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Les maladies cardiovasculaires englobent l’ensemble des pathologies affectant le cœur et les 

vaisseaux sanguins. Elles représentent aujourd’hui la première cause de mortalité au niveau 

mondial et la deuxième en France après les cancers. Grâce à la mise en place de plans de 

prévention et des avancées thérapeutiques, on observe depuis quatre décennies une baisse 

de la mortalité et de la morbidité associées aux maladies cardiovasculaires. Cependant, elles 

restent à l’origine d’environ 140 000 morts par an et l’une des principales causes de morbidité 

et de consommation de soins, avec plus de 15 millions de personnes traitées pour maladie, 

risque cardiovasculaire ou diabète selon le Ministère de la Santé et de la Prévention.  

Après les infarctus du myocarde et les accidents vasculaires cérébraux, l’insuffisance 

cardiaque représente la plus forte prévalence au sein des maladies cardiovasculaires. Elle 

concernerait environ 1,5 millions de personnes en France, avec une majorité des personnes 

atteintes âgées de plus de 60 ans. Avec le vieillissement de la population et une exposition 

croissante aux facteurs de risque cardiovasculaires (tabagisme, consommation d’alcool, 

sédentarité…) on estime que la fréquence de cette maladie pourrait augmenter de 25% tous 

les 4 ans. En absence de traitement curatif, plusieurs axes de recherche sont en place afin de 

permettre une meilleure prise en charge de la maladie.  

Notre équipe s’intéresse notamment à l’identification des causes génétiques et des 

mécanismes associés à la mise en place de la cardiomyopathie dilatée, l’une des principales 

causes d’insuffisance cardiaque et la première indication de transplantation cardiaque en 

France. Notre équipe a notamment permis l’identification d’un nouveau gène associé à la 

cardiomyopathie dilatée : le gène BAG3. Maintenant, il nous faut comprendre les 

conséquences au niveau cellulaire des mutations de ce gène qui sont à l’origine du 

développement d’une cardiomyopathie dilatée et d’une l’insuffisance cardiaque chez 

l’homme. Ce travail de thèse porte donc sur la compréhension et la mise en évidence des 

mécanismes physiopathologiques impliqués, essentielles au développement de nouvelles 

cibles thérapeutique et à une meilleure prise en charge de la maladie.
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CHAPITRE 1 – L’INSUFFISANCE CARDIAQUE 

I. LE MUSCLE CARDIAQUE 

a. Anatomie du cœur 

Le cœur est l’un des organes vitaux de l’organisme. Logé dans le médiastin au sein de la cage 

thoracique, il fonctionne comme une pompe afin d’assurer la circulation sanguine et l’apport 

en oxygène du corps entier. Il est composé de deux parties séparées, communément appelées 

« cœur droit » et « cœur gauche ». Chaque partie est composée de deux cavités, une oreillette 

et un ventricule, séparés par une valve. Les parties droite et gauche du cœur sont séparées 

par le septum cardiaque, une épaisse cloison musculaire, isolant ainsi la circulation systémique 

de la circulation pulmonaire (Figure 1). La circulation pulmonaire, également appelée petite 

circulation, assure l’acheminement du sang entre le cœur et les poumons permettant le 

renouvellement des gaz du sang. Ainsi, elle transporte le sang désoxygéné vers les poumons 

au contact des alvéoles pulmonaires afin d’y éliminer le dioxyde de carbone (CO2) et d’y 

absorber du dioxygène (O2). 

Figure 1. Anatomie du cœur 

La paroi cardiaque est composée de trois couches, de l’extérieur vers l’intérieur : l’épicarde, 

le myocarde et l’endocarde. Le myocarde, qui constitue l’essentiel de la masse du cœur, est 

un muscle composé de fibres musculaires striées, les myofibrilles, qui se contractent de 

manière spontanée et rythmique assurant ainsi la circulation sanguine. 
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b. Le cycle cardiaque 

Le système de conduction électrique du cœur va permettre de coordonner le cycle cardiaque 

en générant des pulsions électriques afin de réguler les phases de contraction (systole) et 

relaxation (diastole) du myocarde. Ce système permet d’assurer une synchronisation des 

différents compartiments cardiaque afin d’assurer une bonne circulation sanguine à travers le 

corps. 

Ainsi le cycle cardiaque peut être divisé en plusieurs phases (Figure 2). 

Tout d’abord la diastole ventriculaire correspond au remplissage passif des ventricules, au 

départ rapide puis lent. Durant cette phase la pression au niveau des oreillettes est plus 

importante que dans les ventricules, ce qui a pour conséquence l’ouverte des valves auriculo-

ventriculaires et l’écoulement du sang des oreillettes vers les ventricules. 

Par la suite, les oreillettes vont se contracter (systole auriculaire) et ainsi augmenter la 

pression intra-auriculaire ce qui va avoir pour conséquence l’éjection complète du sang 

restant dans les oreillettes vers les ventricules. Le volume de sang contenus dans les 

ventricules à la fin de la phase de diastole ventriculaire est appelé volume télédiastolique. 

Une fois les ventricules remplis, les parois ventriculaires vont se contractées (systole 

ventriculaire isovolumique), les valves auriculo-ventriculaires vont se refermées suite à 

l’augmentation de la pression au sein des ventricules. 

Une fois que la pression intra-ventriculaire devient supérieure à celles des artères, les valves 

sigmoïdes vont s’ouvrir afin de laisser passer le sang des ventricules vers les vaisseaux, il s’agit 

de la phase d’éjection. Le volume de sang contenus dans les ventricules à la fin de la phase de 

systole ventriculaire est appelé volume télésystolique. 

Suite à l’éjection, les parois ventriculaires vont commencer à se relaxer. Il s’agit de la 

protodiastole, la pression intra-ventriculaire commencer à diminuée mais reste supérieure à 

celles des artères permettant ainsi aux valves sigmoïdes de restées ouvertes. 

Finalement, les valves sigmoïdes vont finir par se refermées, il s’agit de la diastole ventriculaire 

isovolumique. Par la suite la pression au sein des oreillettes devient supérieure à celles des 

ventricules ce qui permet de renouveler le cycle. 
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Figure 2. Le cycle cardiaque 

OG, oreillette gauche ; OD, oreillette droite ; VG, ventricule gauche ; VD, ventricule droit 

A partir des volumes télédiastoliques et télésystoliques, il est possible d’estimer par 

échocardiographie la fraction d’éjection (FE) qui correspond au pourcentage de volume 

sanguin éjecté à partir d’une cavité cardiaque lors d’un battement. Chez l’homme, la FE est un 

paramètre couramment utilisé afin d’évaluer la capacité de contraction du myocarde. En ce 

qui concerne le ventricule gauche, une FE normale est généralement comprise entre 50 et 

70%. Une FE inférieure à 40% est considérée comme réduite et peut descendre jusqu’à 10 -

15% dans le cas d’une dysfonction contractile majeure. 

Dans le cas où la FE est diminuée, l’organisme va alors s’adapter afin de maintenir le débit 

cardiaque : augmenter la fréquence cardiaque ou bien augmenter le volume télédiastolique 

du ventricule après un remodelage cardiaque. L’augmentation du volume télédiastolique va 

avoir pour conséquence la dilation du ventricule ce qui va permettre transitoirement 
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d’améliorer la capacité de contraction cardiaque grâce aux propriétés élastiques des fibres 

musculaires. Cependant il s’agit de mécanismes d’adaptation délétères au long terme et 

lorsque ceux-ci s’épuisent, le débit cardiaque diminue et devient insuffisant pour maintenir 

les besoins de l’organisme, c’est alors que l’insuffisance cardiaque (IC) se met en place.  

II. L’INSUFFISANCE CARDIAQUE 

a. Définition 

L’insuffisance cardiaque (IC) est un syndrome clinique, initialement définie par une réduction 

de la capacité de contraction cardiaque ou bien par une anomalie de la structure/fonction 

cardiaque aboutissant à un débit cardiaque ou une pression intra-ventriculaire anormale. Le 

cœur est ainsi incapable d’assurer le débit sanguin nécessaire au bon fonctionnement de 

l’organisme en termes d’oxygénation et d’apports énergétiques au niveau des organes.  

Depuis 2021, un consensus mondial a été proposé pour définir et classifier l’insuffisance 

cardiaque (Bozkurt et al. 2021). L’insuffisance cardiaque est maintenant définie comme un 

syndrome clinique avec des symptômes et/ou signes issus d’un problème structural et/ou 

fonctionnel cardiaque associé à une élévation des niveaux d’expression des peptides 

natriurétiques et/ou à la présence d’œdème au niveau pulmonaire ou systémique. 

En se basant sur la fraction d’éjection (FE) du ventricule gauche, l’insuffisance cardiaque peut 

être classifiée selon trois catégories : 

▪ IC avec réduction de la FE (HFrEF), FE ≤ 40% 

▪ IC avec une réduction moyenne de la FE (HFmrEF), 41% ≤ FE ≤ 49% 

▪ IC avec une FE préservée (HFpEF), FE ≥ 50% 

L’insuffisance cardiaque a été définie comme une pandémie au niveau mondiale avec près de 

64,3 millions de personnes atteintes dans le monde en 2017 (Global Burden of Disease Study 

2017). De nos jours, la prévalence de l’IC est particulièrement élevée chez les personnes de 

plus de 65 ans car son incidence augmente avec l’âge. Les projections estiment une 

augmentation de sa prévalence, notamment de la HFpEF, dû à l’amélioration de la prise en 

charge des personnes atteintes et de l’espérance de vie globalement plus longue de la 

population générale (Savarese et al. 2023). 
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b. Étiologie 

L’insuffisance cardiaque est un syndrome complexe et multifactoriel affectant 

défavorablement la structure et la fonction myocardique, et peut être de causes variables, 

allant de l’hypertension artérielle à des considérations génétiques, des valvulopathies et des 

cardiopathies congénitales, des arythmies, des causes toxiques en passant par l’ischémie 

myocardique et l’infarctus du myocarde (González-Pacheco et al. 2021). Dans le cas de 

l’HFpEF, la relaxation du myocarde entre deux cycles cardiaques est réduite ce qui conduit à 

l’augmentation de la rigidité du ventricule gauche. Cette rigidité, pouvant être attribuée à un 

surmenage du cœur, va avoir pour conséquence un remplissage anormal de la cavité 

cardiaque. L’hypertension est le facteur de risque majeur associé à l’HFpEF. D’autres facteurs 

de risques ont également été attribués à l’HFpEF tels que l’âge, le sexe féminin ainsi que 

diverses comorbidités comme le tabagisme, la consommation excessive d’alcool, l’obésité ou 

le diabète. Les causes plus rares d’HFpEF incluent la cardiomyopathie hypertrophique ainsi 

que les cardiomyopathies infiltratives comme l’amyloïdose et les maladies causant 

l’accumulation toxique de fer dans l’organisme telle que l’hémochromatose (Ziaeian et al. 

2016). 

Dans le cas de l’HFrEF, la contraction du ventricule gauche est insuffisante pour maintenir un 

débit cardiaque normal. Les pathologies chroniques affaiblissant le cœur sont les premières 

causes d’HFrEF, telles que les maladies coronariennes, un défaut de structure au niveau des 

valves cardiaques, les arythmies ou encore les cardiomyopathies (Figure 3). La 

cardiomyopathie dilatée (CMD) représente l’une des causes d’insuffisance cardiaque, il s’agit 

d’une pathologie dont l’étiologie est complexe avec une prévalence estimée à 1/2500 dans la 

population générale. (Ababio et al. 2023). 
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Figure 3. Schéma global des étiologies relatives à l’HFrEF et l’HFpEF (Tiré de Tayal et al. 2017)                    

Les syndromes d'insuffisance cardiaque englobent les symptômes cliniques et/ou signes d'insuffisance 

cardiaque et de dysfonctionnement myocardique. Cela peut se produire dans le cas d'une fraction 

d'éjection ventriculaire gauche réduite (HFrEF) ou préservée (HFpEF). La cause la plus fréquente 

d’HFrEF est l’ischémie myocardique. La cardiomyopathie dilatée (DCM) représente un sous-ensemble 

de l'HFrEF et constitue la cardiomyopathie (CM) la plus courante provoquant des syndromes d'IC. 

La première ligne de traitement comporte l’association d’un modulateur du système rénine 

angiotensine aldostérone et d’un bêta-bloquant. Cependant il s’agit avant tout d’un 

traitement symptomatique et non curatif. La transplantation cardiaque est le traitement de 

référence d’une IC avancée, voire terminale, lorsque le pronostic est défavorable et quand il 

n’y a pas d’alternative thérapeutique probante. 

Ainsi, afin de réduire l’apparition de la maladie et/ou améliorer la prise en charge rapide des 

patients insuffisants cardiaques, plusieurs campagnes ont été mises en place afin de 

reconnaître et gérer les risques environnementaux potentiels de l’insuffisance cardiaque. 

Cependant l’IC est une maladie multifactorielle avec de plus en plus de preuves indiquant que 

la prédisposition génétique influence la probabilité, la progression de la maladie ou encore la 

réponse au traitement pharmacologique (Skrzynia et al. 2015). Ainsi, l’identification de 

facteurs génétiques et la compréhension des mécanismes physiopathologiques sous-jacents 
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semblent critiques pour la prise en charge et le développement de nouvelles stratégies 

thérapeutiques pour les patients qui finissent par développer une insuffisance cardiaque. 

c. Modèles d’études 

Des modèles d'IC ont été utilisés pour améliorer notre compréhension des divers aspects et 

étiologies de l'IC, dans le but ultime de développer de nouvelles stratégies de traitement. Les 

souris sont les modèles animaux les plus couramment utilisés dans la recherche sur l’IC. En 

effet 99% des gènes humains possèdent un orthologue murin et environ 85 % des régions 

codantes pour les protéines sont identiques au génome humain (Uhl et al. 2015). Cependant 

leur fréquence cardiaque est cinq fois plus élevée que celle des humains avec une relation 

inverse entre force et fréquence. 

D’un point de vue expérimental, les souris offrent des avantages uniques, tels que la possibilité 

de modifications génétiques, des cycles de reproduction courts et des coûts de logement 

relativement faibles. De nombreux modèles murins d'IC ont été développés grâce à une 

combinaison de modifications génétiques, d'administration de composés pharmacologiques 

et/ou d'approches chirurgicales pour récapituler la maladie humaine. Les modèles murins 

permettent l'étude de facteurs de risque spécifiques et de stratégies de traitement pour l'IC 

sans certains des effets confondants des comorbidités observées dans d’autres modèles 

animaux (Noll et al. 2020). 

Les modèles de souris transgéniques sont devenus la norme lorsqu'il s'agit d'étudier l'impact 

de gènes spécifiques sur les voies cellulaires et moléculaires au cours de l'IC. Ces modèles ont 

été utiles pour étudier les diverses causes sous-jacentes de la cardiomyopathie dilatée ainsi 

qu’au développement de nouvelles thérapies (Marcello et al. 2022, Nishiyama et al. 2022). 

Bien que les modèles murins aient permis de progresser dans l’étude de l’IC, ils présentent 

des limites. Les lignées murines sont consanguines ce qui d’une part facilite l’exploitation des 

résultats obtenus grâce au fond génétique homogène, et d’autre part entraîne peu 

d’hétérogénéité inter-individuelle, ce qui ne reflète pas la vaste diversité génétique observée 

chez l’homme. De plus, la plupart des études chez la souris, en ce qui concerne les pathologies 

cardiaques, sont réalisées chez des souris mâles assez jeunes. Étant donné que l’IC affecte de 

manière disproportionnée les personnes âgées, les modifications du système cardiovasculaire 

dues au vieillissement ne sont pas récapitulées dans ces modèles. Dans le cas spécifique des 
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modèles génétiques murins, cela s’explique également par le retard ou l’absence de 

phénotype pathologique chez les femelles et/ou les hétérozygotes dans la plupart des lignées 

transgéniques générées (Patten RD. 2007, Du XJ. 2004, Camacho et al. 2016). 
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CHAPITRE 2 – LA CARDIOMYOPATHIE DILATÉE 

I. CLASSIFICATION DES CARDYOMYOPATHIES 

Les cardiomyopathies sont un groupe de pathologies hétérogènes caractérisées par des 

altérations structurelles et fonctionnelles du muscle myocardique non expliquées par 

l’hypertension, une maladie coronarienne, valvulaire ou congénitale (Elliott et al. 2008). Il 

existe différentes formes de cardiomyopathies, illustrées dans la figure 4, présentant des 

étiologies et des signes cliniques diverses. Cependant l’ensemble des morphotypes 

conduisent à la réduction de la capacité de cœur à pomper efficacement le sang riche en 

oxygène vers le reste du corps, faisant de l’insuffisance cardiaque l’évolution terminale des 

cardiomyopathies. 

Figure 4 Les différents types de cardiomyopathie (Tiré de Yogasundaram et al. 2021)                                      

Images illustrant un cœur normal, une cardiomyopathie hypertrophique (CMH), une cardiomyopathie 

dilatée (CMD), une cardiomyopathie arythmogène du ventricule droit (CAVD), une cardiomyopathie 

restrictive (CMR) et une non-compaction du ventricule gauche (NCVG). Pour chaque morphotype, la 

prévalence estimée est indiquée. 

La classification des cardiomyopathies est en constante évolution depuis sa première 

apparition en 1980 par l’Organisation Mondiale de la Santé faisant alors apparaître les 

premiers sous-types de cardiomyopathies, dilatée, hypertrophique et restrictive. Il faudra 

attendre 1996 pour voir la cardiomyopathie arythmogène du ventricule droit ajoutée à cette 
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classification. En 2008, la société européenne de cardiologie a établi une classification basée 

sur la morphologie et la fonction cardiaque, ainsi 5 sous-types de cardiomyopathie ont été 

décrits ; la cardiomyopathie hypertrophique (CMH), la cardiomyopathie dilatée (CMD), la 

cardiomyopathie restrictive (CMR), la cardiomyopathie arythmogène du ventricule droit 

(CAVD) et la non compaction du ventricule gauche (NCVG) (Elliott et al. 2008). Bien qu’une 

grande hétérogénéité soit présente au sein même de ces sous-types de cardiomyopathie, 

cette classification va notamment permettre d’orienter le traitement ainsi que d’anticiper les 

complications majeures associées à chaque type de cardiomyopathie. Chaque sous-type est 

ensuite divisé en formes familiale (d’origine génétique le plus souvent) ou acquise.  

Pour les formes d’origine génétique, une classification plus fine peut être faite à l’aide des 

études génétiques, cependant celles-ci restent limitées du fait du chevauchement des 

spectres génétiques des différentes catégories de cardiomyopathies. En effet, différentes 

mutations dans un même gène peuvent causer différents types de cardiomyopathies. On 

retrouve par exemple des mutations du gène codant pour la chaîne lourde beta de la myosine 

(MYH7) à la fois dans la CMH et la CMD, selon si l’effet de la mutation entraine respectivement 

une augmentation ou une réduction de la force contractile. Les cardiomyopathies héréditaires 

présentent toutes un spectre génétique hétérogène avec de multiples gènes impliqués, 

cependant le degré d’hétérogénéité reste variable et est notamment très élevé en ce qui 

concerne la CMD. 

Compte tenu de l’existence d’un chevauchement clinique et génétique entre les différents 

morphotypes de cardiomyopathies, il me semble nécessaire de décrire brièvement chaque 

sous type avant de s’intéresser plus particulièrement à la cardiomyopathie dilatée, sujet 

centrale de mon travail de thèse. 

a. La cardiomyopathie hypertrophique 

Les cardiomyopathies hypertrophiques ou CMH sont caractérisées par l’augmentation de 

l’épaisseur des parois ventriculaires pouvant entraîner une obstruction lors de l’éjection du 

sang à la sortie du ventricule gauche an absence de conditions de charges anormales. Il s’agit 

de la forme la plus commune de cardiomyopathie primaire recensée avec une prévalence 

d’environ 1/500 dans la population générale (Elliott et al. 2004). 
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L’hypertrophie observée est habituellement asymétrique, touchant principalement le septum 

interventriculaire avec des épaisseurs supérieures à 15mm chez l’adulte. Le traitement actuel 

de la CMH consiste à soulager les symptômes secondaires à l’obstruction (dyspnée, angine de 

poitrine, œdèmes) dans un premier temps par un traitement médicamenteux, qui lorsqu’il 

n’est plus assez efficace est remplacé par des méthodes de traitement invasives telles que 

l’implantation d’un pacemaker (Arbela et al. 2023).  

Les formes génétiques de CMH constituent plus de la moitié des cas avec un mode de 

transmission presque toujours autosomique dominant. De nombreux gènes ont été identifiés 

comme associés à la CMH avec, pour l’immense majorité, des fonctions impliquées dans la 

structure et/ou le fonctionnement du sarcomère. Ainsi on retrouve principalement des gènes 

codant pour des protéines sarcomériques incluant les composants du filament épais (MYH7, 

MYL2, MYL3) ou associés (MYBPC3), les composants du filament fin (ACTN, TPM1, TNNT2, 

TNNI3, TNNC1), ou encore les gènes de la strie Z (ACTN2, MYOZ2, NEXN) (Veselka et al. 2017). 

L’identification des mécanismes des mutations conduit actuellement à plusieurs programmes 

prometteurs de l’industrie pharmaceutique, avec notamment le développement chez 

l’homme d’une molécule visant à diminuer l’activité ATPasique de la myosine dans 

l’hypothèse d’un gain de fonction des mutants du gène MYH7 (Scellini et al. 2021). 

b. La cardiomyopathie restrictive 

La cardiomyopathie restrictive (CMR) se caractérise par un myocarde rigide avec des parois 

ventriculaires non compliantes impactant le remplissage diastolique d’au moins l’un des deux 

ventricules. La prévalence, moins connue que pour les formes de cardiomyopathies majeures, 

est estimée entre 1/1000 et 1/5000 (Yogasundaram et al. 2021), en faisant le sous-type le 

moins répandu de cardiomyopathie. Il s’agit d’un groupe de cardiomyopathie très hétérogène 

pouvant être idiopathique, d’origine génétique ou bien résultant d’une altération systémique 

telles que l’amylose, la sclérodermie, la sarcoïdose ou encore l’hémochromatose (Elliott et al. 

2008). 

c. La cardiomyopathie arythmogène du ventricule droit 

La cardiomyopathie arythmogène (ARVC) est une cardiomyopathie du ventricule droit 

caractérisée histologiquement par le remplacement progressif du tissu contractile cardiaque 
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par du tissu adipo-fribreux. Les modifications histologiques sont la résultante d’une altération 

d’origine génétique responsables de mort subite chez le sujet jeune et/ou athlétique. L’ARVC 

présente principalement un mode de transmission autosomique dominant avec 40 à 50% des 

sujets atteints qui présentent une mutation dans les gènes codant pour les protéines 

participant à la formation des desmosomes, l’un des types de jonction intercellulaire retrouvés 

dans les cardiomyocytes. L’ARVC est une pathologie progressive, menant dans le temps à une 

insuffisance cardiaque droite pouvant s’accompagner de modifications histologiques au 

niveau du ventricule gauche. Eventuellement, une insuffisance cardiaque globale se 

développe avec une fibrillation atriale et l’apparition d’évènements thromboemboliques 

(Shah SN. 2023). 

d. La non-compaction du ventricule gauche 

La non-compaction du ventricule gauche est un sous-type rare de cardiomyopathie lié à un 

développement anormal du ventricule gauche lors de l’embryogénèse. Le muscle cardiaque, 

normalement compact, présente un aspect spongieux suite à un défaut de compaction des 

fibres musculaires cardiaques avec l’augmentation en nombre, de trabéculations. Bien que les 

causes précises soient encore mal connues, différentes études ont proposé une cause 

d’origine génétique liée à des mutations retrouvées au niveau du gène ZASP, ou encore des 

gènes codant la dystrobrevin et la tafazzin. Les complications de ce type de cardiomyopathie 

concernent l’apparition d’une insuffisance cardiaque, d’une arythmie ventriculaire et 

d’évènements emboliques au niveau systémique (Singh et Patel 2022). 

e. La cardiomyopathie dilatée 

Il s’agit, après la CMH, de la forme la plus courante de maladie du muscle cardiaque, 

représentant près de 50% des cardiomyopathies, primaires et secondaires confondues. Les 

caractéristiques de la CMD sont détaillées dans la suite de cette introduction. 

