de la réduction du taux protéique de
DNM2 (E) sont résumés dans le tableau 2.



Souris

51

109

71

74

68

75

18

114

AAYV injecté

Vide

Vide
C19 allele-
spécifique
C19 allele-
spécifique
C20 allele-
spécifique
C20 allele-
spécifique

C22 pan-
allélique
C22 pan-
allélique

% modification de
l'allele muté

NA
NA

46%
27,4%
21,6%
13,3%
19,0%

16,6%

% modification de
l'allele WT

NA
NA

0,5%
0,9%
3,3%
1,4%
17,3%

17,9%

Ratio alléle-
spécifique

NA

NA
89,03
31,12

6,51
9,21

1,10

0,93

Niveau protéique de DNM2 /
moyenne AAV vide

1,072960409
0,927039591

0,435930664
0,613566326
0,601079297
0,689313579
0,58024118

0,534061396

Tableau 2: Quantification de des modifications de I’allele muté et WT médiées par
CRISPR/Cas9 in vivo et leurs impacts sur le taux de DNM2 a partir de la figure 13.

NA: non-applicable.
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