 

II. CARATÉRISTIQUES DE LA CARDIOMYOPATHIE DILATÉE 

La cardiomyopathie dilatée (CMD) est l’une des causes principales d’insuffisance cardiaque. 

Elle est également associée à un risque élevé de mort subite, imposant un coût économique 

important pour la société en termes de dépenses de santé avec près de 15000€ par patient 
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par an selon une étude récente (Wiethoff et al. 2023). Son incidence est d’environ 5 à 7 cas 

pour 100 000 personnes par an (Reichardt et al. 2019) et sa prévalence est estimée à 1/2500 

dans la population générale, cependant ces chiffres restent difficiles à estimer (Ababio et al. 

2023). Au niveau mondial, la prévalence de la CMD, et des cardiomyopathies en général, est 

plus élevée chez les hommes et augmente avec l’âge (Roth et al. 2020). Cependant cet écart 

est à la baisse ces dernières années avec l’évolution des comportements sociaux et 

l’augmentation des facteurs de risques (notamment la consommation d’alcool et le 

tabagisme) chez les femmes. Malgré une meilleure prise en charge des patients et l’avancée 

des traitements pour l’insuffisance cardiaque ces dernières années, la mortalité associée à la 

CMD reste élevée et elle représente aujourd’hui la première indication de transplantation 

cardiaque au niveau mondial (Weintraub et al. 2017). Plus de 40% des patients atteints de 

CMD présentent une qualité de vie altérée avec notamment des problèmes liés à la mobilité, 

à l’exécution de tâches de la vie courante ou encore liée à la présence de douleurs ou 

d’inconfort qui augmente avec la sévérité des symptômes associés à la CMD (Wiethoff et al. 

2023). Les CMD représentent 60% des cardiomyopathies identifiées chez l’enfant, ayant une 

incidence maximale chez les enfants de moins de 12 mois (Weintraub et al. 2017). 

a. Manifestations cliniques 

La pathologie est définie par l’existence d’une dilation uni ou bi-ventriculaire associée à une 

dysfonction systolique en l’absence de conditions de charge anormales (hypertension, 

valvulopathie) ou de coronaropathie suffisante pour induire une dysfonction systolique au 

niveau systémique (Eliott et al. 2008). Près de 80% des patients atteints de CMD présentent 

les premiers symptômes d’une insuffisance cardiaque. Parmi ces symptômes on retrouve 

notamment une fatigue accrue après un effort modéré, des œdèmes au niveau des chevilles 

ou encore une difficulté respiratoire en position allongée. L’effondrement du débit cardiaque 

est la résultante la plus sévère de l’insuffisance cardiaque. Certains patients peuvent alors 

présentés des palpitations cardiaques ou encore perdre connaissance (Weintraub et al. 2017). 

A l’échelle tissulaire, la CMD est associée à un remodelage d’au moins un des deux ventricules. 

On observe alors une altération de l’architecture des fibres musculaires avec l’apparition 

progressive d’une fibrose interstitielle et périvasculaire associée à une dégénérescence 

myofibrillaire (Figure 5). Cette perte de tissus contractile en faveur de tissus fibrotique est 
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responsable de la dysfonction systolique et de la dilatation des cavités cardiaque observable 

à l’échelle de l’organe. 

A l’échelle microscopique on retrouve notamment une combinaison de cellules myocardiques 

normales, hypertrophiées ou atrophiées ou bien associées à la présence d’œdème 

intracellulaire. Les changements histopathologiques associés à la CMD sont multiples et non 

spécifiques, similaires à ceux observables dans les tissus cardiaques à un stade terminale 

d’autres maladies cardiovasculaires (Mitrut et al. 2018). 

Figure 5. Comparaison histologique de tissus cardiaques de patient sain et atteint de CMD                           

(Adapté de Cassani et al. 2020). 

Représenté schématiquement à gauche, la structure d’un cœur sain avec une analyse histologique du 

tissu cardiaque associé à la fois en hématoxyline éosine (H&E) et en trichrome de Masson (MT) 

montrant une organisation normale avec un agencement parallèle des cardiomyocytes. A l’inverse, 

représenté schématiquement à droite, l’analyse d’un tissu myocardique issus d’un patient atteint de 

CMD révèle une désorganisation structurelle avec l’accumulation de tissu fibrotique non contractile 

(en bleu). 
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b. Évolution et traitement 

L’évolution et les complications (en dehors de la mort subite) de la CMD sont principalement 

la progression vers l’insuffisance cardiaque et l’apparition d’une fibrillation auriculaire. Ainsi, 

les recommandations sont généralement indépendantes de l’étiologie de la maladie et les 

traitements sont avant tout symptomatiques, ils visent à réduire les symptômes et les signes 

de l’insuffisance cardiaque ainsi qu’à limiter le risque de mort subite. Les traitements 

médicamenteux correspondent à l’instauration d’un traitement par l’inhibiteur de l’enzyme 

de conversion de l’angiotensine associé à un bêta bloquant, afin de réduire la pression 

artérielle et la postcharge et de venir renforcer le travail du cœur respectivement, et dans la 

plupart des cas à un diurétique pour prévenir la rétention d’eau. Lorsque le traitement 

médicamenteux n’est pas ou plus efficace, un système de soutien à l’éjection du VG peut être 

implanté, et dans les cas les plus grave, la transplantation cardiaque peut être envisagée. 

c. Outils de diagnostic 

La CMD a souvent une évolution progressive, surtout pour les formes génétiques de la 

maladie. Le plus souvent les personnes atteintes de CMD sont asymptomatiques pendant les 

quatre premières décennies de leur vie, elles sont diagnostiquées lorsque les premiers 

symptômes de l’IC s’expriment. De ce fait le diagnostic est souvent tardif avec une dysfonction 

cardiaque et un remodelage ventriculaire déjà avancés.  

Dans le cadre d’une suspicion de cardiomyopathie, les professionnels de santé vont d’abord 

chercher à établir et caractériser la présence d’un phénotype de cardiomyopathie puis 

chercher à identifier l’étiologie sous-jacente associée. Pour cela, la réalisation d’un ECG et 

l’imagerie médicale, notamment l'échocardiographie, sont de première intention dans 

l'évaluation des patients atteints de CMD.  

Bien que l'ECG puisse être normal chez certains, les anomalies standard de l'ECG restent 

courantes dans tous les sous-types de cardiomyopathie et peuvent précéder de plusieurs 

années le développement d'un phénotype morphologique ou fonctionnel. Bien que l'ECG soit 

souvent non spécifique, la présence d’éléments particuliers peut aiguiller le diagnostic ou 

encore suggérer une certaine étiologie. Dans le cadre de la CMD, on peut notamment 

retrouver un défaut de transmission de l’influx électrique ou encore une faible amplitude de 

l’onde P ou du complexe QRS (Arbelo et al. 2023). 
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Afin d’apporter un diagnostic formel, l’échocardiographie va permettre, de manière non-

invasive, de caractériser le phénotype et d’identifier d’éventuelles anomalies morphologiques 

(hypertrophie ou dilatation) et/ou fonctionnelles (dysfonction systolique/diastolique). Au 

besoin, une IMR cardiaque peut venir confirmer et/ou compléter les résultats de 

l‘échocardiographie en révélant d’éventuelles anomalies tissulaires comme la présence de 

tissus cicatriciel et/ou fibro-adipeux. Lors de l’évaluation de la fonction systolique du VG, de 

nombreux paramètres quantitatifs et qualitatifs peuvent être déterminés lors d’une 

échocardiographie. Dans le cadre d’une suspicion de CMD, les volumes télésystolique (VTS) et 

diastolique (VTD) ainsi que les mesures du diamètre ventriculaire gauche en systole (VGs) et 

en diastole (VGd) vont être notamment utilisés pour déterminer le pourcentage de fraction 

de raccourcissement (%FR) et la fraction d’éjection (FE) : 

%𝐹𝑅 =  
𝑉𝐺𝑑−𝑉𝐺𝑠

𝑉𝐺𝑑
                    𝐹𝐸 =  

𝑉𝑇𝐷−𝑉𝑇𝑆

𝑉𝑇𝐷
 

Ainsi, les critères associés à un diagnostic de CMD sont l’augmentation du diamètre interne 

du ventricule gauche ainsi qu’une fraction de raccourcissement (<25%) et une fraction 

d’éjection (<45%) abaissées (Mathew et al. 2017). 

Il est également possible d’utiliser certains biomarqueurs dans le cadre du diagnostic mais 

également dans l’établissement d’un pronostic. En effet, ceux-ci sont principalement des 

marqueurs de l’insuffisance cardiaque qui vont être informatifs en ce qui concerne le stade de 

l’évolution de la pathologie et ainsi aider à définir la meilleure prise en charge des patients. 

Par exemple des taux sanguins élevés de BNP « brain natriuretic peptide », de son précurseur 

(NT-proBNP) ou de troponine T cardiaque sont notamment associés à des événements 

cardiovasculaires et à l’insuffisance cardiaque. Les panels d’analyses sanguines effectués en 

routine sont souvent utilisés dans la détection d’autres conditions qui peuvent aggraver une 

dysfonction systolique déjà présente, comme par exemple une maladie thyroïdienne, un 

dysfonctionnement rénal ou encore le diabète. 

Ainsi une approche systématique dans l’identification et l’évaluation des patients avec une 

suspicion de CMD permet de fournir des informations essentielles non seulement pour le 

diagnostic, la stratification des risques et l’orientation du traitement, mais joue également un 

rôle clé dans le dépistage des membres de la famille et l’identification des causes sous-

jacentes, notamment d’origine génétique. (Mathew et al. 2017). 
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d. Etiologie 

Les cardiomyopathies dilatées sont un groupe de maladie avec une étiologie très hétérogène. 

Parmi les causes sous-jacentes de CMD on retrouve notamment une origine génétique ou bien 

dite « acquise » suite à l’exposition à certains facteurs. Lorsque la cause de la maladie reste 

inconnue, on parle alors de CMD idiopathique. 

Parmi les causes non-génétiques de la maladie, récapitulées dans la Table 1, on retrouve 

notamment des causes infectieuses, auto-immunes, liées à l’exposition d’éléments cardio-

toxiques, à une déficience nutritionnelle ou encore à une altération endocrinienne (Bondue 

et al. 2018).  

Causes non-génétiques de CMD 

Infectieuses 
Myocardite virale, différentes virus (entérovirus, parvovirus B19, 

adénovirus, échovirus, virus de l’hépatite C et de l’herpès), le VIH ou 
encore la maladie de Chagas ou de Lyme 

Auto-immunes 

Arthrite rhumatoïde, maladie de cœliaque (intolérance au gluten), 
vascularite, myocardite à cellules géantes, lupus érythémateux, 

dermatomyosite, polymyosite, sclérodermie systémique, cirrhose biliaire 
primitive, myasthénie et pemphigus 

Auto-
inflammatoires 

Maladie de Crohn, colite ulcéreuse, la goutte ou encore l’arthrite 
réactionnelle 

Toxiques 
Alcool, drogues (cocaïne, amphétamines, ecstasy, certaines drogues 

psychiatriques et antinéoplasiques), l’hémochromatose (surcharge en 
fer), l’amyloïdose ou encore le plomb  

Déficience 
nutritionnelle 

Déficience en sélénium, en thiamine (vitamine B1), zinc, cuivre ou 
encore carnitine 

Endocrinienne 
L’acromégalie, les phéochromocytomes (tumeurs des glandes 

surrénales), une dysfonction thyroïdienne ou encore le diabète sucré 

Perturbation 
d’électrolytes 

Hypocalcémie et hypophosphatémie 

Péripartum Développement d’une CMD à la suite d’une grossesse  
 

Table 1. Causes non-génétiques de CMD (Adapté de Bondue et al. 2018) 

De plus en plus d’études s’intéressent à l’interaction entre la composante génétique et 

environnementale, suggérant que les facteurs environnementaux influent sur le terrain 

génétique participant ainsi au développement de la maladie (Jain et al. 2021). 

Dans environ 30 à 50% des cas de CMD, il s’agit de cas familiaux où l’identification d’une cause 

génétique est faite dans environ 40% des cas (Bondue et al. 2018). On parle alors de CMD 
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familiale lorsqu’au moins deux personnes apparentées au premier degré sont atteintes de 

CMD (Huggins et al. 2022). Dans le cas d’une origine génétique, la CMD familiale est 

considérée comme une maladie monogénique de pénétrance incomplète  (~70%), cependant 

cela n’explique pas l’hétérogénéité des phénotypes observés au sein d’une même famille. Des 

facteurs modificateurs doivent alors être pris en compte afin d’expliquer le développement et 

la progression de la maladie, comme certains facteurs génétiques (gènes modificateurs), 

épigénétiques ou environnementaux (mode de vie, âge, sexe) (Watkins et al. 2011). 

III. GÉNÉTIQUE DE LA CARDIOMYOPATHIE DILATÉE 

a. Formes familiales et sporadiques 

L’étude et l’identification des causes génétiques responsables de CMD ont beaucoup évolué 

ces 30 dernières années. Cela a notamment permis de mettre en évidence une origine 

génétique dans de nombreux cas de CMD idiopathique. Dans une étude récente de la 

population américaine, composée de 1220 patients atteints de CMD, le screening génétique 

de 1693 apparentés au premier degré a révélé une prévalence d’une CMD familiale estimée à 

29,7% (Huggins et al. 2022). 

L’évolution positive de la prévalence des formes familiales de CMD est notamment dû à 

l’évolution des moyens et des techniques d’identification de cause génétique. Initialement, il 

s’agissait d’études rétrospectives basées sur l’historique familial du patient alors 

qu’aujourd’hui une étude de l’historique familiale est systématiquement réalisée peu importe 

l’origine de la CMD. Lorsqu’une origine génétique a été mise en évidence dans la famille ou si 

elle est suspectée, un test génétique est réalisé chez les apparentés avec un suivi recommandé 

notamment par la réalisation d’examens échocardiographiques. Ainsi, les cas sporadiques 

représentent les individus atteints d’une CMD pour lesquels il n’y a pas d’élément indiquant 

une possible cause monogénique, ou bien portant des mutations de forte pénétrance de novo 

ou héritées mais l’enquête familiale n’a pas été conduite ou n’a pas révélée d’apparenté au 

premier degré atteint de CMD. 

Les facteurs génétiques contribuant à la pathologie peuvent être une mutation unique causale 

de forte pénétrance (maladie monogénique), ou bien la combinaison d’effets faibles associés 

à un ou plusieurs polymorphismes de gènes associés à la pathologie (formes multifactorielles). 

En effet, des facteurs modificateurs d’origine génétique sont capables d’altérer le bon 
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fonctionnement du myocarde jusqu’à atteindre la limite du seuil de déclenchement de la 

maladie. Ces polymorphismes, plus fréquents dans la population que les mutations 

généralement rares et responsables de formes monogéniques, seraient donc en combinaison 

avec d’autres facteurs, notamment environementaux, responsables de cas sporadiques de la 

maladie. 

Le principal mode de transmission au sein des CMD familiales est autosomique dominant, avec 

une pénétrance réduite et une expression phénotypique variable. Les mutations 

mitochondriales contribuent également à la maladie via une hérédité maternelle. Les 

mutations associées au chromosome X sont moins fréquentes et associées à plusieurs gènes 

tels que la dystrophine, la tafazzine et l'émerine (McNally et al. 2013).  

b. Gènes associés aux CMD 

L’architecture génétique de la CMD touche une grande variété de compartiments cellulaires 

(Hershberger et al. 2021). Comme mentionné précédemment le spectre génétique des sous 

types de cardiomyopathies se chevauche pour certains gènes. Dans le cas de la CMD, le 

chevauchement avec la CMH concerne principalement des gènes codant pour des protéines 

du sarcomère (MYH7, TNNC1, TNNT2) et du réticulum sarcoplasmique (PLN). On retrouve 

également un chevauchement avec la CAVD concernant notamment les protéines 

desmosomales (Figure 6). 

Figure 6. Architecture génétique des gènes associés à la CMD (Tiré de Jordan et al. 2021)  
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Chaque gène associé à la CMD (gènes majeurs en gras) est regroupé selon sa fonction et selon les 

autres pathologies dans lesquelles il a été retrouvé impliqué. 

L'explication à l’origine de cette diversité d'architecture génétique dans la CMD reste floue à 

ce jour. La CMD peut être considérée comme le phénotype final lorsque les voies cellulaires 

maintenant la force de contraction ou l'intégrité structurelle ventriculaire sont perturbées par 

des variations pathologiques de gènes codant pour des protéines clés (Jordan et al. 2021). 

Le nombre de gènes suggérés comme étant pertinents dans l’origine génétique de la CMD est 

devenu très important, en partie à cause de cette architecture diversifiée. Plus largement, les 

efforts visant à établir une relation causale entre les variants d'un gène et une maladie 

constituent une étape cruciale non seulement pour la recherche cardiovasculaire, mais 

également pour l'application de la génétique clinique aux soins des patients et à leur famille. 

Ainsi, afin de déterminer la validité clinique des gènes jusque-là ayant été associés à la CMD, 

le National Institute of Health Clinical Genome Resource (ClinGen) a proposé une méthode 

semi-quantitative pour évaluer la validité clinique des relations entres les gènes candidats et 

la maladie (Strande et al. 2017). 

Un ensemble initial de 267 gènes a été identifié à partir d'une recherche documentaire 

structurée et de ressources référencées sur les maladies génétiques. Cette liste initiale a été 

réduite à 51 gènes suite à l’élimination de gènes associés à des syndromes ou à d'autres 

maladies cardiovasculaires, ou bien n’étant pas pertinents dans ce contexte ou représentants 

des gènes candidats.  

L'évaluation des apports des études génétiques et expérimentales a abouti à la conservation 

de 19 gènes avec des preuves substantielles soutenant un rôle dans les CMD monogéniques, 

dont 11 (21 %) avec une classification « définitive », 1 (2 %) avec une classification « forte » et 

7 (14 %) avec une classification « modérée ». Au total, 12 gènes ont été classés comme ayant 

une relation définitive ou forte (Table 2). 

Gène Protéine 
Fréquence CMD 

(%) 
Transmission Classification 

BAG3 
BCL-2-associated 

athanogene 3 
2-4 AD Définitif 

DES Desmin <1 AD Définitif 

FLNC Filamin C 1-8 AD Définitif 
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LMNA Lamin A/C 4 AD Définitif 

MYH7 Myosin heavy chain 7 5 AD Définitif 

PLN Phospholamban 1 AD Définitif 

RBM20 
RNA-binding motif protein 

20 
2 AD Définitif 

SCN5A 
Sodium voltage-gated 
channel, α subunit 5 

2 AD Définitif 

TNNC1 Troponin C Rare AD Définitif 

TNNT2 Troponin T2 3 AD Définitif 

TTN Titin 20-25 AD Définitif 

DSP Desmoplakin 2-4 AD Fort 

Table 2. Gènes majeurs impliqués dans la CMD  

(Adapté de Jordan et al. 2021 et Richard et al. 2018) AD, autosomique dominant 

Ainsi, on retrouve une fois de plus une grande diversité parmi les gènes classés comme 

« définitif » et « fort » avec notamment des gènes codant pour des protéines du sarcomère 

impliquées dans sa structure (TTN), son maintien (BAG3) et la génération de la force 

contractile (MYH7,TNNC1, TNNT2) des protéines de la strie Z ou du cytosquelette participant 

à la bonne transmission de cette force contractile (DES, FLNC), impliquée dans l’homéostasie 

calcique (PLN), la structure nucléaire (LMNA), les jonctions intercellulaires (DSP), les 

mécanismes d’épissage (RBM20) ou encore la régulation des flux sodiques (SCN5A). 

Pour la plupart de ces gènes, notamment ceux codant pour des protéines du sarcomère, il 

s’agit de variants à effet fort initialement identifiés par étude de liaison génétique dans des 

grandes familles de CMD. Cependant les limites associées à ce type d’étude, la taille restreinte 

des familles étudiées et la faible pénétrance des mutations, ont ouvert un nouveau champ 

d’étude visant cette fois-ci les polymorphismes de faible pénétrance.  C’est dans ce contexte 

que mon équipe a notamment identifié une association génétique du gène BAG3 avec la CMD 

(Villard et al. 2011). Mon sujet de thèse s’intéressant aux mécanismes physiopathologiques 

associés à la CMD dépendante de BAG3, il me semble nécessaire de passer en revue les 

mécanismes physiopathologiques associés aux gènes majeurs associés à la CMD, présentés 

dans la Table 2. 

c. Mécanismes physiopathologiques associés 

Du fait de l’hétérogénéité des gènes impliqués dans les CMD d’origines génétiques, de 

nombreux mécanismes pathologiques ont alors été décrits comme responsable du 
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développement de la CMD (Figure 7). La suite de ce paragraphe concerne la revue des gènes 

notables identifiés, organisée selon le compartiment cellulaire auquel ils appartiennent, en 

s’intéressant particulièrement au mécanisme physiopathologique proposé conduisant à 

terme, au développement d’une CMD. 

 

Figure 7. Causes génétiques de CMD (Tiré de Schultheiss et al. 2019) 

À ce jour, plus de 30 gènes ont été associés à la CMD et codent des protéines participant à diverses 

fonctions cellulaires et voies biochimiques, dont la majorité peuvent être directement associées à la 

contraction et à la régulation du muscle cardiaque. Certaines des protéines codées par ces gènes sont 

illustrées dans leur contexte cellulaire et moléculaire, et celles dans lesquelles une mutation associée 

à la CMD a été identifiée dans leur séquence codante sont indiquées par une étoile jaune. 

Les protéines du sarcomère 

Le myocarde est un tissu hautement organisé et composé de plusieurs types cellulaires, les 

cardiomyocytes, l’unité contractile cardiaque, représente 30% de la composition du myocarde 

mais près de 70 % du volume cardiaque. L’architecture du cardiomyocyte est assurée par le 

cytosquelette dit « non contractile » comprenant l’actine cytoplasmique, les microtubules et 

les filaments intermédiaires. Ces structures, en plus de former un support structurel entre 

l’environnement extracellulaire et l’appareil contractile, participent à la transduction du signal 

et fournissent un réseau pour le transport des protéines et des organites intracellulaires 

(Grimes et al. 2019). Le sarcomère est l’unité contractile du cardiomyocyte, il est composé de 

l’alternance de bandes apparaissant claires et sombres en microscopie électronique 

correspondant en réalité aux filaments épais et fins qui composent le sarcomère.  
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Le filament épais est formé par les chaînes lourdes (l’isoforme beta est codé par le gène MYH7 

et l’isoforme alpha par MYH6) et légères de la myosine (MYL2/3) ainsi que de la protéine C de 

liaison à la myosine (MYBPC3). Les filaments fins sont principalement composés d’actine 

(ACTC1) associée à la tropomyosine (TPM1) et à la troponine. Le complexe de troponine, 

composé de trois chaînes appelées troponine-T (TNNT2), troponine-I (TNNI3) et troponine-C 

(TNNC1), ont chacune leur fonction respective. La troponine T est responsable de la liaison 

troponine-tropomyosine, la troponine-I possède une activité inhibitrice de l’activité 

ATPasique de la myosine et la troponine-C possède plusieurs sites de fixation pour le calcium, 

qui lorsqu’ils sont occupés lèvent l’action inhibitrice de la troponine-I (Tobasman LS. 2021). 

Au repos, la tropomyosine et la troponine-I masquent les sites de fixation des têtes de myosine 

sur l’actine. La contraction se produit lorsque la troponine-C, après avoir fixé du calcium, 

change de conformation et déplace la troponine-I et la tropomyosine. Les têtes de myosine 

ont alors accès à leurs sites de fixation sur l’actine. Elles hydrolysent une molécule d’ATP et se 

replient pour se rapprocher de leur site de fixation et ne libèrent le phosphate inorganique 

qu’une fois la liaison établie, comme illustré sur la figure 8. Le relargage de l’ADP permet aux 

têtes de myosine de se replier complètement ce qui provoque le raccourcissement des 

sarcomères, qui de manière synchrone avec les cardiomyocytes adjacents, vont permettre la 

contraction cardiaque à l’échelle de l’organe. Le décrochage des têtes de myosine est induit 

par la fixation d’un nouvel ATP et par la libération du calcium de la troponine-C. Le sarcomère 

se rallonge, le muscle se relâche. 



~ Introduction    Chapitre 1 – L’insuffisance cardiaque 

43 

Figure 8. Le mécanisme de la contraction musculaire  

(Tiré de la Thèse de Julien Pottecher 2012) 

 En plus des filaments d’actine et de myosine on retrouve notamment la titine (TTN), qui 

confère des propriétés élastiques au sarcomère. Ce filament gigantesque reliant la ligne Z à la 

ligne M joue un rôle structural majeur en maintenant notamment en place le filament épais 

(Wang et al. 2021).  

Figure 9. Gènes codant les protéines sarcomériques associées à la CMD  

(Adapté d’Hershberger et al. 2013)  

Les protéines dont une mutation associée à la CMD a été identifiée dans leur séquence codante sont 

indiquées par une étoile rouge. 
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Les mutations retrouvées pour les gènes codant les protéines sarcomériques sont des variants 

faux-sens, de petites insertions/délétions ou bien des mutations conduisant à l’expression de 

protéines tronquées. On estime qu’environ 35 à 40% des formes monogéniques seraient 

causées par ce type de mutation, avec une majorité d’entre elles (20 à 25%) attribuées à des 

mutations tronquantes dans le gène TTN (McNally et al. 2013). 

Dans la CMD, l’hypothèse avancée est que les mutations touchant les protéines 

sarcomériques réduisent la fonction contractile, tandis que dans la cardiomyopathie 

hypertrophique, différentes mutations sarcomériques ont été rapportées comme augmentant 

la génération de la force de contraction via un mécanisme de gain de fonction (Mestroni et al. 

2014). En effet il a montré que dans un système in vitro permettant la reconstitution de 

filament fin, les filaments reconstitués à l’aide d’une tropomyosine portant la mutant D230N 

montrent une réduction du turnover ATPasique de la tête de myosine ainsi qu’une sensibilité 

réduite pour le calcium. De façon intéressante, les résultats inverses sont observés lorsque le 

modèle généré porte la mutation D175N du gène TPM1, associée cette fois ci à la CMH 

(Lakdawala et al. 2010). 

L’observation d’une diminution de la sensibilité au calcium semble être un mécanisme central, 

puisque l’étude des fibres musculaires de souris délétée pour la lysine en position 210 

(del210K) dans le gène TNNT2 présente une diminution de la sensibilité au calcium dans la 

génération dans la force de contraction. Ces souris mutées finissent par développer une 

dilation cardiaque marquée, associée au développement d’une insuffisance cardiaque et à 

l’augmentation de mort subite, récapitulant le phénotype de patient atteint de CMD. Ces 

résultats suggèrent que la délétion del210K du gène TNNT2 perturbe les interactions 

intermoléculaires au sein du sarcomère, très probablement avec la tropomyosine (Du et al. 

2007). 

En ce qui concerne le filament épais, deux mutations du gène MYH7, S532P et F764L, chacune 

liée à contexte de CMD familial, ont été modélisées de façon indépendante chez la souris en 

modifiant le gène codant pour la chaîne lourde de la myosine retrouvée de façon majoritaire 

chez la souris, Myh6. Les mutations S532P et F764L sont localisées dans la partie codant pour 

la partie de la tête de la myosine responsable de la production de la force associée à la 

contraction, les sites de liaisons à l’actine et ceux responsables de l’activité ATPasique 

respectivement. L’activité ATPasique, dépendante de l’activation par l'actine est réduite, tout 
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comme la capacité de glissement in vitro de l'actine. La production de force n’est pas 

diminuée, mais une réduction de la taille du pas de la myosine est observée. Étant donné que 

l’hydrolyse de l’ATP produit moins de déplacement de myosine, il s’agit d’un sarcomère moins 

efficace sur le plan énergétique. 

Comme mentionné précédemment, les mutations tronquantes de la titine représentent une 

grande partie des mutations estimées responsables de CMD. Les études génétiques et 

moléculaires de cette protéine ont pendant longtemps été complexes du fait de sa taille 

gigantesque. Un modèle de souris KO présentant une délétion en phase avec le cadre de 

lecture dans la région PEVK du gène TTN développe un dysfonctionnement diastolique, 

cohérent avec le rôle de la titine dans l’entretien de la tension passive (Granzier et al. 2009). 

Chez les rats et les souris présentant des mutations hétérozygotes tronquantes de la titine, 

des facteurs de stress supplémentaires, tels que la constriction aortique transverse (TAC), sont 

utilisés expérimentalement pour favoriser le développement d’une CMD. En effet, bien que 

des mutations tronquantes de la titine soient fréquemment observées au sein de cohortes de 

patients atteints de CMD, il a été démontré que celles-ci sont également observées dans la 

population générale, avec une fréquence allant de 1 à 3 % (McNally et al. 2017). Ainsi la réelle 

proportion de variants pénétrants et tronquants du gène TTN pathologiques reste difficile à 

estimer. 

Au niveau cardiaque RBM20 régule l'épissage de plusieurs gènes, y compris l'épissage du gène 

TTN. Ainsi, les conséquences moléculaires des mutations RBM20 peuvent partager des 

similitudes avec celles des variants tronquants de la titine. Des cardiomyocytes dérivés d'iPSC 

(CMs-iPSC) portant la mutation R636S de RBM20 développent des sarcomères moins épais, 

similaires à ceux décrits pour les CMs-iPSC mutés pour le gène TTN, ainsi qu’un profil 

d’expression génique et d'épissage cohérent avec une cardiomyopathie affectant non 

seulement le gène TTN mais également les gènes CAMK2D et CACNA1C. Une étude récente a 

notamment proposé l’association d’un variant faux sens de novo du gène CAMK2D au 

développement d’une CMD (Tolmacheva et al. 2023).  

Ainsi, les mutations affectant les gènes codant pour les protéines sarcomériques provoquent 

une altération des composants du sarcomère, modifiant ainsi la génération d’une force 

contractile adéquate. Bien que la protéine codée par RBM20 ne soit pas considérée comme 

une protéine sarcomérique au sens strict, les mutations de ce gène ont pour conséquence 
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l’expression d’isoformes altérées de protéines impliquées dans la fonction cardiaque et 

notamment dans le maintien de la structure du sarcomère. 

L’ensemble des protéines sarcomériques sont soumises à un turnover important permettant 

de maintenir une contraction optimale, par exemple la demi-vie de la titine en condition 

basale est estimée à 3-5 jours (Isaacs et al. 1989). Ainsi, les mutations de RBM20 pourraient 

être à l’origine d’un déficit de protéine titine fonctionnelle mais également participer à 

l’accumulation délétère de protéines altérées issues d’ARNm mal épissés au sein de la cellule 

et engendrées un stress protéotoxique. 

Les échanges ioniques 

Parmi les protéines des canaux ioniques impliquées dans la CMD, des mutations des canaux 

sodium (SCN5A) et phospholamban (PLN) ont été décrites. SCN5A code pour le canal sodique 

majoritaire au niveau cardiaque (Nav1.5), dans la CMD les mutations faux sens de ce gène 

sont associées à un phénotype arythmogène avec un risque élevé d’arythmies. Des mutations 

hétérozygotes de SCN5A sont également liées à d'autres troubles du rythme tels que le 

syndrome du QT long et le syndrome de Brugada. Chez la souris, l’expression inductible de la 

mutation F1759A de Scn5a entraîne l’apparition d’une fibrillation auriculaire et des courants 

sodiques persistants au niveau des oreillettes et des ventricules (Wan et al. 2016). Ces souris 

présentent également une réduction progressive de la fraction d’éjection du ventricule 

gauche, similaire à un modèle de CMD, en combinant des altérations du rythme cardiaque et 

un dysfonctionnement systolique. 

 

Figure 10. Gènes codant les protéines associées aux échanges ioniques et impliqués dans la CMD 

(Adapté d’Hershberger et al. 2013) 

Les protéines dont une mutation associée à la CMD a été identifiée dans leur séquence codante sont 

indiquées par une étoile jaune. 
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En ce qui concerne le gène PLN, celui-ci code le phospholamban, qui dans son état non-

phosphorylé, inhibe la pompe à calcium (SERCA). Les iPSC mutés (R14del) pour le gène PLN 

présentent, après traitement à la caféine, une utilisation aberrante du calcium et davantage 

de transitoires calciques irrégulières, qui sont révertées après édition génomique afin de 

corriger la mutation (Karakikes et al. 2015). Ces mêmes cellules ont été utilisées pour générer 

des tissus cardiaques humains en 3D qui, dans ce contexte, présentent des caractéristiques de 

cardiomyopathies plus claires telles qu’une force engagée réduite, améliorée après correction 

génétique (Stillitano et al. 2016). Dans les CMs-iPSC et dans les cœurs de porteurs de 

mutations PLN, des agrégats de phospholamban ont été observés au niveau périnucléaire et 

cytoplasmique suggérant que le phospholamban agrégé contribue à la pathologie, 

éventuellement par le biais d'une autophagie altérée (Te Rijdt et al. 2016). 

Les protéines de structure 

Comme mentionnée précédemment l’architecture du cardiomyocyte est assurée par le 

cytosquelette dit « non contractile ». La desmine (DES) et la filamine C (FLNC) font partie des 

protéines qui forment les filaments intermédiaires impliqués dans la transduction du signal en 

permettant le lien entre le cytosquelette et les différentes structures cellulaires (sarcomère, 

disque intercalaire, noyau, mitochondries et costamère) tout en participant au maintien de 

l’intégrité des structures cellulaires (Tsikitis et al. 2018). La lamine fait partie des filaments 

intermédiaires localisés au niveau nucléaire, la lamine A/C (LMNA) confère sa rigidité au noyau 

et est impliquée dans divers procédés cellulaires comme la régulation de l’expression génique, 

la réplication de l’ADN, le transport du noyau vers le cytoplasme ou encore peut agir comme 

mécano senseur (McNally et al. 2017). 
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Figure 11. Gènes codant les protéines associées à la structure du cardiomyocyte et impliqués dans la 

CMD (Adapté d’Hershberger et al. 2013)  

Les protéines dont une mutation associée à la CMD a été identifiée dans leur séquence codante sont 

indiquées par une étoile rouge. 

Les desminopathies sont un groupe de myopathies myofibrillaires hétérogènes, aussi bien sur 

le plan clinique que génétique. C’est un ensemble de myopathies du muscle squelettique 

héréditaires ou sporadiques, présentant une cardiomyopathie dans leur tableau clinique. La 

pathologie est caractérisée par la présence d’agrégats protéiques protéotoxiques de desmine 

ainsi qu’à une dégénérescence des myofibrilles conduisant à l’affaiblissement des muscles 

squelettiques et cardiaques. En effet, les souris mutées portant la mutation R405W de la 

desmine développent à la fois une myopathie et une cardiomyopathie associée à la présence 

d’agrégats protéique contenant notamment la desmine mutée. Une désorganisation 

myofibrillaire est également observée chez ces souris avec des disques intercalaires anormaux 

reflétant une forte perturbation des jonctions desmosomales pouvant aller jusqu’à la perte 

du contact entre cardiomyocytes voisins (Herrmann et al. 2020).  

Les mutations du gène LMNA provoquent un large spectre de maladies appelées 

laminopathies. La forme la plus répandue affecte les muscles striés sous forme de 

cardiomyopathie dilatée avec une atteinte variable des muscles squelettiques, incluant la 

dystrophie musculaire d'Emery-Dreifuss. Le modèle murin porteur d’une mutation ponctuelle 

du gène Lmna (LmnaH222P/H222P) développe à la fois une CMD et une dystrophie musculaire 

(Arimura et al. 2005). Il a été constaté que la signalisation mTOR était suractivée et que la 
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réponse autophagique était de ce fait inhibée dans le cœur des souris LmnaH222P/H222P et que 

la réduction de l'activité de mTOR par une intervention pharmacologique (temsirolimus) était 

corrélée à une amélioration de l’autophagie et de la fonction cardiaque (Choi et al. 2012).  

Plus récemment, des mutations FLNC, dans le gène codant pour la filamine C, ont été décrites 

dans la CMD. La filamine C interagit avec le complexe de la dystrophine et sa suppression chez 

la souris entraîne une myopathie squelettique. Chez l'homme, des mutations tronquantes 

conduisent à une cardiomyopathie associée à un taux élevé d'arythmies ventriculaires et de 

mort subite, ce qui suggère que la filamine C joue un rôle dans le système de conduction 

cardiaque en plus de son rôle au sein des cardiomyocytes (McNally et al. 2017). 

La desmoplakine (DSP) est une protéine desmosomale qui joue un rôle essentiel dans 

l'adhésion cellule-cellule au sein des cardiomyocytes. Chez l’homme, les mutations de ce gène 

sont associées à des lésions myocardiques, une fibrose ventriculaire gauche qui précèdent un 

dysfonctionnement systolique et une incidence élevée d'arythmies ventriculaires (Brandão et 

al. 2023). Chez les souris mutées pour la desmoplakine (S311A), on retrouve des altérations 

des desmosomes associées à une distribution anormale de la connexine 43 au niveau 

cardiaque. Ces souris présentent une mort accrue des cardiomyocytes, une inflammation du 

myocarde et un remodelage ventriculaire fibro-adipeux. Ces altérations s'accompagnent d'un 

dysfonctionnement contractile, s’aggravant avec le temps, et d'une incidence accrue 

d'arythmies, avec une progression de la maladie et des évènements de mort subite 

potentialisés par l'exercice (Di Bona et al. 2021) 

Comme nous avons pu le voir, les mécanismes de pathogénicités impliqués dans la CMD sont 

divers, et dans la plupart des cas associés à un gène unique. Cependant, l’ensemble de ces 

mutations entrainent le même phénotype pathologique, suggérant de possibles mécanismes 

communs. En effet, on constate que l’altération de la contraction associée à la réponse 

calcique (MYH7, TNNC1, TNNC2, PLN, SCN5A) et la protéotoxicité (LMNA, DES, RMB20, TTN) 

sont des phénomènes récurrents, qui soutiennent l’hypothèse d’un ou plusieurs mécanismes 

regroupant plusieurs gènes.  

Cependant, malgré les progrès des techniques scientifiques en matière de génétique, près de 

la moitié des formes familiales de CMD, et des mécanismes physiopathologiques sous-jacents, 

restent méconnus. L’une des explications concerne les variants de faible pénétrance, qui 
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malgré leur participation au développement d’un phénotype pathologique en présence 

d’autres facteurs, restent difficile à identifier du fait de leur effet modéré. Ainsi le phénotype 

de la maladie peut être relativement léger et la vraisemblance d’une CMD familiale, dans ce 

cas, est faible. Ainsi, la maladie va dépendre à la fois de variations dans plusieurs gènes 

simultanément et de facteurs pouvant être environnementaux. C’est l’étude de ces variants 

de faible pénétrance dans un contexte de CMD qui va notamment conduire à l’identification 

de nouveaux gènes impliqués dans la CMD, tels que BAG3. 

IV. RECHERCHE DE LOCI CONTRIBUANT AUX FORMES SPORADIQUES DE CMD 

a. GWAS 

Les approches de génomique ont connu des progrès considérables depuis quelques années, 

avec notamment l’émergence des études d’association génome entier (Genome Wide 

Association Studies ou GWAS) afin d’étudier la composante héréditaire au sein de pathologies 

complexes. Ces approches consistent à cribler une large population et à mettre en évidence 

un déséquilibre allélique entre une population contrôle, constituée de personnes non 

atteintes par la maladie, et une population de malades. 

C’est dans ce contexte que notre équipe a mené une GWAS en 2011 dans le but d’identifier 

de nouveaux loci impliqués dans la CMD (Villard et al. 2011). En regroupant 3 études 

européennes (CARDIGENE, EUROGENE-EHF et PHRC-DCM) le génome de 1179 individus 

atteints de CMD idiopathiques et de 1108 individus contrôles ont pu être analysés. L’équipe a 

testé l’association de plus de 600 000 SNP, et parmi eux, 3 étaient associés avec la pathologie 

de façon significative (p<5.107). Ces résultats ont ensuite été répliqués dans une population 

indépendante, composée de plus de 1000 cas contrôles et atteints, et ont confirmé la 

significativité de 2 des 3 loci initialement identifiés, rs10927875 et rs2234962. Un criblage des 

mutations des meilleurs gènes candidats positionnels localisés à ces loci a ensuite été réalisé 

chez 168 cas indépendants atteints de CMD familiale. 

b. Locus ZBTB17/HSPB7/CLCNKA 

Le SNP rs10927875 est situé dans un intron du gène ZBTB17 pour « zinc finger and BTB domain 

containing-17 » localisé sur le chromosome 1. Ce locus couvre une région de plus de 200 

kilobases enveloppant ainsi plusieurs gènes dont SPEN « spen homolog » codant un régulateur 
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transcriptionnel, HSPB7 « heat shock protein family B member 7 » codant une protéine de 

choc thermique et CLCNKA/B « chloride channel K » codant les canaux chloriques de type A/B 

(Figure 12). 

 

Figure 12. Manhattan plot centré sur le locus rs10927875 (Tiré de Villard et al. 2011)  

Panel supérieur : le r² pairé entre le SNP principal et les SNP dans ses régions en déséquilibre de liaison 

sont affichés avec la p-value d'association avec la CMD de chaque SNP. Annotations des SNP : aucune 

(cercle), non synonyme (triangle), synonyme ou UTR (carré), site de liaison putatif de facteur de 

transcription (astérisque). Panel inférieur : gènes englobant le locus associé. 

Parmi l’ensemble des gènes associés au SNP rs10927875, HSPB7 présente un intérêt 

particulier puisqu’il code une protéine chaperonne très exprimée au niveau cardiaque (Vos 

et al. 2009) et que, peu avant, un autre SNP (rs1739843) de ce gène avait été associé à la 

CMD dans une autre étude (Stark et al. 2010). Cependant aucune mutation pénétrante de ce 

gène n’a pu être mise en évidence dans cette étude, ni dans d’autres études menées au 

même moment (Capolla et al. 2010, Matkovich et al. 2010). 

Ainsi l’implication d’un des gènes appartenant au locus associé au SNP rs10927875 dans la 

CMD reste encore à démontrer, notamment par la réalisation d’analyses fonctionnelles et 

d’études de modélisation (Capolla et al. 2011). 

c. Locus BAG3 
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Le second locus identifié (rs2234962) correspond à un SNP non-synonyme (c.T757C, p.C151R) 

situé dans la séquence codante du gène BAG3 localisé sur le chromosome 10 (Figure 13). 

 

Figure 13. Manhattan plot centré sur le locus rs2234962 (Tiré de Villard et al. 2011) 

Panel supérieur : le r² pairé entre le SNP principal et les SNP dans ses régions en déséquilibre de liaison 

sont affichés avec la p-value d'association avec la CMD de chaque SNP. Annotations des SNP : aucune 

(cercle), non synonyme (triangle), synonyme ou UTR (carré), site de liaison putatif de facteur de 

transcription (astérisque). Panel inférieur : gènes englobant le locus associé. 

L’analyse de la fréquence allélique entre la population de patients atteints de CMD et la 

population contrôle a permis de révéler que l’allèle mineur (R) est associé avec un risque plus 

faible de développer une CMD alors que la substitution d’une cystéine par une arginine semble 

plus délétère à cette position. Une analyse poussée, notamment de la base de données 

HapMap, a révélé l’existence de plusieurs autres SNP non-synonymes du gène BAG3. Parmi 

eux, le locus rs3558340 (c.C1526T, p.P407L), s’est avéré significativement associé au 

développement d’une CMD, avec la substitution de la proline en position 407 par une leucine. 

 BAG3 semblait être un candidat idéal dans la recherche de variant rare à effet fort dans des 

formes familiales de CMD.  En effet, il s’agit d’un gène avec l’implication de SNP non-synonyme 

chez les cas sporadiques de CMD, de plus il code une protéine exprimée de façon 

prédominante dans le muscle squelettique et cardiaque, co-localisant avec la bande Z des 

sarcomères, et la réalisation d’un modèle murin KO homozygote de ce gène entraine le 
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développement d’une myopathie fulgurante associée à un grave retard de croissance lors de 

la période post-natale, ce qui a pour conséquence le décès des animaux vers l’âge de 4 

semaines (Homma et al. 2006). 

d. Mutations de BAG3 associées à des formes familiales de CMD 

Ainsi, le séquençage des 4 exons de BAG3 réalisé chez les 168 cas indépendants atteints de 

CMD familiale a permis l’identification de 6 variants, 4 mutations non-sens et 2 mutations faux 

sens, illustrés dans la figure 14. Ces variants prédits comme délétères, ségrégent avec la 

maladie dans les familles de patients atteints de CMD et sont absents dans une population 

constituée de 347 individus sains. Touchant des acides aminés très conservés entre les 

espèces (pour les faux-sens), il en a été conclu que ces variants devaient être pathogènes et 

responsables de formes mendéliennes de CMD. 

Ainsi la réalisation de cette première GWAS de la CMD, associée à un criblage de mutations 

dans les régions cibles identifiées chez des individus atteints de CMD familiale, a permis 

l’identification d’un nouveau gène (BAG3), associé aux formes familiales et sporadiques de 

CMD. 



 

 

 

Figure 14. Variants de BAG3 retrouvés dans des formes familiales de CMD (Tiré de Villard et al. 2011) 
(A) Structure génomique du gène BAG3. Les quatre exons sont présentés sous forme de cases (blanches pour UTR, grises pour les régions codantes). Les lignes horizontales 

supérieures indiquent les régions séquencées. (B) Transcrit du gène BAG3 annoté avec les positions des variants identifiés dans les cas familiaux de CMD (variants 

probablement à l'origine d'une maladie (rouge), éventuellement à l'origine d'une maladie (noir) ou probablement neutres (vert). *Indique les SNP associés à la CMD 

sporadique identifiés dans la GWAS. Les électrophérogrammes représentatifs des séquences mutées (supérieures) et non-mutées (inférieures) sont présentés pour chaque 

mutation. (C) Schéma de la structure de la protéine BAG3 (domaines protéiques en gris foncé) annoté avec les changements d’acides aminés associés aux mutations 

identifiées. (D) Alignements des séquences orthologues de BAG3 de différentes espèces. La conservation inter-espèces est indiquée par des cases bleues (bleu foncé : 

identique ; bleu clair : similaire ; blanc : acide aminé non conservé).
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CHAPITRE 3 – BAG3, UNE PROTÉINE MULTIFONCTIONNELLE 

I. MUTATIONS ASSOCIÉES 

Selon une vaste étude menée par Mazzarotto et al. portant sur 2 538 patients atteints de 

CMD, des variants tronquants de BAG3 ont été identifiés dans 0,3 % des cas (Mazzarotto et al. 

2020). Cliniquement, les mutations du gène BAG3 entrainent divers phénotypes avec un âge 

variable d'apparition des premiers symptômes allant de 18 à 64 ans (Knezevic et al. 2015). De 

plus, l’étude réalisée sur 129 échantillons issus d’individus porteurs de mutations BAG3 a 

révélé qu’il s’agissait, dans près de 86% des cas, de variants tronquants (Domínguez et al. 

2018). 

a. Haploinsuffisance 

Les mutations tronquantes ou entrainant la modification du cadre de lecture vont aboutir à la 

synthèse de transcrits porteurs d’un codon STOP prématuré. Ces transcrits sont reconnus par 

le mécanisme de dégradation de l'ARNm non-sens (NMD), un processus conservé au cours de 

l'évolution, qui va assurer leur dégradation afin de prévenir la synthèse de protéines 

tronquées potentiellement délétères pour la cellule. Ce mécanisme est à l’origine de 

l’haploinsuffisance observée dans de nombreux cas de mutations tronquantes, incluant celles 

identifiées pour BAG3. 

En effet, plusieurs études ont rapporté une diminution de l’expression protéique de BAG3 au 

sein des tissus cardiaques explantés de patients présentant une troncation de 135 acides 

aminés au niveau de l’extrémité C-terminale de la protéine ou bien une mutation entraînant 

une modification du cadre de lecture (Feldman et al. 2014, Toro et al. 2016).  

De façon intéressante, les niveaux de BAG3 dans le cœur humain défaillant, provenant de 

patients atteints d'insuffisance cardiaque terminale sans mutations connues de BAG3, étaient 

significativement inférieurs à ceux trouvés dans les cœurs témoins non défaillants. Il semble 

donc que des niveaux réduits de protéine BAG3 puissent être observés à la fois chez les 

individus porteurs d'une mutation BAG3 ainsi que dans les cœurs humains défaillants en phase 

terminale (Feldman et al. 2014). 
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b. Perte de fonction 

Dans le cas de variants non-tronquants, il s’agit principalement de mutations faux-sens qui 

peuvent alors s’exprimer selon un mécanisme de perte ou de gain de fonction. La 

pathogénicité de ces mutations est souvent incertaine, il s’agit notamment de différencier les 

variants communs identifiés dans la population (polymorphisme) des variants à effet fort qui 

vont conduire au développement de la maladie. 

En ce qui concerne les mutations faux-sens identifiées pour BAG3, environ un tiers touche les 

hélices α2 et α3 du domaine BAG de la protéine, essentielles à son interaction avec HSP70 (Lin 

et al. 2022). De plus, les mutations touchant la région comprise entre le glutamate en position 

455 et l’arginine en position 477 sont particulièrement corrélées avec le développement d’une 

cardiomyopathie dilatée. Dans le cas de mutations faux sens impliquant le domaine BAG, 

l’hypothèse privilégiée serait l’altération des fonctions cellulaires associées au complexe 

BAG3/HSP70. En effet, il a été mis en évidence qu’en présence de la mutation E455K de Bag3 

au sein d’une lignée cellulaire HEK293T, il y a une perte importante d’interaction avec certains 

partenaires protéiques, notamment les membres appartenant à la famille d’HSP70. Des 

résultats similaires ont été obtenus par le même groupe de recherche cette fois-ci sur un 

modèle de cardiomyocyte dérivé d’iPSC BAG3-E455K (Perez-Bermejo et al. 2023). De façon 

intéressante lorsque l’on se place cette fois-ci en présence de la mutation BAG3-C151R, c’est 

un sous-ensemble différent de partenaires protéiques qui est retrouvé altéré. Les auteurs 

retrouvent notamment une augmentation de l'interaction avec la protéine filamine A (FLNA), 

la kinase de la voie Hippo STK38 et des ubiquitine-ligases E3 DDB1 et TRIM21, alors que les 

interactions avec la petite protéine de choc thermique HSPB7 et la co-chaperonne DNAJB1 

sont retrouvées diminuées par rapport à BAG3-WT.  

Bien que HSPB7, le meilleur candidat positionnel au locus GWAS du chromosome 1,  ait été à 

plusieurs reprises décrite comme n'interagissant pas directement avec BAG3 (Fang et al. 

2019), l’étude menée par Perez-Bermejo et al. a pour la première fois permis de mettre en 

évidence une interaction entre ces deux protéines. Ces résultats suggèrent qu'il pourrait s'agir 

d'une interaction indirecte via d'autres partenaires comme HSPB8 (Muranova et al. 2021) et 

que le variant BAG3-C151R pourrait altérer l’interactome entre BAG3 et les HSPB en faveur 

d'autres petites protéines de choc thermique, telle qu’HSPB1. Le résidu Cys151 est situé dans 

une région conservée de la protéine BAG3 sans domaine ni fonction connue. Cependant, en 
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raison de sa proximité avec les domaines IPV, qui interviennent dans l'interaction avec les 

HSPB (Rauch et al. 2014), la mutation BAG3-C151R pourrait affecter directement la liaison 

BAG3-HSPB. De plus, on peut aussi imaginer que selon l’impact de la mutation dans la 

structure tridimensionnelle de BAG3, elle puisse également impacter des régions distantes 

comme le domaine BAG, responsable de la fonction de la protéine dans la qualité contrôle des 

protéines. 
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Figure 15. Les conséquences de la mutation BAG3-E455K sur l’interaction avec différents partenaires 

protéiques (Tiré de Perez-Bermejo et al. 2023) 
(A) Profil de coprécipitation entre les différents variants de BAG3 ainsi que la protéine délétée pour le 

domaine BAG (BAG3_ΔBAG) ou ne possédant que le domaine BAG (BAG3_BAG) (E) Volcano plot 

illustrant les différences d’interactions avec différents partenaires protéiques entre BAG3-E455K et 

BAG3-WT dans les CMs-iPSC. (F) Volcano plot illustrant les différences d’interactions avec différents 

partenaires protéiques entre BAG3-C151R et BAG3-WT dans les CMs-iPSC. 

 
 

c. Gain de fonction 
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En plus du domaine BAG, le reste des mutations faux-sens identifiées se trouve 

majoritairement au niveau du second motif IPV (Figure 16). Initialement, l’hypothèse formulée 

était une perte de fonction associée à la perte de la liaison aux petites protéines chaperonnes 

(HSPBs) comme mécanisme cellulaire sous-jacent. 

Figure 16. Illustration de la répartition des variants identifiés sur la séquence protéique de BAG3. 

(Adapté de Lin et al. 2021)  

Cependant, l’étude de la liaison entre BAG3P209L et HSPB8 dans un modèle cellulaire a révélé 

que cette interaction n’était que modérément diminuée. Les auteurs ont démontré que des 

mutations au sein des deux motifs IPV sont nécessaires afin de prévenir l’interaction entre 

BAG3 et HSPB8 de façon certaine. Ces résultats viennent appuyer l’idée selon laquelle la perte 

de liaison aux HSPBs est insuffisante pour provoquer le phénotype cellulaire associé à la 

mutation BAG3P209L. De manière surprenante, les auteurs ont mis en évidence que la mutation 

BAG3P209L entraine l’accumulation d’agrégats protéiques associés aux protéines chaperonnes 

selon un mécanisme de gain de fonction. Cet effet aurait pour conséquence un phénomène 

de « chaperon-trap » impliquant la séquestration de l’ensemble du complexe BAG3-HSP70-

client au sein d’agrégats ce qui in fine, conduirait à réduire le pool de chaperonne disponible 

au sein de la cellule (Meister-Broekema et al. 2018, Adriaenssens et al. 2020). 
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Figure 17. Mécanisme proposé illustrant la séquestration du complexe BAG3-HSP70 au sein 

d’agrégats en présence de la mutation BAG3-P209L. (Adapté de Adriaenssens et al. 2020)  

Les protéines mal repliées sont prises en charge par le complexe CASA et transportées vers le MTOC, 
où les autophagosomes sont rassemblés et leur contenu dégradé par les lysosomes. La mutation BAG3-
P209L altère le cycle fonctionnel d’Hsp70 et par conséquent les complexes CASA, contenant la protéine 
BAG3 mutée, liés à leurs client protéiques s'accumulent. Cela empêche d'une part la dégradation du 
cargo lié à Hsp70 et d’autres part, séquestre et diminue la disponibilité des acteurs majeurs participant 
à la protéostasie tels que HSPB8, SQSTM1/p62 et l’ubiquitine. 

Finalement, l’ensemble de ces données suggèrent que selon le variant identifié et les 

mécanismes d’action par lequel la fonction de BAG3 est altérée, cela peut entraîner le 

développement d’un phénotype pathologique différent.  

De façon intéressante, le phénotype observé dans le cas de mutations tronquantes et faux-

sens (perte de fonction) est majoritairement le développement d’une CMD. Cela suggère un 

mécanisme global mettant en jeu une diminution des fonctions cellulaires de BAG3 qui 

conduirait au développement de la maladie (Table 3). Cependant, compte-tenu des nombreux 

autres domaines fonctionnels de BAG3 (Figure 16), on peut alors se demander si les mutations 

faux-sens du domaine BAG et l'haploinsuffisance engendrée par les mutations tronquantes 

ont réellement les mêmes conséquences au niveau cellulaire. Ainsi, ce travail de thèse a pour 

objectif de s’intéresser aux conséquences moléculaires et fonctionnelles d’une mutation faux-

sens du domaine BAG de BAG3. 
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Table 3. Liste des variants tronquants et faux-sens (domaine BAG) de BAG3 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Mutation Type de mutation Maladie associée Référence 

R90X Tronquante CMD Norton et al. 2011 

A121X Tronquante CMD Norton et al. 2011 

R123X Tronquante CMD Norton et al. 2011 

M306X Tronquante CMD Rafiq et al. 2017 

R309X Tronquante CMD Villard et al. 2011 

T451X Tronquante CMD Franaszczyk et al. 2014 

R218Gfs Frame shift CMD Norton et al. 2011 

H243Tfs Frame shift CMD Toro et al. 2016 

Q251Rfs Frame shift CMD Norton et al. 2011 

Q353Rfs Frame shift CMD Franaszczyk et al. 2014 

G379Afs Frame shift CMD Franaszczyk et al. 2014 

S385Qfs Frame shift CMD Villard et al. 2011 

E455K Faux-sens CMD Villard et al. 2011 

L462P Faux-sens CMD Arimura et al. 2011 

V468M Faux-sens CMD Villard et al. 2011 

P470S Faux-sens MFM Meister-Broekema et al. 2018 

R477H Faux-sens CMD Norton et al. 2011 
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II. STRUCTURE ET FONCTIONS DE BAG3 

Il s’agit d’une protéine possédant au sein de sa structure de multiples domaines protéiques 

lui permettant d’interagir avec de nombreux partenaires protéiques lui conférant ainsi un 

éventail très varié de fonctions au sein de la cellule. Les deux fonctions majeures associées à 

BAG3 sont un rôle de co-chaperonne, qui en association avec les protéines de choc thermique, 

permet la prise en charge et l’élimination de protéines mal repliées ou agrégées et un rôle 

anti-apoptotique de par son interaction avec Bcl-2.  

La suite de cette introduction vise donc à donner une vue d’ensemble des mécanismes 

moléculaires et cellulaires dans lesquels BAG3 intervient, avec une attention particulière 

portée aux fonctions associées au domaine BAG, pour ainsi faire émerger une hypothèse afin 

d’expliquer le rôle physiopathologique des mutations de ce domaine, notamment dans le 

développement de la CMD.  

a. Généralités sur les membres de la famille BAG 

BAG3 fait partie de la famille des co-chaperonnes à domaine BAG, un domaine de liaison 

protéique particulièrement bien conservé au cours de l’évolution, que ce soit entre les espèces 

ou bien entre les différents membres de la famille BAG, suggérant ainsi un rôle biologique 

fondamental de ce domaine (Takayama et al. 1999). Historiquement, la première protéine de 

la famille BAG (BAG1) a été découverte en 1995 par une équipe japonaise lors de la recherche 

de partenaires interagissant avec la protéine anti-apoptotique Bcl-2 (Takayama et al. 1995). 

Cette découverte est à l’origine de la terminologie « BAG » pour Bcl-2 associated athanogene. 

En ce qui concerne BAG3, elle a été identifiée par la même équipe quelques années plus tard 

via un système double-hybride en recherchant des protéines interagissant avec le domaine 

ATPase d’HSP/HSC70, une protéine de choc thermique jouant un rôle majeur dans le maintien 

de la protéostasie cellulaire (Takayama et al. 1999). La même année, elle a également été 

identifiée par un autre groupe de recherche comme interagissant avec Bcl-2 et ainsi nommée 

Bis pour « Bcl-2 interacting death suppressor » (Lee et al. 1999). Finalement, cette protéine 

porte également un troisième nom, CAIR-1, pour « Calcium influx inhibitor stress-1 » de par la 

découverte de son interaction avec la phospholipase C-γ (PLC- γ), celle-ci intervenant 

notamment dans la régulation du calcium cytoplasmique en réponse à un signal 

transmembranaire (Doong et al. 2000). La terminologie « BAG3 » reste à ce jour la plus 

retrouvée et sera utilisée dans le reste de ce manuscrit. 
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En tout, la famille des protéines BAG est actuellement composée de 6 membres, BAG1 à BAG6, 

partageant un domaine protéique commun qui est le domaine BAG. Tandis que certains 

membres partagent des domaines protéiques distincts en plus du domaine BAG, d’autres ne 

possèdent que le domaine BAG comme illustré dans la figure 18. 

 

Figure 18 : Structure des membres de la famille des protéines BAG humaines (Adapté de Behl C. 2016) 

NLS « nuclear localization sequence », UBL : ubiquitin-like domain, BAG : Bcl-2 associated athanogene, 

WW : domaine tryptophane-tryptophane, Pxxp : région riche en proline. 

Dans le cas des quatre isoformes de BAG1 et BAG6, le domaine UBL « ubiquitin-like protein » 

leur permet d’agir notamment sur la voie de dégradation des protéines ubiquitinylées par le 

protéasome (Behl C. 2016). 

Il s’agit d’une famille de protéine très conservée, avec des protéines ou homologues de la 

famille BAG retrouvés chez différentes espèces telles que la levure Saccharomyces cerevisiae, 

la drosophile Drosophila melanogaster, l’amphibien Xenopus laevis, différents mammifères en 

plus de l’homme tels que le rat et la souris ou encore chez les plantes Arabidopsis thaliana et 

Oryza sativa. Finalement, la persistance au cours de l’évolution des protéines BAG indique un 

rôle central de ces protéines au niveau physiologique, lié à leur action favorisant la survie 

cellulaire en conditions de stress (Takayama et al. 2001, Kabbage et al. 2008, Rosati et al. 

2011). 
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b. Généralités sur la structure de BAG3 

En plus du domaine BAG et des motifs IPV pour « isoleucine-proline-valine » mentionnés 

précédemment, BAG3 possède également deux domaines WW, localisés à l’extrémité N-

terminale (Takayama et al. 1999), un domaine PxxP riche en proline (Doong et al. 2000) ainsi 

que deux motifs contenant des phosphosérines (RSXpS) situés entre les deux motifs IPV 

(Figure 19). 

Figure 19. Structure et domaines protéiques de BAG3 (Adapté de Stürner et Behl 2017) 

La séquence codante de BAG3 comprend quatre exons. La protéine BAG3 comprend divers 

motifs/régions et domaines caractéristiques. Il est suggéré que la protéine BAG3 soit phosphorylée au 

niveau des résidus sérine et tyrosine indiqués. 

L’ensemble des protéines interagissant avec BAG3 à partir de ces domaines protéiques 

(récapitulées dans la Table 4) sont responsables des effets pléiotropes de BAG3 au niveau 

cellulaire. 

Il a été mis en évidence que le niveau d’expression de BAG3 est modulable par diverses 

modifications post-traductionnelles, comme la phosphorylation. Il a notamment été montré 

que la phosphorylation de BAG3 au niveau de la sérine en position 377 est dépendante de la 

kinase ERK. Cette phosphorylation va par la suite entrainer l’ubiquitinylation et la dégradation 

de BAG3 par l’intermédiaire de FBXO22 (Liu et al. 2022). Selon le rôle de chaque modification 

post-traductionnelle, on peut alors supposer que la présence d’une mutation à proximité d’un 

site ces sites puisse avoir des conséquences sur les interactions entre BAG3 et ses partenaires, 

et donc sur son activité au niveau cellulaire. 

Contrairement aux protéines intracellulaires dont la compartimentation subcellulaire est 

dépendante de leur fonction, BAG3 semble omniprésente au sein de la cellule afin d’établir 

un microenvironnement intracellulaire propre à chacune de ses fonctions (Figure 20).  
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Figure 20. Les effets pléiotropes de BAG3 (Adapté de Myers et al. 2018) 

Principales voies illustrant les différentes fonctions cardiaques de BAG3 : acteur clé de l’autophagie, 

inhibition de l'apoptose, maintien de la réponse adrénergique et du couplage excitation-contraction, 

soutien de la structure sarcomérique et modulation de l'expression génique.



 
 

 

Table 4. Liste des protéines connues pour interagir directement avec BAG3

Protéine Domaine d’interaction Fonction associée Référence 

SYNPO2 WW Autophagie Ulbricht et al. 2013 

PDZGEF2 WW Adhésion cellulaire Iwasaki et al. 2010 

AMOTL1/2 WW Prolifération cellulaire Ulbricht et al. 2013 

LATS1/2 WW Prolifération cellulaire Ulbricht et al. 2013 

TSC WW 
Régulation de la synthèse protéique et de 

l’autophagie 
Kathage et al. 2017 

HSPB5 IPV Formation d’un complexe multi-chaperonne Hishiya et al. 2011 

HSPB6 IPV Agréphagie Fuchs et al 2009 

HSPB8 IPV Agréphagie et régulation des granules de stress Carra et al. 2008 

HSPB1 IPV Contrôle qualité des protéines Rauch et al. 2017 

14-3-3 RSXpS Adressage de protéine vers l’agrésome Xu et al. 2013 

Dynéine PxxP Transport rétrograde vers l’agrésome Gamerdinger et al. 2011 

PLC- γ PxxP Adhésion et migration cellulaire Doong et al. 2000 

Src PxxP Adhésion et migration cellulaire Colvin et al. 2014 

HSC70 BAG 
Reconnaissance et prise en charge de protéines 

agrégées ou mal-repliées 
Takayama et al. 1999 

HSP70 BAG 
Reconnaissance et prise en charge de protéines 

agrégées ou mal-repliées 
Doong et al. 2000 

CapZβ BAG Structuration du sarcomère Hishiya et al. 2010 

Bcl-2 BAG Apoptose Lee et al. 1999 

HSF1 BAG 
Régulation de la translocation d’HSF1 vers le 

noyau 
Jin et al. 2015 
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c. BAG3 dans le maintien de la structure du sarcomère 

BAG3 est une protéine exprimée de façon ubiquitaire dont le niveau d’expression est variable 

selon les tissus. Elle est cependant majoritairement exprimée dans le muscle squelettique et 

cardiaque (Figure 21).  

 

 

 

Figure 21. Expression tissulaire de chaque exon de Bag3 

(Adapté du portail d’expression GTEx V8 https://gtexportal.org/home/gene/BAG3#gene-transcript-

browser-block) 

Modèles animaux 

Initialement, la première étude qui a établi le lien entre BAG3 et la physiopathologie du muscle 

strié squelettique est l’analyse du phénotype des souris déficientes pour BAG3 (KO Bag3). Ces 

souris sont semblables aux souris WT et KO hétérozygote Bag3 à la naissance et lors de leur 
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première semaine de vie. Cependant celles-ci arrêtent de prendre du poids 12 jours après la 

naissance, entrainant ainsi un important retard de croissance. L’analyse histologique par 

microscopie électronique a révélé une dégénérescence progressive des myofibrilles après la 

naissance, associée à un grand nombre de noyaux apoptotiques ainsi qu’une altération de la 

structure de la strie Z (Figure 22). Les souris déficientes pour Bag3 développent donc une 

myopathie fulgurante ainsi qu’une cardiomyopathie associée à une dégénérescence du 

muscle cardiaque, alors que les souris KO hétérozygotes Bag3 ne présentent aucune altération 

aussi bien au niveau phénotypique qu’au niveau histologique, avec Bag3 normalement localisé 

au niveau de la bande Z des sarcomères. L’ensemble des animaux KO homozygotes Bag3 

meurent de façon prématurée au bout de 25 jours après la naissance, très probablement 

d’une insuffisance respiratoire due à la dégénérescence avancée observée au niveau du 

diaphragme et des muscles intercostaux (Homma et al. 2006).  

Figure 22. Dégénérescence myofibrillaire chez les souris KO homozygotes Bag3 

(Tiré de Homma et al. 2006) Photos d’imagerie par microscopie électronique réalisées sur des coupes 

de diaphragme de souris KO homozygotes Bag3 à 18,5 jours de gestation embryonnaire (E 18.5), 4 et 

14 jours après la naissance (J4 & J14). 

Le deuxième modèle murin déficient pour Bag3 qui a été étudié par la suite présente 

également un phénotype sévère. De façon similaire, animaux KO homozygotes Bag3 

développent un grave retard de croissance et une survie limitée à 3 semaines sans atteinte 

apparente chez les souris hétérozygotes KO. Les auteurs décrivent également des anomalies 

au niveau des stries Z et des fibres musculaires mais en revanche ne retrouvent pas de 

dégénérescence myofibrillaire ou d’atteinte au niveau cardiaque. Dans leur modèle, la mort 

prématurée des souris KO homozygotes Bag3 serait davantage liée à une sévère détérioration 

métabolique plutôt qu’à une insuffisance respiratoire comme observée dans le premier 

modèle KO Bag3 (Youn et al. 2008).  
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Enfin, dans le modèle drosophile, la déficience de la starvin, l’orthologue de BAG3, conduit 

également à une désorganisation de la strie Z associée à une perte de fonction musculaire, 

ainsi qu’à une létalité des larves (Coulson et al. 2005).  

Au final, les modèles animaux déficients en BAG3, ou starvin chez la drosophile, présentent 

un développement musculaire normal au cours de l'embryogénèse, excluant un rôle de BAG3 

dans l'assemblage musculaire initial. Cependant, lorsque les muscles sont sollicités après la 

naissance ou l’éclosion, on observe une détérioration rapide et dépendante de la force des 

disques Z. 

Mécanismes cellulaires impliqués 

Par la suite, des études mécanistiques visant à étudier le rôle de BAG3 réalisées sur des 

myocytes néonataux immatures, ont démontrées que BAG3 stabilisait la structure des 

sarcomères grâce au maintien de la protéine de coiffe de l'actine, CapZβ1. Il s’agit d’une 

protéine sarcomérique capable de se fixer à l’extrémité + de l’actine filamenteuse (actine-F) 

et ainsi empêcher sa dépolymérisation. L’actine-F est la conséquence de la polymérisation de 

plusieurs actine-G dites globulaires. C’est donc une structure dynamique qui nécessite des 

protéines annexes afin d’être stabilisée, telles que CapZβ1. De plus, il a été montré que cette 

protéine permet de positionner correctement les filaments d’actines au niveau de la strie Z, 

permettant ainsi d’établir un lien avec les sarcomères adjacents et ainsi de stabiliser la strie Z 

dans son ensemble (Pappas et al. 2008). Lorsque les cellules sont soumises à un étirement 

mécanique, il a été montré que BAG3 stabilise CapZβ1, en facilitant son interaction avec 

HSC70, et ainsi permet de stabiliser le réseau d’actine et son ancrage au niveau de la bande Z 

(Hishiya et al. 2010). En présence d’une protéine BAG3 délétée pour son domaine BAG, les 

auteurs ont également démontré que BAG3 n’est plus capable d’intervenir dans la stabilité et 

le maintien de CapZβ1 à la strie Z. CapZβ1 n’est alors plus stabilisé, par l’intermédiaire 

d’HSC70, et est prise en charge par le protéasome pour être dégradée. 

De façon intéressante, une diminution d’expression de la protéine CapZβ1 a également été 

observée in vivo au sein de lysats protéiques obtenus à partir des cœurs explantés de souris 

KO homozygotes Bag3 âgées de 14 jours. Ainsi il a été suggéré que l’altération des sarcomères 

observée dans ce modèle serait la conséquence de la perte de la stabilisation des myofibrilles 

par BAG3, par l’intermédiaire de CapZβ1 (Hishiya et al. 2010). 
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Il convient de noter que certaines mutations BAG3 provoquent une faiblesse musculaire 

sévère chez l’homme, caractérisée par la détérioration des disques Z et l’accumulation 

d’agrégats protéiques (Béhin et al. 2015).  

d. BAG3 dans le métabolisme 

Le rôle de BAG3 dans la régulation générale du métabolisme a été mis en avant lors de l’étude 

du deuxième modèle murin déficient pour Bag3 où les souris homozygotes KO présentent une 

nette hypoglycémie associée à des niveaux diminués de triglycéride et cholestérol (Youn et al. 

2008). Ces animaux présentent également une réduction de la masse grasse périphérique en 

faveur d’un stockage lipidique au niveau du foie ainsi qu’un profil d’expression de gènes 

associés au métabolisme indiquant une activation de la gluconéogenèse et de la beta-

oxydation dans le foie, caractéristiques de la réponse adaptative d’un organisme à la 

malnutrition, et plus particulièrement ici, à une hypoglycémie marquée. Les auteurs ont alors 

posé l’hypothèse que l'absence de Bag3 entrainerait une déficience nutritionnelle qui aurait 

une influence considérable sur la croissance et la survie postnatale des animaux KO. 

Dans un modèle cellulaire d’adénocarcinome pancréatique (PDAC), il a été montré que BAG3 

favorise la reprogrammation du métabolisme du glucose via l’interaction avec l’ARNm de 

l’hexokinase 2. BAG3 est capable d’augmenter l'expression de l'hexokinase 2, la première 

enzyme clé impliquée dans la glycolyse, au niveau transcriptionnel en stabilisant 

indirectement son ARNm. BAG3 entre en compétition avec protéines de liaison à l'ARN, 

Roquin et IMP3, et va ainsi modifier le recrutement de ces protéines au niveau de l'ARNm de 

l’hexokinase 2 selon son niveau d'expression. Les auteurs ont ainsi montré que l'inactivation 

de BAG3 va déstabiliser l'ARNm de l’hexokinase 2 via la promotion du recrutement de Roquin, 

tandis que la surexpression de BAG3 va stabiliser l'ARNm de l’hexokinase 2 via la promotion 

du recrutement d'IMP3 (An et al. 2017). L’étendue de ces résultats, en dehors d’un contexte 

de cancer, reste encore inconnue. Cependant l’hexokinase 2 étant la forme prédominante 

retrouvée dans les tissus insulino-sensibles, tels que le cœur et les muscles, et BAG3 y étant 

exprimée de façon majoritaire, un rôle plus vaste de BAG3 dans la régulation du métabolisme 

glucidique reste envisageable au sein de ces tissus. 

En plus du rôle potentiel de BAG3 au sein des tissus insulino-sensibles, BAG3 semble 

également joué un rôle dans la sécrétion d’insuline. La sécrétion d’insuline par les cellules β 
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des îlots de Langerhans pancréatiques est dépendante du transport des granules de réserves 

contenant l’insuline au niveau de la membrane plasmique et de la fusion des vésicules 

sécrétrices à la membrane via un complexe SNARE « Soluble N-ethylmaleimide-sensitive-

factor Attachment protein receptors », composé des protéines VAMP-2, syntaxin-1 et SNAP-

25. L’actine-F, en formant un réseau dense au niveau de la membrane plasmique 

intracellulaire, bloque l’accès et ainsi la fusion des vésicules sécrétrices à la membrane 

plasmique. La stimulation par le glucose des cellules β va conduire à l’activation de FAK « focal 

adhesion kinase » qui en agissant sur les petites GTPases qui va conduire au remodelage du 

réseau d’actine et ainsi permettre l’accès à la membrane plasmique des vésicules sécrétrices 

(Wang et al. 2009, Marzullo et al. 2020). Ainsi il a été montré que la modulation des niveaux 

de BAG3 impacterait la polymérisation de l’actine-F favorisant ainsi la sécrétion d’insuline. De 

plus, BAG3 interagirait avec SNAP-25 puis serait phosphorylé par FAK suite à une stimulation 

par le glucose ce qui aurait pour conséquence la perte d’interaction entre BAG3 et SNAP-25, 

permettant ainsi la formation du complexe SNARE et l’exocytose des vésicules sécrétrices 

(Iorio et al. 2015). 

Figure 23. Rôle de BAG3 dans l’exocytose des granules d’insuline (Adapté de Iorio et al. 2015) 

En conditions basales, la barrière composée d’actine-F (vraisemblablement stabilisée par BAG3) 

empêche la mobilisation des granules d'insuline vers la membrane plasmique. L'autophosphorylation 

de FAK, lors d’une stimulation par le glucose, conduit à l'activation des protéines de la famille Rho (Rac-

1 et Cdc42) qui dirigent le remodelage de l’actine-F et à la phosphorylation de BAG3. BAG3 phosphorylé 

ne se lie plus à SNAP-25, permettant alors son interaction avec la syntaxine-1 et la formation du 

complexe t-SNARE, favorisant ainsi la sécrétion d'insuline. 

La déficience de BAG3 au sein des cellules pancréatiques dans un modèle murin entraîne une 

hyperinsulinémie dû à une exocytose excessive de l'insuline, ce qui va finalement conduire à 

une résistance à l'insuline, principalement au niveau des muscles alors que le foie reste 

insulino-sensible. L’altération chronique du métabolisme entraine avec le temps des 
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altérations histopathologiques avec notamment une forte accumulation de glycogène et de 

lipides au niveau du foie, rappelant une stéatose hépatique non alcoolique, ainsi qu'un 

épaississement de la membrane basale glomérulaire, mimant l’histopathologie retrouvée lors 

d'une maladie rénale chronique (Damiani et al. 2023). Ces résultats pourraient notamment 

permettre d’expliquer l’hypoglycémie retrouvée chez les souris homozygotes KO Bag3 

présentées précédemment (Youn et al. 2008). 

e. BAG3 dans l’adhésion et la migration cellulaire 

La migration cellulaire est un processus dynamique, impliqué notamment dans le 

développement embryonnaire, l’homéostasie tissulaire et l’immunité, dans le but de 

promouvoir la formation de zones d’adhésion focale entre la matrice extracellulaire et la 

membrane des cellules. La dérégulation de la migration cellulaire est impliquée dans diverses 

situations pathologiques comme la formation de métastases cancéreuses. Les domaines 

protéiques SH2 et SH3, notamment retrouvés dans la structure de plusieurs oncoprotéines et 

protéines surexprimées dans les voies de signalisation dérégulées au sein de cellules 

tumorales, sont connus pour leur importance dans l’invasion et la progression tumorale 

(Mehrabipour et al. 2023). BAG3, capable d’interagir avec des protéines possédant des 

domaines SH3 via son domaine Pxxp, a rapidement été proposé comme protéine permettant 

la régulation de « protéines SH3 » impliquées dans l’adhésion et/ou la migration cellulaire.  

Il a été montré que des fibroblastes murins déficients pour BAG3 présentent une formation 

ralentie des filipodes et des complexes d’adhérences après ensemencement sur plaque. Les 

auteurs ont également montré que la surexpression de BAG3 dans des cellules Cos7 et 

plusieurs lignées cancéreuses induisait une migration cellulaire plus importante. De façon 

intéressante, la diminution de la quantité protéique de BAG3 par ARN interférents diminue la 

migration cellulaire dans la majorité des lignées cellulaires cancéreuses testées. Cette 

diminution de l’expression de BAG3 a été associée à une diminution de l’activité de Rac1, 

suggérant un rôle de BAG3 dans la régulation des petites GTPase impliquées dans la 

dynamique du cytosquelette d’actine. In vivo, la réduction des niveaux d’expressions de BAG3 

au niveau de xénogreffes de cellules humaines cancéreuses dans des modèles murins 

montrent une diminution des capacités d’invasion et métastatiques des cellules tumorales 

(Iwasaki et al. 2007). 
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Quelques années plus tard la même équipe a montré l’interaction entre BAG3 et PDZGEF2, 

une protéine favorisant l’adhésion cellulaire et capable d’activer Rap1 et Rap2, de petites 

GTPases. Ils ont montré que la migration de cellules Cos7 transfectées avec un plasmide 

portant la séquence de la protéine BAG3 délétée pour son domaine WW était 

significativement réduite. Le domaine WW permettant l’interaction de BAG3 avec PDZGEF2 

notamment, et Rap1 étant connu pour réguler positivement l’adhésion cellulaire dépendante 

des intégrines, les auteurs ont également pu démontrer une diminution de l’adhésion de ces 

cellules suggérant l’importance du domaine WW de BAG3 pour l’adhésion cellulaire (Iwasaki 

et al. 2010). 

Le domaine Pxxp de BAG3 a également été montré comme impliqué dans l’adhésion et la 

migration cellulaire en régulant l’activité des protéines d’adhésion focale. Il a été montré que 

la surexpression de BAG3 dans des cellules de carcinomes humaines réduit significativement 

de la migration, de l'adhésion, ainsi que de la formation et de la signalisation d'adhésion 

focale. Cependant, la surexpression d’un mutant BAG3 incapable de se lier aux protéines 

possédant un ou plusieurs domaines SH3 améliore la migration et l’adhésion cellulaire (Kassis 

et al. 2006).  

Finalement, la capacité de régulation par BAG3 de la migration et l’adhésion cellulaire est 

complexe et apparait dépendante des multiples interactions entre BAG3 et ses protéines 

partenaires grâce à ses différents domaines structuraux. Ainsi, des altérations de BAG3 

pourraient avoir des conséquences sur la motilité et l’adhésion cellulaire, qui a terme pourrait 

favoriser la métastatisation. 

f. BAG3 et stress cellulaire 

BAG3 est la seule protéine de la famille BAG dont l’expression est inductible à la suite d’une 

grande variété de stimuli entrainant un stress au niveau cellulaire. Ainsi, BAG3 est retrouvé 

augmenté lors d’une exposition à des métaux lourds, un choc thermique (Liao et al. 2001 

Pagliuca et al. 2003), un stress oxydant, une inhibition du protéasome (Liu et al. 2013, Rapino 

et al. 2014), l’hypoxie, un stress mécanique (Brenner et al. 2023), une infection bactérienne 

ou virale (Franceschelli et al. 2008) ou encore dans plusieurs types de tumeurs primaires ou 

de lignées cellulaires tumorales (De Marco et al. 2017).  
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La surexpression de BAG3 est concomitante avec celle d’HSP70, une protéine hautement 

conservée et acteur majeur de la réponse cellulaire en condition de stress chez l’ensemble des 

organismes vivants (Usman et al. 2017). L’activation transcriptionnelle de BAG3 est 

principalement liée à l’activité de son promoteur et à sa régulation par le facteur de 

transcription HSF-1 « heat-shock transcription factor ». En réponse à un stress cellulaire, HSF1 

va se lier aux deux éléments HSE « heat-shock element » présents dans la séquence 

promotrice de BAG3 et ainsi permettre son expression transcriptionnelle (Franceschelli et al. 

2008).  

Dans un modèle cellulaire, il a également été montré que BAG3 est capable de transloquer 

dans le noyau lors d’un choc thermique afin de réguler la translocation nucléaire d’HSF-1 et 

ainsi activer la réponse transcriptionnelle cellulaire en réponse à un stress (Jin et al. 2015). 

D’autres facteurs de transcriptions sont connus pour réguler l’expression de BAG3 tels que 

NFκB (Rapino et al. 2015), EGR-1 (Gentilella et al. 2008), AibZIP (Ben Aicha et al. 2007) et WT1 

(Cesaro et al. 2010). De plus, il a été montré que BAG3 est capable de réguler sa propre 

transcription en se liant à son promoteur dans les cellules gliales (Gentilella et al. 2009). 

g. BAG3 et apoptose 

L’une des premières fonctions associées à BAG3, est son rôle primordial et sa capacité à 

inhiber l’apoptose via de multiples mécanismes cellulaires. Ces différents mécanismes ont 

principalement été mis en évidence par des études in vitro sur des cellules cancéreuses. 

L’apoptose est caractérisée par une cascade d’évènements suite à la réception d’un signal qui 

va aboutir à l’activation des caspases, les principaux effecteurs de la mort cellulaire par 

apoptose (Kögel et al. 2020). Les membres de la famille Bcl-2 sont des protéines bien connues 

de la régulation de l’apoptose. Ils peuvent être répartis en deux classes, les membres 

favorisant l’activation des caspases dits « pro-apoptotiques », tels que Bax, Bak ou Bad, et 

ceux inhibant la mort cellulaire dits « anti-apoptotique », comme Bcl-2, Bcl-xL ou Mcl-1. Ces 

protéines vont permettre de réguler le déclenchement de l’apoptose via la formation de pores 

au niveau de la membrane mitochondriale externe. Ces pores sont la conséquence de la 

libération cytosolique de facteurs pro-apoptotiques, comme le cytochrome c, depuis l’espace 

intermembranaire mitochondriale qui vont de ce fait activer les caspases et induire l’apoptose 

(Kale et al. 2018).  
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BAG3 est reconnu pour venir stabiliser l’effet des membres anti-apoptotiques, Bcl-2, Bcl-xL et 

Mcl-1, en prévenant leur dégradation par la formation d’un complexe avec HSP70, à partir de 

son domaine BAG, afin d’empêcher l’acheminement de ces protéines vers le protéasome 

(Kögel et al. 2020). 

L’acheminement de cargo protéique par HSP70 vers le protéasome est normalement médié 

par BAG1 grâce à son domaine ubiquitin-like, absent dans la structure de BAG3 (Lüders et al. 

2000). Le rôle de BAG3 dans la prévention de l’acheminement de protéines vers le protéasome 

pourrait être expliqué par la compétition pour la liaison à HSP70 entre BAG3 et BAG1. Quand 

le niveau d’expression de BAG3 augmente, celui-ci va substituer BAG1 et éventuellement 

empêcher le lien entre HSP70 et le protéasome de s’établir, évitant ainsi la dégradation du 

cargo protéique (Marzullo et al. 2020). 

En plus de son effet sur les membres anti-apoptotiques de la famille Bcl-2, il a été reporté que 

BAG3 est également capable d’activer la voie anti-apoptotique dépendante de NF-κB dans des 

cellules d’ostéosarcomes et de mélanomes. De la même manière que précédemment, BAG3 

va prévenir l’acheminement vers le protéasome d’IKK-γ, une kinase permettant la libération 

intra-cytosolique de NF-κB. Par conséquent cela va empêcher sa dégradation et ainsi 

permettre l’activation prolongée de NF-κB, notamment impliqué dans la survie cellulaire 

(Ammirante et al. 2010). Cette activation prolongée va alors permettre la transcription de 

gènes anti-apoptotiques dans le noyau et donc favoriser la survie cellulaire. 

BAG3 exerce donc sa fonction anti-apoptotique via divers mécanismes, selon le type cellulaire 

ou bien les partenaires protéiques disponibles, notamment via son interaction avec HSP70 

depuis son domaine BAG. 

Les cellules cancéreuses sont constamment soumises à un stress, notamment engendré par 

une synthèse protéique accélérée participant à l’accumulation de protéines mal repliées et 

d’autres débris cellulaires.  Ainsi pour survivre, les cellules cancéreuses ont développées la 

capacité d’activer les systèmes de prises en charge des agrégats cellulaires et protéiques, 

comme l’autophagie, tout en inhibant l’apoptose, ce qui explique que cette BAG3 soit 

retrouvée exprimée de façon constitutive dans un certain nombre de cancers. 

Une expression augmentée de BAG3 est un mauvais pronostic dans les cancers, avec 

notamment l’association de son activité anti-apoptotique avec la résistante à la 
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chimiothérapie (Festa et al. 2011, Kirk et al. 2021). Plusieurs études ont permis de mettre en 

évidence que l’interaction BAG3/HSP70 favorise le développement tumoral alors qu’une 

absence d’interaction a l’effet opposé (Colvin et al. 2014). De ce fait, plusieurs études ont 

permis l’identification de petites molécules inhibitrices de l’autophagie, YM-1 puis JG-98, qui 

perturbent l’interaction BAG3/HSP70. Ainsi, l’utilisation de ces molécules ont notamment 

pour conséquence la perte de la signalisation dépendante de Src leur conférant une activité 

anti-proliférative in vitro et in vivo (Li et al. 2015, Stürner et al. 2017). 

Cependant le développement de thérapies anti-cancéreuses visant BAG3 restent complexes 

notamment par l’importance de BAG3 au niveau cardiaque et l’éventuelle cardiotoxicité 

engendrée par ce type de thérapie (Li et al. 2015). 

h. L’interaction BAG3/HSP70 

Cette chaperonne fait partie de la famille des protéines chaperonnes HSP70 (HSPA) qui est 

constituée de 13 membres dont l’expression est constitutive, comme HSC70 (HSPA8), ou bien 

induite par un stress tel que HSP70/72 (HSPA1A). Ces chaperonnes, très conservées au cours 

de l’évolution, sont exprimées de façon ubiquitaire et ont pour fonction principale le 

repliement des protéines synthétisées de novo, la stabilisation de protéines cibles ainsi que la 

prise en charge de protéines dont la conformation tridimensionnelle est anormale afin d’être 

repliées correctement ou bien dégradées. 

Les HSP70 contiennent un domaine ATPase, également appelé NBD « nucleotide-binding 

domain », dans leur région N-terminale ainsi qu’un domaine SBD « substrate-binding domain 

» dans leur région C-terminale, capable de se lier à la protéine cible. Les cycles de liaison/ 

dissociation sont dépendants de l’ATP. En effet lorsque l’enzyme est liée à l’ATP, la liaison du 

SBD avec le substrat protéique est alors possible, l’hydrolyse de l’ATP en ADP permet la 

stabilisation de l’interaction entre le SBD et le substrat permettant ainsi une bonne liaison 

entre HSP70 et la protéine cible. Le passage dans la configuration où HSP70 est à nouveau liée 

à l’ATP déclenche la dissociation du SBD au substrat permettant ainsi à un nouveau cycle de 

commencer. Cependant, la capacité d’HSP70 à hydrolyser l’ATP est intrinsèquement faible. 

Pour faciliter ce processus, les co-chaperonnes d’HSP70 interviennent, tels que les protéines 

J (également appelées HSP40) et les facteurs d'échange de nucléotides (NEF). Les protéines J 
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partagent toutes un tronçon de 70 acides aminés, le domaine J, qui interagit avec le domaine 

NBD d’HSP70 afin de stimuler son activité ATPasique et faciliter la capture du client. 

Dans le cadre du contrôle qualité des protéines, HSP70 interagit et collabore avec d’autres 

chaperonnes, comme celles de la famille HSPB, mais également un certain nombre de co-

chaperonnes et de co-facteurs tels que STUB1. Ces co-facteurs et co-chaperonnes sont 

responsables de la régulation de l’activité d’HSP70. Les NEFs « nucleotide exchange factors », 

tels que HSP110 ou les membres de la famille BAG, sont capables de moduler l’échange 

nucléotidique (ATP/ADP) au niveau du domaine NBD et ainsi potentialiser l’activité d’HSP70 

en favorisant notamment la dissociation entre HSP70 et son client (Stürner et al. 2017, Behl 

C. 2016).  

 

Figure 24. Illustration du cycle chaperonne d’HSP70 (Tiré de Wang et al. 2021)  

HSP70 se compose de deux domaines reliés par un connecteur flexible : un domaine N-terminal de 

liaison à l’ATP (NBD) et un domaine C-terminal de liaison au substrat/client (SBD), qui est divisé en un 

sous-domaine β (SBDβ), hébergeant la liaison au substrat, et un sous-domaine α (SBDα), formant une 

structure de verrouillage afin de piéger les clients à replier. Lorsque l’ATP se lie au NBD, le SBDα 

s’ouvre. La co-chaperonne (protéine J) se lie à HSP70 pour stimuler son activité ATPasique et faciliter 

la liaison du client dans la poche hydrophobe du SBDβ. L'hydrolyse de l'ATP entraîne la fermeture du 

SBDα et le piégeage du client. Une autre co-chaperonne, le facteur d'échange de nucléotides (NEF), se 

lie au NBD d’HSP70 pour accélérer la libération d'ADP entrainant l’ouverture du SBDα et le relargage 

du client s’il est correctement replié. 

Il existe cependant une hiérarchie en ce qui concerne l’affinité des différents membres de la 

famille BAG pour HSP70, il a ainsi été déterminé que BAG3 possède une plus grande affinité 
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pour HSP70 que BAG1 (Rauch et al. 2014). Cette caractéristique est notamment à l’origine du 

« switch BAG1/BAG3 ». 

Les membres de la famille BAG interagissent avec HSP70 à partir du domaine BAG, un domaine 

très conservé composé de trois hélices α anti-parallèles. Situé à l’extrémité C-terminal de 

BAG3, il va permettre d’interagir avec le domaine ATPase d’HSC/HSP70 notamment via des 

interactions électrostatiques principalement au niveau des résidus Glu455, Asp465, Arg480 et 

Gln488 situés au niveau des hélices α2 et α3 (Sondermann et al. 2001). Ces résidus sont très 

conservés entre les membres de la famille BAG ainsi qu’à travers les espèces (Doong et al. 

2002). Il a été montré que des mutations touchants ces quatre acides aminés chez BAG1 

entrainent une importante perte de liaison avec le domaine ATPase d’HSC70 (Sondermann et 

al. 2001). 

Ainsi, l’interaction entre BAG3 et HSP70 intervient dans de nombreux mécanismes 

physiologiques, aussi bien pour permettre de stabiliser une protéine cible et conserver sa 

fonction, telle que dans la régulation de l’apoptose ou la contraction musculaire, que pour 

préserver l’homéostasie de la cellule en permettant le recyclage et la dégradation de protéines 

obsolètes (Figure 24).  

 



~ Introduction    Chapitre 3 – BAG3, une protéine multifonctionnelle 

79 

 

Figure 25. Mécanismes impliquant le complexe BAG3-HSP70 (Tiré de Rosati et al. 2011)  

Mécanismes impliquant BAG3 sur (a) les protéines cibles et (b) les ARNm cibles. 

 

III. BAG3 ET AUTOPHAGIE 

Le contrôle de la qualité des protéines (PQC) est le mécanisme par lequel une cellule surveille 

les protéines pour s'assurer qu'elles sont correctement repliées. Le contrôle de la qualité des 

protéines s'effectue principalement dans le réticulum endoplasmique et peut rediriger les 

protéines endommagées vers la machinerie de repliement assurée par les chaperonnes pour 

être corrigées ou, lorsque cela est impossible, les transmettre aux systèmes de dégradation. 

BAG3, de par son interaction avec HSP70, va jouer un rôle primordial dans le maintien de 

l’homéostasie protéique ou protéostasie. 

Un composant essentiel du PQC est constitué par les chaperonnes moléculaires qui assurent 

le bon repliement tridimensionnel des protéines et empêche ainsi leur agrégation (Kim et al. 

2013). Les chaperonnes moléculaires constituent jusqu'à 10 % du protéome et jouent des 
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fonctions importantes dans la protéostasie en conditions physiologiques mais également en 

réponse à un stress (Kästle et Grune 2012). La majorité des chaperonnes moléculaires sont 

des protéines de choc thermique (HSP) car elles sont induites par divers stress tels qu’une 

élévation de la température, le stress oxydatif, l’exposition à des produits toxiques ou encore 

l'inflammation (Garrido et al. 2001). Les HSP sont divisés en plusieurs sous-groupes en 

fonction de leur taille, tels que Hsp70, Hsp90, Hsp60, Hsp40 (DnaJ) et les petits HSP (HSPB). 

Bien que ces protéines puissent agir selon des modes d’actions distincts, elles partagent toutes 

la reconnaissance et la capacité de liaison aux séquences hydrophobes exposées par les 

protéines mal repliées. La fonction principale des chaperonnes moléculaires est d'aider les 

protéines mal repliées ou non repliées à retrouver ou à acquérir leur conformation 

tridimensionnelle normale, cependant lorsque cela est impossible elles vont faciliter la 

dégradation des protéines mal repliées en collaboration avec les systèmes de dégradation. 

Dans les cellules eucaryotes, deux voies de dégradation protéiques majeures coexistent : le 

système ubiquitine-protéasome (UPS) et l’autophagie couplée à la fonction de dégradation 

lysosomale (Figure 26). Ces systèmes, décrits dans la suite de cette introduction, sont 

fondamentaux dans l’élimination de protéines et agrégats potentiellement toxiques pour les 

cellules, notamment les cellules post-mitotiques comme les cardiomyocytes et les neurones 

qui ne peuvent pas diminuer la quantité de substances toxiques par division cellulaire. Ces 

cellules sont donc particulièrement sensibles au stress protéotoxique et dépendantes des 

systèmes de maintien de la protéostasie dans lesquels BAG3 intervient notamment. 

 

Figure 26. Vue d’ensemble du réseau participant à l’homéostasie protéique (Tiré de Mercier et 

LaPointe 2022) 
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a. L’homéostasie protéique  

L'homéostasie des protéines ou « protéostasie » représente le processus qui régule l'équilibre 

intracellulaire des protéines afin de les maintenir fonctionnelles. La protéostasie est 

fondamentale afin de préserver les processus métaboliques physiologiques au sein de la 

cellule et permettre de répondre à tout stimulus nécessitant l’intervention des acteurs de la 

protéostasie. La protéostasie implique plusieurs stratégies parallèles visant à soit corriger, 

dégrader ou séquestrer les polypeptides obsolètes (Powers et al. 2009). Lorsque la 

performance de ces systèmes décline, avec l’âge ou suite à une altération intrinsèque, les 

protéines ne sont plus capables d’acquérir leur bonne conformation tridimensionnelle. Ceci 

va avoir pour conséquence l’accumulation d’agrégats protéiques, potentialisé lors de la 

survenue d’un stress cellulaire. En absence de mécanismes compensatoires, ce déséquilibre 

peut avoir pour conséquence l’effondrement totale du maintien de la protéostasie cellulaire, 

ce qui peut à terme entrainer la mort cellulaire et/ou le développement de maladies liées à la 

présence excessive d’agrégats protéiques comme les maladies neurodégénératives 

mentionnées précédemment (Hipp et al. 2014). 

Stress du RE et réponse UPR 

Les protéines synthétisées de novo vont pouvoir acquérir leur conformation au sein du 

réticulum endoplasmique (RE) ainsi que de nombreuses modifications post-traductionnelles 

sous la surveillance des protéines chaperonnes. Lorsque des protéines anormalement 

conformées s’accumulent dans la lumière du RE, cela va conduire à l’induction d’une réponse 

adaptative appelée « unfolded protein response » ou réponse UPR. Ce processus va permettre 

de rétablir l’homéostasie au sein du RE de trois manières principales. Premièrement, il va 

permettre à la cellule de résorber l’accumulation de protéines dans la lumière du RE, via 

l’atténuation de la synthèse protéique. Deuxièmement, il va permettre de réduire la surcharge 

protéique observée dans le RE via un programme transcriptionnel spécifique, permettant une 

augmentation de l’expression de protéines chaperonnes. Troisièmement, les protéines 

anormales sont éliminées par la machinerie de dégradation des protéines associées au RE 

(ERAD) qui va permettre le transport hors du RE des protéines à dégrader vers les systèmes 

de dégradation, le protéasome et l’autophagie. Si malgré tout l’homéostasie du RE n’est pas 
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rétablie, alors la deuxième phase du programme conduisant à l’apoptose se déclenche 

(Foufelle et al. 2007).  

Cette réponse adaptative intégrée est contrôlée par trois protéines transmembranaires 

résidant dans le RE, à savoir ATF6 (activating transcription factor 6), PERK (PKR-related 

endoplasmic reticulum kinase) et IRE1 (inositol requiring enzyme 1). Dans un contexte 

physiologique ces protéines sont inactives de par leur liaison à la protéine chaperonne GRP78. 

Lorsque des protéines mal repliées s’accumulent dans la lumière du RE, GRP78 va alors lier 

ces protéines obsolètes et ainsi libérer ATF6, PERK et IRE1, activant ainsi la réponse UPR 

(Figure 26). 

Protéasome 

Dans le cas où le repliement effectué par les protéines chaperonnes n’est pas suffisant ou 

impossible, les protéines mal repliées sont maintenues solubles par les protéines chaperonnes 

afin que les systèmes de dégradations interviennent. Les protéines solubles sont 

principalement prises en charge par le protéasome alors que les agrégats ou les protéines 

ayant une taille trop importante vont plutôt être pris en charge par le système de l’autophagie. 

La protéolyse médiée par le Système Ubiquitine-Protéasome ou UPS, est un procédé de 

dégradation très conservé ayant pour fonction de dégrader les protéines dénaturées, mal 

repliées ou obsolètes de manière ciblée. Ce système prend également en charge les protéines 

fonctionnelles qui ne sont plus nécessaires, permettant ainsi une certaine régulation de 

l’activité protéique. Les protéines à dégrader sont marquées par l’ajout covalent de plusieurs 

molécules d’ubiquitine, une petite protéine de 76 acides aminés, sur des résidus lysines 

retrouvés principalement en position 48 (K48), mais aussi en position 11 (K11) et 63 (K63) dans 

le cas d’une dégradation médiée par le protéasome (Lamark et Johansen 2012). La machinerie 

d’ubiquitinylation est centrée autour de l’action concertée de trois enzymes, E1 (ubiquitin-

activating enzyme) qui permet l’activation de l’ubiquitine en présence d’ATP et E2 (ubiquitin-

conjugating enzymze) qui va permettre de conjuguer l’ubiquitine à la protéine cible en 

coordination avec E3 (ubiquitin protein-ligase) qui contrôle la spécificité du système en 

reconnaissant la protéine cible. Les protéines ainsi ubiquitinylées vont ensuite être reconnues 

et dégradées par le cœur catalytique du protéasome (Vilchez et al. 2014). 
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Ce sont les chaperonnes, associées à leur co-chaperonnes, qui vont permettre l’identification 

et l’adressage des cargos protéiques à dégrader vers le protéasome ou bien l’autophagie. 

L’avenir des substrats (dégradation, maintien ou correction) et, si besoin, leur adressage à un 

système de dégradation est notamment médié par des protéines interagissant avec HSP70, 

telles que l’ubiquitine ligase CHIP, ou les membres de la famille BAG. Comme mentionné 

précédemment il existe une hiérarchie parmi les membres de la famille BAG en ce qui 

concerne l’interaction avec HSP70 (BAG3 > BAG1 > BAG2). Ainsi lorsque BAG1 est lié à HSP70, 

celui-ci va favoriser l’adressage des substrats protéiques vers le protéasome en coopérant 

avec CHIP (Chen et al. 2021). A l’inverse, BAG2 est un inhibiteur de l’activité ubiquitine ligase 

de CHIP et va ainsi inhiber l’ubiquitination de substrat dépendante de CHIP et leur adressage 

au protéasome (Qin et al. 2016). Quant à BAG3, il a été montré qu’il est capable d’inhiber la 

dégradation dépendante du protéasome afin de favoriser l’orientation des substrats vers une 

voie de dégradation autophagique (Gamerdinger et al. 2009). De plus, BAG3 via son 

interaction avec HSP70, est capable de venir stabiliser certaines protéines afin de prévenir leur 

dégradation par le protéasome. 

Cela indique que les membres de la famille BAG, via leur interaction avec HSP70 à partir du 

domaine BAG, sont capables de réguler le devenir du substrat protéique lié à HSP70 entre 

stabilisation ou dégradation par l’un des systèmes, le protéasome ou l’autophagie. 

L’autophagie 

L’autophagie est un procédé très conservé chez les eucaryotes qui permet la séquestration et 

la dégradation de matériel intracellulaire. Le matériel ainsi séquestré est ensuite digéré puis 

recyclé grâce aux lysosomes. La machinerie autophagique, active à l’état basale dans 

l’ensemble des cellules, est capable de prendre en charge une grande variété de matériel tels 

que les organites altérés, les protéines vieillissantes, agrégées ou mal repliées. On distingue 

trois sous-types qui sont la microautophagie, la macroautophagie couramment appelée 

autophagie dans la littérature et l’autophagie médiée par les chaperonnes (CMA) (Figure 27). 

Ces voies aboutissent toutes à la dégradation lysosomale mais elles diffèrent de par le type de 

cargo pris en charge, leur régulation ou encore la manière dont le cargo est acheminé 

jusqu’aux lysosomes (Parzych et al. 2013). 
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Figure 27. Les différents types d’autophagie (Tiré de Cuervo A. M. 2011) 

La microautophagie 

La microautophagie correspond à la dégradation directe de composés par l’invagination de la 

membrane lysosomale (Mijaljica et al. 2011). Selon la nature du contenu cytoplasmique pris 

en charge on distingue une voie non sélective « in-bulk » ou sélective. La microautophagie non 

sélective dite « in bulk » permet la dégradation aléatoire de certains éléments cytoplasmiques 

suite à l’invagination de la membrane lysosomale. Opposé à cela, la microautophagie sélective 

va permettre la dégradation de matériels spécifiques tels que certains organites comme les 

mitochondries (micromitophagie) ou les peroxysomes (micropexophagie) (Schuck et al. 2020). 

L’autophagie médiée par les chaperonnes ou « CMA » 

Dans le cas de la CMA, il s’agit d’un type d’autophagie strictement sélectif. Afin d’être prise en 

charge par la CMA, les protéines doivent porter le motif peptidique KFERQ, ce qui va 

permettre leur interaction avec HSP70 et leur adressage vers la membrane lysosomale. Suite 

à leur liaison avec la protéine membranaire lysosomale LAMP-2A, les protéines cibles sont 
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alors transloquées au sein des lysosomes afin d’être dégradées (Massey et al. 2004). Chez les 

mammifères, on estime qu’environ 40% des protéines contiennent un motif du type KFERQ. 

Ce motif, normalement masqué lorsque la protéine est conformément repliée, devient 

accessible en présence de défauts conformationnels ce qui entraine sa reconnaissance par 

HSP70 et à terme la dégradation de la protéine par la CMA (Kaushik et al. 2018). 

Initialement, il a été envisagé que BAG3, de par son interaction avec HSP70, intervienne dans 

la CMA. Cependant, contrairement à ce qui avait été proposé, c’est au niveau de la 

macroautophagie que le rôle de BAG3 dans l’autophagie a été mis en évidence. 

La macroautophagie 

Il s’agit de la forme la mieux décrite et la plus étudiée. Présente dans l’ensemble des cellules 

eucaryotes et particulièrement conservée au cours de l’évolution, elle diffère des cas 

précédents de par la séquestration à distance du matériel cellulaire. En effet, dans la 

macroautophagie, les substrats sont d’abord séquestrés dans des vésicules, les 

autophagosomes, avant d’être transportés vers les lysosomes. 

La macroautophagie est un procédé complexe, très régulé et comprenant plusieurs étapes, 

illustrées dans la figure 28 (Parzych et al. 2013). Suite à l’initiation de la macroautophagie, une 

double membrane phospholipidique, le phagophore, se met en place. Le phagophore va 

s’expandre et s’allonger, afin de séquestrer les substrats à dégrader, formant ainsi un 

autophagosome. Les autophagosomes ainsi formés vont être transportés vers les lysosomes 

où une fusion des membranes externes des deux entités va avoir lieu formant ainsi 

l’autophagolysosome. Les éléments initialement contenus au sein de l’autophagosome ainsi 

que sa membrane interne vont ensuite être digérés par les protéases lysosomales, puis libérés 

au sein du cytosol afin d’être recyclés par la cellule. 

Dans la suite de ce manuscrit, le terme « autophagie » fera systématiquement référence à la 

macroautophagie. 
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Figure 28. Les différentes étapes de la macroautophagie                                                                                       

(Tiré du site MRM insights : l’autophagie dans les cellules souches saines et malades 2021) 

Au contraire de ce qui a été pensé pendant longtemps, l’autophagie est en partie un procédé 

spécifique et hautement sélectif (Stolz et al. 2014). Elle est apparue au cours de l'évolution 

comme une adaptation de la cellule eucaryote au manque de nutriment, permettant ainsi la 

mobilisation de nutriments en intracellulaire en sacrifiant une partie du cytosol. De plus, cette 

machinerie s’est adaptée afin de pouvoir prendre en charge une dégradation plus spécifique 

de structures excessives ou toxiques : protéines, organites et agents pathogènes 

intracellulaires. Contrairement à l'autophagie canonique (in bulk), qui se manifeste par une 

séquestration aléatoire du cytosol, l'autophagie sélective fonctionne dans des conditions 

riches en nutriments et se caractérise par la présence d'autophagosomes spécialisés confinant 

les substrats de manière sélective. Elle met en jeu des voies de signalisation et des récepteurs 

spécifiques à chaque élément à dégrader tout en reposant sur une machinerie autophagique 

commune (Rogov et al. 2014). 

b. La machinerie autophagique 

Initiation  

La première étape de la formation des autophagosomes fait intervenir le complexe d’initiation 

ULK1, régulé en amont par la kinase mTOR (Figure 29). Ainsi, en présence de nutriments, la 
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kinase mTOR inhibe l’autophagie en phosphorylant ULK1/2 et ATG13. Lors d’une carence 

nutritionnelle, l’inhibition de mTOR par l’AMPK provoque l’activation des kinases ULK1/2 ce 

qui initie la formation des autophagosomes (Hansen et al. 2018). 

Un autre complexe intervient également dans la phase initiale de l’autophagie, il s’agit du 

complexe de nucléation PI3K III (Figure 29). Ce complexe, également activable suite à une 

carence énergétique par ULK1/2, peut être en plus mobilisé indépendamment de la 

signalisation mTOR/AMPK sous l’influence d’un stress tel que l’hypoxie, une accumulation de 

protéines dans la lumière du RE ou une infection (Rogov et al. 2014). Ce complexe, une fois 

activé, va être transloqué du cytosquelette vers le site d’assemblage du phagophore (PAS). 

C’est au niveau du PAS que les protéines ATGs « autophagy-related genes » vont être 

recrutées afin d’initier la formation du phagophore. 

Elongation et fermeture 

Le phagophore ainsi formé va s’allonger et s’incurver progressivement. Son élongation est 

contrôlée par deux systèmes de conjugaison de l’ubiquitine ; Atg12/Atg5 qui va notamment 

permettre le recrutement du second système, Atg8/LC3, au phagophore (Hansen et al. 2018). 

La protéine LC3, une fois conjuguée à la phosphatidyléthanolamine (PE), va être incorporée 

dans la membrane du phagophore. Ainsi, la protéine LC3 existe sous une forme cytosolique 

LC3-I ou lipidique LC3-II, associée au phagophore (Figure 29). Elle va servir d’ancrage pour le 

recrutement de récepteurs, plus ou moins spécifique selon le substrat à prendre en charge, 

telles que les protéines SQSTM1/p62 et NBR1. Ces récepteurs vont participer à la dégradation 

sélective de cibles préalablement ubiquitinylées, sur des résidus lysines principalement en 

position 63 (K63) (Lamark et Johansen 2012), et sont donc retrouvés de manière ubiquitaire 

dans plusieurs sous-types d’autophagies sélectives (mitophagie, agréphagie ou encore la 

pexophagie, la dégradation sélective des peroxysomes). 

LC3-II constitue donc un marqueur cellulaire des autophagosomes, largement utilisé dans la 

littérature pour la quantification de l’activité de la voie autophagique. 

Fusion et dégradation 

Une fois les autophagosomes fermés, à l’aide de protéines de type SNARE, ceux-ci se 

déplacent le long du réseau de microtubules grâce aux protéines motrices dynéines en 
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direction du centre d’organisation des microtubules (MTOC) riche en lysosomes (Jahreiss et 

al. 2008). Les autophagosomes vont alors pouvoir fusionner avec les lysosomes grâce à des 

récepteurs, comme LAMP-2, et des protéines de type SNARE afin de former un 

autophagolysosome (Figure 29). Les hydrolases acides présentent au sein des lysosomes vont 

ainsi dégrader le contenu initial de l’autophagosome ainsi que sa membrane interne. Les 

produits ainsi dégradés vont être recyclés dans le cytosol grâce aux perméases lysosomales. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 

 

Figure 29. Vue d’ensemble de la machinerie de l’autophagie (Tiré de Hansen et al. 2018) 

Les senseurs métaboliques, mTOR et AMPK, sont les principaux régulateurs de l'autophagie, mTOR agissant comme inhibiteur et AMPK comme activateur. 

Lorsque l'autophagie est induite le matériel cytoplasmique est séquestré par une structure composée de doubles membranes appelée phagophore. Ces 

structures vont ensuite se refermées jusqu'à la séquestration du matériel à dégrader dans des vésicules, alors appelées autophagosomes. Celles-ci vont ensuite 

fusionner avec les lysosomes et former les autolysosomes, où leur contenu est dégradé. L'autophagie est un processus en plusieurs étapes qui comprend (1) 

l'initiation, (2) la nucléation membranaire et la formation de phagophores, (3) l'expansion des phagophores, (4) la fusion avec le lysosome et (5) la dégradation, 

qui sont régulées par plusieurs protéines, appelées ATG pour « autophagie-related protein ». 
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c. Fonctions de l’autophagie 

Fonction énergétique 

La fonction initiale de l’autophagie, qui lui a donné son nom, est sa capacité à maintenir 

l’homéostasie énergétique lors de carence nutritionnelle. L’autophagie est un processus 

catabolique dont l’induction est rapide afin de mobiliser les réserves énergétiques endogènes 

de la cellule afin de maintenir la synthèse d’ATP (Galluzzi et al. 2014). 

L’autophagie contribue à l’adressage de protéines, de réserves lipidiques et de glycogène aux 

lysosomes pour être dégradés. Les composants ainsi recyclés (acides aminés, glucose et acides 

gras) quittent le lysosome et sont alors disponibles pour la production d'énergie. Dans le cas 

d’un turnover important des protéines, les acides aminés recyclés par l’autophagie vont 

préférentiellement être utilisés pour la synthèse de protéines de novo (Figure 30). Dans le cas 

d’une inhibition pharmacologique ou une altération génétique de l’autophagie, il a été 

constaté que cela entraine une réduction de la beta-oxydation des lipides et une accumulation 

de triglycérides au sein du foie sous forme de gouttelettes lipidiques (Singh et al. 2009). 

Figure 30. Le recyclage de composants intracellulaires et leur utilisation dans le maintien de la 

balance énergétique (Tiré de Singh et Cuervo 2011) 

La macroautophagie permet le recyclage de protéines, lipides et glycogène via leur dégradation par les 

lysosomes. Les composants constitutifs de ces macromolécules sont relargués dans l’espace 

intracellulaire et deviennent alors disponibles pour la production d'énergie. Dans le cas de la 
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dégradation de protéines, les acides aminés ainsi libérer peuvent avoir une valeur énergétique limitée 

et être utilisés préférentiellement pour la synthèse de protéines de novo. Les taux d'acides aminés, 

d'acides gras libres et de sucres circulant dans le sang ou dans les milieux extracellulaires ont un impact 

direct sur l’activité de la macroautophagie intracellulaire. 

La carence nutritionnelle est un puissant inducteur de l’autophagie in vitro et in vivo. Des 

études réalisées sur des modèles murins transgéniques ont révélé qu’un jeûne de 24 à 48h 

induit la formation d’autophagosomes dans différents organes, comme les muscles striés, le 

cœur, le foie, le pancréas ou encore les reins (Mizushima et al. 2004). Ce délai dans l’activation 

de l’autophagie est probablement dû à la mise en place des systèmes d’activation de 

l’autophagie contrôlés par les voies AMPK/mTOR. De plus, l’organisme possède des 

mécanismes adaptatifs rapides en réponse à la carence nutritionnelle, tels que la libération 

de substrats (glucose, acide gras libre) dans la circulation sanguine, par les tissus de stockage 

(le foie, les muscles striés squelettiques et le tissu adipeux respectivement) afin de maintenir 

le fonctionnement des organes qui nécessitent une forte consommation d’énergie, comme le 

cœur (Steinhauser et al. 2018). 

Le cœur, représentant environ 0,5% du poids total du corps, est responsable d’environ 8% de 

la consommation d’ATP de l’organisme. Il s’agit d’un flux énergétique très dynamique puisque 

le cœur n’est capable de stocker assez d’énergie que pour quelques cycles cardiaques, 

nécessitant un renouvellement de ses réserves énergétiques toutes les 10 secondes environ, 

même au repos (Balaban R.S. 2002). Afin de répondre aux besoins énergétiques des phases 

de contraction-relaxation, le cœur est le tissu possédant la plus grande quantité de 

mitochondries, responsables de plus de 95% de la production d’ATP au sein de la cellule grâce 

à la phosphorylation oxydative et au fonctionnement de la chaîne respiratoire mitochondriale 

(Zhao et al. 2019). 

Pour cela, le cycle de Krebs fournit du NADH et du FADH2 (Figure 31), qui en présence de 

dioxygène, va permettre le transfert de protons au niveau des complexes de la chaîne 

mitochondriale afin de créer un gradient de concentration protonique utilisé par l’ATP 

synthase mitochondriale pour phosphoryler l’ADP en ATP (Figure 31). 
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Figure 31. Production de NADH et FADH2 par le cycle de Krebs 

(Tiré de Krebs Cycle par Sapkota A. 2023) Le cycle de Krebs, également connu sous le nom de cycle de 

l'acide citrique ou cycle TCA, est une série de réactions qui ont lieu dans les mitochondries et qui, à 

partir de l'oxydation de l'acétyl CoA, va libérer 2 molécules d’ATP, 6 molécules de CO2 et des 

coenzymes qui vont servir à alimenter la chaîne respiratoire mitochondriale (8 NADH et 2 FADH2). 

 

Figure 32. Le transport d’électrons et la production d’ATP au sein des mitochondries                                         

(Tiré de l’eBook Cell Biology for Seminars 2010) Le transports d’électrons, obtenus suite à la réduction 

des coenzymes NADH et FADH2, va permettre de fournir l’énergie nécessaire aux différents complexes 

de chaîne respiratoire afin de pomper des protons (H+) vers l’espace intermembranaire, créant ainsi 

un gradient électrochimique qui va, in fine, permettre la synthèse d’ATP à partir d’ADP. 

Le cycle de Krebs fonctionne à partir d’acétyl-CoA qui provient du métabolisme du glucose 

(glycolyse anaérobie), du métabolisme des acides gras (béta-oxydation) et du métabolisme de 
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quelques acides aminés tels que la glutamine, la valine, le leucine et l’isoleucine (Spinelli et al. 

2018).  

Le fonctionnement de la chaîne respiratoire génère continuellement la production d’espèces 

réactives de l’oxygène ou « ROS » qui, à des concentrations élevées, engendre un stress 

oxydatif, délétère pour la cellule (Palma et al. 2024). Un dysfonctionnement mitochondrial est 

à l’origine d’un défaut de synthèse d’ATP et d’une perturbation des systèmes impliqués dans 

le métabolisme, notamment associé à la progression de l’insuffisance cardiaque (Zhou et al. 

2018).  

En conditions physiologiques différents combustibles sont utilisés par les cardiomyocytes afin 

d’alimenter le cycle de Krebs. Par ordre préférentiel d’utilisation on retrouve les acides gras 

(60%), le lactate (18%), le glucose (16%), les acides aminés (3%) et les corps cétoniques (3%), 

avec une utilisation préférentielle des acides gras estérifiés ou libres ainsi que des 

triglycérides. D’un point de vue énergétique, la voie métabolique la plus rentable est 

l’oxydation du glucose, bien que les acides gras restent le substrat majoritairement utilisé au 

sein du tissu cardiaque. Ainsi, selon le substrat disponible et les demandes énergétiques mises 

en jeu, le cœur est capable d’adapter son métabolisme énergétique afin de maintenir une 

quantité d’ATP nécessaire aux cycles de contraction-relaxation (Taegtmeyer H. 2002). 

Au cours de la progression de l’insuffisance cardiaque, un remodelage pathologique se met 

en place et le métabolisme cardiaque est reprogrammé vers une utilisation accrue du glucose 

avec une augmentation significative de la glycolyse, tandis que la béta-oxydation des acides 

gras est diminuée. Des études ont montré que l’augmentation de la glycolyse, découplée de 

la phosphorylation oxydative, provoque une augmentation de la production de lactate et 

entraîne un flux plus important de glucose dans des voies accessoires, ce qui réduit l'efficacité 

de la synthèse de l'ATP et exacerbe le remodelage pathologique (Zhou et al. 2018). Ces études 

ont notamment permis de faire émerger le concept qu’un cœur en insuffisance cardiaque est 

un organe qui n’a plus d’énergie. 

Malgré la fonction de l’autophagie dans le recyclage des substrats intracellulaires et dans la 

mobilisation des réserves d’énergie, peu d’études ont été réalisées sur le lien entre 

l’insuffisance cardiaque et la fonction énergétique de l’autophagie. D’autant plus que des 
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altérations de l’autophagie ont été associées au développement de pathologies cardiaques. 

Cette notion sera approfondie plus loin dans cette introduction. 

Fonction cytoprotectrice 

L’autre fonction attribuable à l’autophagie et qui a déjà été mentionnée dans cette 

introduction est son rôle dans le maintien de l’homéostasie cellulaire notamment via son rôle 

dans le maintien de la qualité des protéines (PQC). L’autophagie exerce un contrôle 

permanent de l’homéostasie cellulaire au sein du cytoplasme afin de prendre en charge les 

organites endommagés, les protéines usées ou encore les protéines issues de la synthèse de 

novo dont le repliement n’a pas réussi à aboutir. Cette fonction permet notamment la 

prévention d’un grand nombre de maladies (Levine et Kroemer 2019). 

Il a été constaté que l'activité autophagique diminue avec l'âge, contribuant probablement à 

l'accumulation de macromolécules et d'organites endommagés au cours du vieillissement. Il 

est intéressant de noter que la défaillance du processus autophagique participe à la 

progression de maladies associées au vieillissement, telles que la neurodégénérescence ou 

encore le cancer. 

Le vieillissement, événement naturel survenant dans tous les organismes vivants, peut être 

défini comme une détérioration du fonctionnement cellulaire due à l’accumulation de 

dommages au fil du temps (Kaushik et Cuervo 2015). De façon intéressante plusieurs études 

ont permis de mettre en évidence qu’une activation de l’autophagie permet de diminuer les 

effets liés au vieillissement. En effet la surexpression d’Atg5 chez la souris entraine l’activation 

de l’autophagie avec une augmentation de la durée de vie moyenne par rapport aux animaux 

contrôles. Les souris mutées présentent des signes « anti-âge », tels qu’une sensibilité accrue 

à l'insuline, une fonction motrice améliorée et une meilleure régulation de la prise de poids 

liée à l’âge (Pyo et al. 2013). Chez l’homme, une augmentation des niveaux de BECLIN1, 

composant du complexe de nucléation dans l’initiation de l’autophagie, a été rapportée chez 

des personnes centenaires en particulièrement bonne santé comparé à une population jeune 

(Emanuele et al. 2014). Ainsi, l’autophagie contribue à retarder le vieillissement en réduisant 

le stress cytotoxique induit notamment par l’accumulation de mitochondries non 

fonctionnelles et d’agrégats protéiques toxiques. 
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Finalement, avec l’âge, l’incidence du cancer augmente, probablement en raison du déclin des 

processus homéostatiques et de l’augmentation de l’accumulation de molécules 

potentiellement nocives telles que les ROS et les agrégats protéiques. Il a été proposé que 

l'autophagie joue un double rôle dans la tumorigenèse, étant importante à la fois dans la 

suppression ainsi que dans la progression et la surveillance de la tumeur (Jiang et al. 2015). 

d. L’autophagie sélective : implication de BAG3 

Comme mentionné précédemment, l'autophagie peut être associée à la dégradation d’une 

partie du cytosol séquestrant de façon aléatoire plusieurs composants cytosoliques, étant 

ainsi non sélective, activée notamment en réponse à une carence nutritionnelle. En revanche, 

l’autophagie sélective a des cibles spécifiques, telles que les organites endommagés 

(mitophagie, lysophagie, lipophagie, ribophagie), les protéines agrégées (agréphagie) ou les 

bactéries envahissantes (xénophagie), ce qui l’implique de manière importante dans le 

contrôle de l’homéostasie cellulaire. La défaillance de ces voies a été associée à diverses 

pathologies humaines, notamment la neurodégénérescence, une dysfonction métabolique, 

les infections ou encore certains types de cancer (Vargas et al. 2022). 

« Chaperone-Assisted Selective Autophagy » ou autophagie CASA 

Depuis la première étude indiquant le rôle de BAG3 dans la macroautophagie (Carra et al. 

2008), d’autres études ont depuis permis de préciser les mécanismes impliquant BAG3. En 

effet, il a été montré que BAG3, en formant un complexe impliquant HSP70 et HSPB8, est 

impliqué dans une voie de l’autophagie sélective et dépendante de l'ubiquitine pour 

l'élimination des protéines ciblées par les chaperonnes (Arndt et al. 2010, Gamerdinger et al. 

2009, Zhang et Qian 2011). Il s’agit d’une voie distincte de la CMA, puisque l’autophagie CASA 

est dépendante de la formation des autophagosomes, qui a été principalement décrite à partir 

d’un modèle drosophile et de l’orthologue de BAG3, la starvin (Arndt et al. 2010). 

D’un point de vue mécanistique, BAG3 forme un complexe avec HSP70 et HSPB8, à partir de 

ses domaines BAG et IPV respectivement. L’ubiquitine ligase CHIP interagit avec l'extrémité C-

terminale d’HSP70, et coopère avec les enzymes de conjugaison de l'ubiquitine afin 

d’ubiquitinyler les substrats protéiques liés à HSP70 (Zhang et al. 2015). Les clients 

cytosoliques sont généralement ciblés sur le protéasome, alors que les protéines 

membranaires sont endocytées et dégradées par les lysosomes suite à leur ubiquitination par 
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CHIP (Tawo et al. 2017). Cependant, lorsque CHIP ubiquitine les substrats présentés par le 

complexe HSP70/BAG3/HSPB8, leur dégradation autophagique est favorisée (Arndt et al. 

2010, Crippa et al. 2010, Zhang et Qian 2011). La raison n’est pas complètement comprise, 

mais le recrutement du récepteur SQSTM1/p62 semble être une étape décisive, favorisant 

ainsi le chargement des substrats protéiques sur les membranes des phagophores (Carra et 

al. 2008, Gamerdinger et al. 2009). Il convient de noter que d'autres ubiquitines ligases 

associées aux chaperonnes, telles que la ligase parkine (PRKN), peuvent remplacer CHIP lors 

de l’initiation de l'autophagie (Imai et al. 2002, Morishima et al. 2008). En effet, une étude 

récente révèle une coopération de BAG3 avec la parkine dans la clairance autophagique des 

mitochondries endommagées (Tahrir et al. 2017). Finalement, la séquestration du substrat 

protéique au sein de l’autophagosome peut être facilitée grâce à la coopération de BAG3, via 

son domaine WW, avec la protéine SYNPO2 (également connue sous le nom de myopodine) 

(Ulbricht et al. 2013). La protéine recrute une machinerie de fusion membranaire (VSP16/18), 

qui intervient dans la formation des autophagosomes autour des complexes CASA (Figure 33). 

 

Figure 33. La machinerie CASA (Adapté de Klimek et al. 2019) 

L’agréphagie 

Le rassemblement et la séquestration des protéines mal repliées représentent une stratégie 

de défense cellulaire importante contre les effets toxiques de l'agrégation des protéines 

(Miller et al. 2015). BAG3 contribue à cette séquestration non seulement par la régulation des 

petites protéines chaperonnes (HSPB6 et HSPB8) à partir de ses domaines IPV, mais également 

en favorisant le trafic intracellulaire de protéines mal repliées (Gamerdinger et al. 2011). Deux 
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motifs RSQS et un domaine PxxP riche en proline contribuent à l'association de BAG3 avec le 

moteur moléculaire dynéine. L'association avec la dynéine permet à BAG3 d'induire le 

transport rétrograde des substrats protéiques pris en charge par HSP70 le long des 

microtubules vers des sites périnucléaires, appelés agrésomes. Le dépôt de protéines mal 

repliées dans les agrésomes minimise les interférences toxiques avec les processus cellulaires 

essentiels et favorise une élimination efficace des agrégats par la macroautophagie (Minoia 

M. 2014). Il semble que les substrats protéiques pris en charge par la voie CASA puissent 

également être adressés au niveau des agrésomes, offrant ainsi deux mécanismes 

envisageables pour les clients de la voie CASA ; une voie « directe », où les substrats sont 

adressés directement au système de dégradation lysosomale, et « indirecte », où les clients 

sont adressés aux agrésomes et seront dégradés ultérieurement (Gamerdinger et al. 2011).   

e. Dialogue entre les systèmes du PQC 

Le protéasome et l'autophagie sont deux voies majeures de dégradation des protéines dans 

les cellules. De plus en plus d'études ont montré une relation coordonnée et complémentaire 

entre ces deux systèmes (Wang et al. 2013, Wilde et al. 2011). Lorsque les protéines mal 

repliées ne peuvent pas être dégradées par le protéasome cela provoque l'agrégation des 

protéines, ce qui peut conduire à une cytotoxicité. La voie impliquant la dégradation 

lysosomale de l'autophagie est un mécanisme de compensation important pour médier la 

dégradation des agrégats protéotoxiques. Par exemple, en présence d’inhibiteur du 

protéasome plusieurs études ont rapporté une élévation de l’expression protéique de LC3 ou 

encore une inhibition de mTORC1, permettant ainsi d’activer l’autophagie (Li et al. 2022). 

HDAC6 est une autre protéine clé qui fait le lien entre le protéasome et l’autophagie. HDAC6 

régule l'acétylation de l'α-tubuline, qui participe non seulement à la formation d'agrégats mais 

favorise également le transport des agrégats ubiquitinylés vers de nouvelles vésicules 

phagocytaires (Kulka et al. 2020). HDAC6 interagit avec les protéines poly-ubiquitinées et 

amène ces protéines aux moteurs moléculaires dynéines, qui transportent les protéines poly-

ubiquitinylées vers agrésomes puis les autophagosomes (Kawaguchi et al. 2003). HDAC6 est 

impliqué dans la fusion des autophagosomes et des lysosomes, et l'inhibition d’HDAC6 peut 

augmenter la cytotoxicité associée aux inhibiteurs du protéasome (Wu et al. 2010). 
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De plus, les protéines de la famille BAG interviennent également dans le cross talk entre les 

voies du protéasome et de l'autophagie. BAG1 favorise la dégradation des protéines mal 

repliées par le protéasome (UPS) en interagissant avec HSP70 alors que BAG3 favorise la 

dégradation lysosomale via son interaction avec HSP70 et les petites protéines de choc 

thermique (HSPB). Dans une étude qui reproduit une ischémie cérébrale chez la souris, les 

auteurs ont mis en évidence qu’une ischémie cérébrale modérée (10 minutes) entraine 

l’activation du système UPS mais pas de l’autophagie. De plus, un switch d’activation du 

système UPS vers l’autophagie est observé lors d’une ischémie cérébrale prolongée (30 et 60 

minutes). Ces observations sont corrélées aux ratios d’expression des protéines BAG1 et BAG3 

(Liu et al. 2020). En effet, BAG3 a une meilleure affinité pour la liaison à HSP70 que BAG1. 

Ainsi, lorsque le stress cytotoxique augmente avec la sévérité de l’ischémie, l’expression de 

BAG3 est induite et la protéine va entrer en compétition avec BAG1 pour la liaison à HSP70 et 

ainsi favoriser une voie de dégradation utilisant l’autophagie (Figure 34). De façon 

intéressante, une diminution de l’expression de BAG1 au profit d’une augmentation de celle 

de BAG3 est observée dans le vieillissement. Ce shift d’expression lors du vieillissement, aussi 

appelé « switch BAG1/BAG3 », mais également lors d’un stress aigu peut être considéré 

comme une réponse adaptative physiologique afin de potentialiser l’élimination d’agrégats 

protéiques (Gamerdinger et al. 2011).  
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Figure 34. Schéma proposé illustrant le « switch BAG1/BAG3 » dans un modèle d’ischémie cérébrale 
(Tiré de Liu et al. 2020) 

Lors d’une importante diminution en quantité d’ATP suite à une ischémie cérébrale, le système UPS 
est progressivement inactivé au profit de l’autophagie qui consomme moins d’énergie. En conditions 
physiologiques, BAG1 se lie à HSP70 et favorise une dégradation des protéines par le système UPS. 
Contrairement à BAG1, lorsque l’expression de BAG3 augmente suite à l’ischémie, celle-ci favorise une 
dégradation autophagique. En réponse à l’inactivation du protéasome, HDAC6, une déacétylase 
associée aux microtubules, favorise le transport des protéines à dégrader vers les agrésomes et leur 
dégradation autophagique. En présence de protéines agrégées, celles-ci sont ubiquitinylées et 
reconnues par p62/SQSTM1 et HDAC6. Elles peuvent ensuite être prises en charge par le complexe 
BAG3-HSP70 (CASA), être acheminées vers les agrésomes en vue d’être ultérieurement dégradées ou 
bien directement internalisées au sein des autophagosomes afin d’être transportées et dégradées par 
les lysosomes. 
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f. La protéotoxicité et les pathologies cardiaques 

Au niveau cardiaque, l’impact de la protéotoxicité a longtemps été sous-estimé. Depuis, 

plusieurs études ont permis de mettre en évidence un lien entre une altération de 

l’expression/fonction d’acteurs de la protéostasie et une dysfonction cardiaque.  

La fonction de contraction du cœur repose sur un appareil contractile complexe et très 

organisé, nécessitant un entretien constant à cause du stress mécanique, thermique et 

oxydatif exercés par les cycles de contraction/relaxation. Ceci prédispose notamment les 

protéines sarcomériques à un mauvais repliement et à une agrégation toxique (Martin et Kirk 

2020). Les cardiomyocytes étant des cellules hautement différenciées, elles ont une capacité 

de régénération très limitée. Ainsi, il n’est pas surprenant d’avoir des pathologies cardiaques 

associées à une protéotoxicité engendrée notamment par des mutations dans les gènes 

codant des protéines participant au contrôle qualité des protéines (PQC). 

Les chaperonnes 

L’HSPB5 (αB-crystallin) est la chaperonne la plus abondante retrouvée au niveau cardiaque et 

est retrouvée associée au cytosquelette et aux protéines de l’appareil contractile dans les 

cardiomyocytes (Kumarapeli et al. 2004). Elle interagit tout particulièrement avec la desmine 

afin de prévenir tout repliement anormal qui entrainerait son agrégation (Wang et al. 2003). 

Ainsi des mutations retrouvées dans le gène codant pour αB-crystallin sont associées au 

développement d’une cardiomyopathie dilatée et d’une myopathie myofibrillaire (Vicart et al. 

1998, Reilich et al. 2010). De manière similaire, des mutations affectant directement la 

desmine ont été identifiées, les patients atteints de desminopathies, terme utilisé pour 

regrouper les pathologies induisant l’accumulation d’agrégats de la desmine, vont notamment 

développer une faiblesse musculaire progressive, des arythmies cardiaques et une 

cardiomyopathie (Finsterer et Stöllberger 2008). 

L’expression de la mutation CryABR120G dans des in vivo et in vitro entraîne l’apparition d’une 

cardiomyopathie dilatée chez les souris mutées et est associée à la formation d’agrégats 

denses aux électrons en microscopie électronique, comme ceux observés dans les maladies 

neurodégénératives (Sanbe et al. 2004, Zhang et al. 2010). In vitro, l’inhibition du protéasome 

exacerbe l’accumulation de ces agrégats, ce qui suggère que la fonction du système UPS 

semble essentielle à la clairance des agrégats associés à la présence de la mutation CryABR120G 



~ Introduction    Chapitre 3 – BAG3, une protéine multifonctionnelle 

101 

(Zhang et al. 2010). De façon intéressante, il a été démontré que cette mutation n'affectait 

pas la structure finale des agrégats de type amyloïdes, en revanche elle semble retarder leur 

formation ce qui prolonge leur existence au stade pré-amyloïde soluble, considéré comme 

l'espèce protéique la plus cytotoxique (Meehan et al. 2007, Sarparanta et al. 2020). 

En ce qui concerne les autres HSPBs exprimées au niveau cardiaque, plusieurs mutations 

d’HSPB6 ont été identifié chez plusieurs patients sans pour autant entraîner de phénotype au 

niveau cardiaque chez l’ensemble des porteurs de mutation. Lorsqu’un phénotype 

pathologique est présent il s’agit d’une cardiomyopathie dilatée. Cela suggère que des 

mutations d’HSPB6, lorsqu’elles sont associées à d’autres facteurs de risques ou mutations, 

pourraient être un facteur modificateur favorisant le développement d'une CMD (Liu et al. 

2018, Nicolaou et al. 2008). 

HSPB7 est connu pour être indispensable dans le développement cardiaque et plusieurs 

études ont permis l’identification de variants communs de ce gène comme associés à 

l’insuffisance cardiaque et à la cardiomyopathie dilatée, dont l’étude d’association génétique 

réalisée par notre équipe (Cappola et al. 2010, Matkovich et al. 2010, Stark et al. 2010, Villard 

et al. 2011). L’étude in vivo d’une altération de ce gène semble complexe, puisque la 

déficience de cette protéine entraine une létalité embryonnaire dans un modèle murin (Wu 

et al. 2017). 

Quant à HSPB8, deux mutations faux-sens ont été associé au développement d’une 

neuropathie motrice et les souris mutées développent une altération progressive de la 

fonction motrice associée à une sévère dégénérescence axonale ainsi qu’une atrophie 

musculaire avec une altération des myofibrilles (Bouhy et al. 2018). Lorsque la mutation 

Hspb8K141N est surexprimée cardio-spécifiquement dans un modèle murin cela entraîne 

l’apparition d’une hypertrophie modérée associée à une légère diminution de la fonction 

cardiaque (Sanbe et al. 2013).  

L’autophagie 

Le rôle majeur de l’autophagie dans la physiologie a notamment été démontré par la 

génération de modèles murin déficients pour les gènes associés à la mise en place de la 

machinerie autophagique, les ATGs. Le devenir des souris mutées est variable, certaines 

lignées présentent une létalité embryonnaire, d’autres un phénotype sévère entrainant une 
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mort prématurée des animaux et d’autres ne vont pas présentées d’anomalies à première vue 

évidentes. Dans ce dernier cas, il s’agit de gènes qui possèdent des homologues dont la 

fonction va compenser le manque induit par la déficience initiale. 

Parmi les phénotypes les plus sévères on retrouve notamment les modèles déficients pour 

Rb1cc1 et Atg13, des composants du complexe d’initiation ULK1, qui entraîne une létalité 

embryonnaire associée à un développement cardiaque défectueux (Kuma et al. 2017). 

La déficience cardio-spécifique d’Atg5, impliquée dans la formation des autophagosomes, 

entraine une augmentation significative du diamètre du ventricule gauche et une diminution 

de la fonction systolique à l'âge de 10 mois par rapport aux souris contrôles, alors qu'elles 

présentaient un phénotype cardiaque normal à l'âge de 3 mois. L'analyse poussée de ce 

modèle a révélé une désorganisation de la structure des sarcomères et des mitochondries 

chez les souris mutées âgées de 3 et 10 mois, avec une diminution de la fonction respiratoire 

mitochondriale (Nakai et al. 2007). 

En plus des protéines associées à la mise en place de la machinerie autophagique on retrouve 

également un lien physiopathologique entre les protéines associées à la fusion 

autophagosome/lysosome et le développement d’altérations au niveau cardiaque. En effet, 

la déficience en protéine LAMP-2, un constituant important de la membrane lysosomale, 

cause dans un modèle murin l’accumulation de vacuoles autophagiques dans de nombreux 

tissus, notamment le foie, le pancréas, la rate, les reins, les muscles striés squelettiques et 

cardiaques due à un défaut de fusion entre lysosomes et autophagosomes. Les 

cardiomyocytes présentent une structure anormale et la contractilité cardiaque est 

sévèrement réduite (Tanaka et al. 2000). Chez l’homme, la déficience en protéine LAMP-2 

entraine la maladie de Danon, une maladie génétique notamment associée à une sévère 

cardiomyopathie et une faiblesse musculaire (D’souza et al. 2014). 

Ici, les études mentionnées concernent principalement des altérations qui vont avoir pour 

conséquence une diminution de la fonction autophagique, cependant dans un modèle de 

surcharge de pression il a été montré qu’une activité autophagique croissante était corrélée 

avec le développement d’un phénotype hypertrophique et la transition vers l’insuffisance 

cardiaque. Ces résultats suggèrent, que selon les conditions sous-jacentes, l’activité 

autophagique peut-être délétère et conduire à un remodelage cardiaque pathologique qui 
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peut progresser vers l’insuffisance cardiaque (Zhu et al. 2007). Par exemple, la surexpression 

de la beclin-1, indispensable à la formation des autophagosomes, va promouvoir l’activité 

autophagique et, en parallèle, la croissance hypertrophique et mal adaptive du muscle 

cardiaque (Zhu et al. 2015). 

g. La protéostasie dans les cellules post-mitotiques : implication de BAG3 

Dans les neurones 

L'autophagie médiée par BAG3 contribue de manière significative à l'homéostasie des 

protéines dans les cellules post-mitotiques, telles que les neurones et les cellules musculaires 

(Behl C. 2016). Dans les neurones, BAG3 intervient dans la dégradation autophagique des 

protéines sujettes à l'agrégation et associées aux maladies neurodégénératives (Gamerdinger 

et al. 2011). Cela inclut la protéine huntingtine, qui provoque la maladie de Huntington, et du 

récepteur des androgènes, conduisant à une atrophie musculaire spinale bulbaire (Carra et al. 

2008, Rusmini et al. 2015), les formes mutantes et mal repliées de la superoxyde dismutase 

SOD1, qui sont des agents responsables de la sclérose latérale amyotrophique (Gamerdinger 

et al. 2011) et la clairance de la protéine tau permettant ainsi d’éviter l'accumulation et 

l'agrégation des formes phosphorylées, observée dans la maladie d'Alzheimer et dans 

certaines autres neuropathologies (Krüger et Mandelkow 2016).  

Lorsque l’activité du protéasome est altérée, suite à un traitement pharmacologique ou un 

stress protéotoxique, les substrats protéiques sont alors pris en charge par l'autophagie 

médiée par BAG3 (Minoia et al. 2014). En effet, l'induction de l'expression de BAG3 et de 

l'autophagie CASA dans le cerveau des rongeurs vieillissants permet de favoriser la 

dégradation autophagique au profit de la dégradation par le protéasome pour une meilleure 

clairance des protéines endommagées (Gamerdinger et al. 2009). En revanche, une expression 

réduite de BAG3 contribue à la neurodégénérescence dans les modèles cellulaires de la 

maladie d'Alzheimer (Renziehausen et al. 2015).  

Dans les cellules musculaires 

La désintégration observée des stries Z en l'absence de BAG3 ou stravin fonctionnelles dans 

les modèles animaux indique l'existence d'au moins une protéine de la strie Z qui doit être 
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reconnue par l’autophagie médiée par BAG3, libérée de sa structure initiale et adressée à la 

dégradation autophagique pour maintenir l’architecture musculaire.  

C’est dans une approche biochimique, évaluant la libération médiée par BAG3 de protéines 

au sein de cytosquelettes isolés, que la filamine a été identifiée en tant que substrat de la voie 

CASA (Arndt et al. 2010). BAG3 se lie à la région mécanosensible de la filamine et recrute ses 

protéines chaperonnes partenaires pour surveiller l'état conformationnel de la filamine 

(Ulbricht et al. 2013). Les formes mécaniquement endommagées de filamine sont extraites de 

la strie Z et adressées à la dégradation autophagique. Les souris présentant une altération de 

l'autophagie, comme les souris déficientes en protéine membranaire lysosomale LAMP-2, 

présentent une faiblesse musculaire sévère accompagnée d'une agrégation de filamines 

(Arndt et al. 2010, Tanaka et al. 2000). 

Parallèlement au recyclage des composants du sarcomère, BAG3 va stimuler la synthèse de 

novo de protéines cibles. En effet, BAG3 est capable de séquestrer les kinases LATS1/2 et 

AMOTL1/2 via ses domaines WW. Ces kinases sont des inhibiteurs des co-activateurs 

transcriptionnels YAP et TAZ, composants de la voie Hippo, impliquée dans la prolifération, 

différenciation et la survie cellulaire (Fu et al. 2022). BAG3 va permettre la libération de YAP 

et TAZ et par conséquence leur translocation nucléaire et l’activation de la transcription de 

gènes cibles, comme la filamine (Dupont et al. 2011 & Marzullo et al. 2020). Par conséquent, 

BAG3 intervient non seulement dans la dégradation autophagique de la filamine 

endommagée, mais stimule également une synthèse compensatoire de novo de la filamine via 

l'activation de YAP-TAZ (Ulbricht et al. 2013). 

Chez l’homme, il a été montré que l’exercice physique intense entraîne une induction 

transcriptionnelle immédiate de la filamine, de BAG3 et d’HSPB8 dans le muscle de la jambe 

ainsi qu’un turnover augmenté des protéines correspondantes (Ulbricht et al. 2015). Dans le 

muscle squelettique humain, la voie de l’autophagie semble ainsi agir comme un mécanisme 

central d’adaptation, répondant à des stimulations mécaniques aiguës et répétées.  
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h. BAG3 et pathologies associées 

Les myopathies myofibrillaires (MFM) 

Les deux domaines IPV, situés dans la région N-terminale et médiane de BAG3, permettent 

l’interaction avec les petites protéines de chocs thermiques, principalement HSPB8 et HSPB6 

(Carra et al. 2008, Fuchs et al. 2009), mais également HSPB5 (alpha-B-cristalline) et HSPB1 

avec une plus faible affinité. Cette interaction va notamment permettre de faciliter l’activité 

des petites protéines chaperonnes dans l’inhibition de l’agrégation protéique (Rauch et al. 

2017).  

En 2009, un groupe de recherche a découvert que la mutation faux sens engendrant la 

mutation de la proline en position 209 en une leucine au niveau de l’exon 3 du gène BAG3, 

codant le second motif IPV, causait un type sévère de myopathie myofibrillaire (Selcen et al. 

2009). La myopathie myofibrillaire (MFM) est une forme de dystrophie musculaire dans 

laquelle une désorganisation de la strie Z et l’accumulation d’agrégats protéiques sont 

observées. Plusieurs gènes ont été associés à la MFM, tels que la filamine, la desmine ou 

encore l’αB-cristalline (HSPB5). Chez les trois enfants porteurs de la mutation BAG3P209L, un 

affaiblissement musculaire progressif est observé, accompagné du développement d’une 

cardiomyopathie et d’une sévère insuffisance respiratoire. De plus, d'autres mutations faux-

sens à la même position P209 (P209Q ou P209S) ont été identifiées dans plusieurs familles 

atteintes de MFM et/ou de neuropathie. Étant donné que ces mutations se situent dans le 

deuxième motif IPV de BAG3, la perte de liaison à HSPB a été suggérée comme mécanisme 

moléculaire sous-jacent à la maladie. Cependant, l’identification d’une nouvelle mutation 

dans le domaine BAG (BAG3P470S) comme cause de MFM, dans deux familles non apparentées, 

remet en question l’hypothèse précédente d’une perturbation de la liaison BAG3/HSPB8 

comme cause sous-jacente (Meister-Broekema et al. 2018). 

Ces mutations étant localisées dans des domaines qui connectent BAG3 à d'autres systèmes 

faisant intervenir des protéines chaperonnes, laisse à penser que celles-ci entraineraient un 

blocage de la liaison entre BAG3 et les HSPB et HSP70, via un mécanisme de perte de fonction. 

Cependant, l’étude de la liaison entre BAG3P209L et HSPB8 dans un modèle cellulaire a révélé 

que cette interaction n’était que modérément diminuée. Les auteurs ont démontré que des 

mutations au sein des deux motifs IPV sont nécessaires afin de prévenir l’interaction entre 
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BAG3 et HSPB8 de façon certaine. Ces résultats viennent appuyer l’idée selon laquelle la perte 

de liaison aux HSPBs est insuffisante pour provoquer le phénotype cellulaire associé à la 

mutation BAG3P209L. De manière surprenante, les auteurs ont mis en évidence que la mutation 

BAG3P209L réduit la capacité de repliement d’HSP70, que sa fonction dans la prise en charge 

autophagique de substrats à dégrader est sévèrement réduite et qu’elle prévient en partie la 

dégradation de protéines adressées au protéasome. Ces résultats indiquent que la mutation 

BAG3P209L engendre une réduction globale des procédés responsable de la prise en charge des 

substrats protéiques des HSPBs et d’HSP70.  

Ainsi la mutation BAG3P209L, en l’absence de machinerie capable de les prendre en charge, va 

provoquer l’agrégation des substrats protéiques et des protéines chaperonnes associées et 

par conséquence diminuer le pool disponible de chaperonnes au sein de la cellule. De manière 

intéressante, lorsque l’on inhibe l’interaction HSP70/BAG3m (m=P209L, P209Q, P209S, P470S), 

via la délétion du domaine BAG ou par traitement pharmacologique (JG-98), cela permet de 

prévenir la formation d’agrégats. Ensemble, ces résultats suggèrent que les mutants BAG3 liés 

à MFM nécessitent une interaction avec HSP70 pour l’apparition du phénotype pathologique 

et entraîner la déficience des fonctions associées aux complexes chaperonnes impliquant 

HSP70 par un mécanisme de gain de fonction (Meister-Broekema et al. 2018). 

La cardiomyopathie dilatée (CMD) 

Suite à l’identification de mutations de BAG3 associée à la CMD, plusieurs modèles murins ont 

été générés afin de mettre en évidence les mécanismes physiopathologiques associés.  

La mutation faux sens E455K, touchant l’un des acides aminés avec un rôle majeur dans 

l’interaction BAG3/HSP70 (Sondermann et al. 2001), a été modélisée in vivo au sein d’une 

lignée murine knock-in (KI). De façon intéressante, les souris Bag3E455K présentent un 

phénotype similaire à celles déficientes pour Bag3 (Homma et al. 2006, Youn et al. 2008, Fang 

et al. 2017), avec un important retard de croissance et une mort prématurée des animaux 

homozygotes vers l’âge de 4 semaines (Fang et al. 2017).  

Afin de contrecarrer la mortalité associée à la déficience et à la mutation E455K de BAG3, 

plusieurs modèles murins présentant une déficience de BAG3 et/ou la mutation E455K 

restreinte au niveau cardiaque (Bag3 cKO) ont été générés. Ces modèles présentent une 

survie prolongée allant jusqu’à plusieurs mois, un élargissement des cavités cardiaques et une 
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diminution progressive de la fonction systolique cardiaque, caractéristiques d’une CMD (Fang 

et al. 2017, Yun et al. 2021, Yang et al. 2022). L’analyse approfondie des mécanismes impliqués 

a révélé une accumulation de protéines insolubles, une diminution de l’expression protéique 

des petites chaperonnes (HSPB5, HSPB6 et HSPB8) et une altération de l’autophagie (Fang et 

al. 2017). Les lignées murines modélisant une déficience et/ou la mutation E455K de BAG3, 

globale ou cardio-restrictive, sont récapitulées dans le Table 5. 

Pour conclure, bien que ces modèles mettent en avant le rôle de BAG3 dans la protéostasie 

et établissent un lien physiopathologique entre cette fonction et le développement d’une 

CMD, les données transmises par ces modèles restent bien souvent incomplètes. Cela est 

principalement dû au fait qu’ils présentent une construction génétique restrictive ou 

complexe afin de limiter la létalité associée à des altérations de la fonction de BAG3. De ce fait 

peu d’informations sont disponibles en ce qui concerne notamment les mécanismes 

physiopathologiques associés à l’expression globale de mutation du domaine BAG dans un 

contexte de CMD. 

 

 

 

 

 

 



 
 

 

Modèle Spécificité Phénotype cardiaque Limite Référence 

Bag3 KO Déficience globale de Bag3 

Non mentionné ou 

observation d’une 

dégénérescence du muscle 

cardiaque dans un modèle 

Mortalité précoce (3 à 4 

semaines) 

Homma et al. 2006                            

Youn et al. 2008                             

Fang et al. 2017 

Bag3 KI E455K 
Expression globale de la 

mutation Bag3E455K 
Non mentionné 

Mortalité précoce (3 à 4 

semaines) 
Fang et al. 2017 

Bag3 cKO 
Déficience de Bag3 restreinte 

au niveau cardiaque 

Dilatation des cavités 

cardiaque et réduction 

progressive de la fonction 

systolique 

Génotype restreint 

Fang et al. 2017  

Myers et al. 2018                           

Yun et al. 2021                         

Yang et al. 2022 

Bag3 KI 

E455K/wt/cKO 

Expression globale de la 

mutation Bag3E455K à l’état 

hétérozygote combinée à la 

déficience de BAG3 restreinte 

au niveau cardiaque 

Dilatation des cavités 

cardiaque et réduction 

progressive de la fonction 

systolique 

Génotype complexe/ 

restreint 
Fang et al. 2017 

Table 5. Modèle murin déficient pour Bag3 et/ou exprimant la mutation Bag3E455K 
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IV. CONCLUSION 

 

BAG3 est une protéine multifonctionnelle avec un rôle majeur dans le maintien de 

l’homéostasie protéique. Elle exerce ce rôle à travers les différentes interactions protéiques 

possibles médiées par les multiples domaines au sein de sa structure, en particulier son 

interaction avec HSP70 à partir de son domaine BAG. Ainsi, elle va être indispensable à la 

survie cellulaire, notamment lorsqu’il s’agit de cellules post-mitotiques comme les 

cardiomyocytes.  

Son implication dans plusieurs voies sélectives de l’autophagie va notamment permettre la 

surveillance, le maintien et le renouvellement des protéines impliquées dans l’appareil 

contractile cardiaque dont la fonction est constamment menacée par la tension mécanique 

engendrée par la contraction cardiaque. 

Ainsi, l’implication de BAG3 au sein de pathologies cardiaques, comme la cardiomyopathie 

dilatée, n’est pas étonnant, d’autant plus que si l’on prend en compte l’ensemble des facteurs 

impliqués, de façon définitive ou encore incertaine, on retrouve principalement des 

altérations au niveau des protéines impliquées dans l’appareil contractile ou bien dans les 

systèmes qui permettent son maintien et son renouvellement.
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HYPOTHÈSE ET OBJECTIFS 

L’hypothèse centrale que ce projet propose d’évaluer est que l’altération génétique du 

domaine BAG, et par conséquence la fonction de BAG3 dépendante de son interaction avec 

HSP70, serait responsable du développement d’une CMD notamment au travers d’une 

altération de la protéostasie. BAG3 étant connu pour intervenir au niveau de l’autophagie 

CASA et de l’agréphagie, nous avons alors supposer que des mutations faux sens du domaine 

BAG de BAG3 pourraient engendrer une altération de la macroautophagie sélective. 

Plusieurs mutations affectant le domaine BAG de BAG3 ont été identifié par notre équipe par 

le screening génétique de cas de CMD familiaux (Villard et al. 2011). Pour rappel, quatre 

mutations non-sens (STOP) et deux mutations faux sens ont été identifiées lors de cette étude 

(Figure 35). 

  

Figure 35. Mutations de BAG3 identifiées par séquençage chez des cas familiaux de CMD 

En ce qui concerne la mutation faux sens Bag3E455K, sa modélisation dans une lignée murine 

knock-in (KI) a déjà été étudiée et est limitée par le phénotype sévère et la létalité précoce 

associée (Fang et al. 2017). 

Ainsi ce projet propose de générer un nouveau modèle murin KI porteur d’une autre mutation 

faux sens du domaine BAG afin de conte-carrer les limites observées pour le modèle murin 

Bag3E455K. Il s’agit de la seconde mutation faux sens identifiée précédemment, la V468M, qui 

possède un orthologue murin, la V473M. Cette mutation n’intervient que marginalement dans 

l’interaction BAG3-HSP70, nous avons alors supposer qu’elle pourrait entrainer un phénotype 

moins sévère chez la souris que la mutation E455K qui elle, est directement impliquée dans 

cette interaction (Sondermann et al. 2001).  
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La première partie de ce projet a eu pour but de caractériser le phénotype des souris Bag3-

V473M, notamment leur survie et croissance post-natale ainsi que leur phénotype cardiaque, 

afin de déterminer si cette nouvelle lignée présente un phénotype moins sévère que les souris 

Bag3E455K et permet bien de récapituler un phénotype de CMD.  

De par notre hypothèse d’une protéostasie altérée dans le cas de mutations faux sens du 

domaine BAG de BAG3, la deuxième partie de ce projet a eu pour but d’évaluer l’activité 

autophagique au sein du muscle cardiaque des souris Bag3V473M. 

Enfin, la troisième partie de ce projet concerne la recherche, par plusieurs approches omiques, 

de voies altérées par la mutation Bag3-V473M aux stades précoce et tardif du développement 

de la maladie, permettant notamment la mise en évidence de voies participant à la mise en 

place de la CMD mais également à sa progression lorsque des mutations faux sens du domaine 

BAG de BAG3 sont impliquées.  

En parallèle de ce projet central, ce travail de thèse propose également l’étude du potentiel 

thérapeutique de la thérapie génique impliquant le gène BAG3 dans un modèle de CMD 

d’origine génétique. Le modèle murin LmnaH222P/H222P développe une CMD associée à une 

altération de l’autophagie (Choi et al. 2012, Vignier et al. 2019). Ainsi, de par la fonction pro-

autophagique de BAG3 nous avons supposé qu’une thérapie génique par expression de BAG3 

pourrait permettre d’améliorer le phénotype de CMD observé dans ce modèle.  
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PROJET I : Etude des conséquences phénotypiques et moléculaires de la 

mutation Bag3V473M dans un modèle murin 

I. Modèle d’étude 

a. Génération de la lignée BAG3V473M 

Objectif : Obtenir un modèle murin KI d’une mutation faux-sens et pénétrant de Bag3 

La lignée murine KI BAG3V473M a été générée selon nos recommandations par la société 

Genoway (Lyon, France). La mutation V473M de Bag3 est l’orthologue murin de la mutation 

V468M humaine, identifiée chez deux patients apparentés atteints de CMD (Villard et al. 

2011). Il s’agit d’une mutation faux-sens localisée au sein de l’exon 4 qui code le domaine BAG, 

commun à l’ensemble des membres de la famille BAG.  

Une approche par CRISPR/Cas9 a été utilisée sur des souris de fond génétique C57BL/6N 

provenant de Janvier Labs France. Deux ARN guides ciblant l’exon 4 de Bag3 ont été choisis 

afin d’introduire une coupure double brin spécifique. Suite au clivage par la Cas9, le système 

de réparation recombinaison homologue va permettre l’insertion d’une séquence codant 

pour la mutation V473M (ssODN). La séquence du ssODN est identique à la région cible à 

l’exception d’un ATG codant pour la méthionine à la place du GTA qui code pour la valine en 

position 473. 

Les animaux mosaïques obtenus et valider pour la présence de la mutation ont ensuite été 

croisés avec des animaux WT. La transmission germinale de la mutation a ensuite permis 

d’obtenir des animaux hétérozygotes pour la mutation V473M. Ceux-ci ont ensuite été croisés 

entre eux pour obtenir notamment des animaux homozygotes et contrôles WT 

correspondants. 

Les animaux sont hébergés sur des portoirs ventilés avec un système d’abreuvoir automatique 

et un accès illimité à la nourriture dans une pièce avec des cycles jour/nuit de 12h. L’ensemble 

des procédures effectuées ont été réalisées en accord avec la Directive 2010/63/UE du 

Parlement européen et approuvée par le comité d’éthique locale (#22847; #36375). 
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b. Génotypage de la lignée BAG3V473M 

Objectif : Identifier le génotype de chaque animal 

Les génotypages ont été réalisés à partir des phalanges de souriceaux prélevées lors de leur 

identification grâce au kit Phire Tissue Direct PCR Master Mix (#F-170S, Thermofisher). Une 

PCR est réalisée avec un couple de primer spécifique de la région de l’exon 4 de Bag3 

contenant le codon 473 (Table 6). Les produits PCR sont ensuite soumis à une digestion 

enzymatique par AvaII pendant au moins 2 heures à 37°C. Cela permet de cliver 

spécifiquement l’allèle muté et ainsi de le différentier par sa taille de l’allèle sauvage lors du 

dépôt du produit de PCR sur gel d’agarose. 

II. Analyses in vivo 

a. Echocardiographies 

Objectif : Evaluer la fonction cardiaque 

L’échocardiographie est une méthode non invasive et indolore, qui permet l’étude de la 

fonction cardiaque. Les échographies cardiaques ont été réalisées avec le Dr Nathalie 

Mougenot de l’UMS28 grâce à l’échographe Vivid 7 Dimension (General Electrics) équipé 

d’une sonde de fréquence 9-14MHz. Les souris sont légèrement anesthésiées par de 

l’isoflurane gazeux 0,5-1% et placées sur un plateau chauffant permettant de limiter la 

diminution de leur température corporelle due à l’anesthésie. Les mesures sont effectuées de 

manière à être le plus proche des conditions physiologiques, c’est à dire lorsque la fréquence 

cardiaque est supérieure à 600 bpm. Les paramètres anatomiques tels que l’épaisseur du 

septum interventriculaire (SIV), de la paroi postérieure du VG (PPVG) et le diamètre du VG ont 

été mesurés en diastole et en systole grâce au mode TM. Les paramètres de contractilité tels 

que la fraction d’éjection (FE) et la fraction de raccourcissement (FR) sont obtenus à partir des 

volumes télé -diastolique et -systolique mesurés sur la moyenne d’au moins 3 cycles 

cardiaques indépendants. Les paramètres les plus utilisés pour évaluer la fonction systolique 

utilisé sont le %FR et la FE, qui en temps normal chez la souris C56BL/6N WT, ont une valeur 

autour de 45% et 80% respectivement. 
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b. Modulation de l’autophagie 

Objectif : Evaluer le flux autophagique 

L’autophagie est un processus dynamique continu qui implique la dégradation d’éléments 

cytosoliques afin de maintenir l’homéostasie cellulaire. L’étude de ce dynamisme est appelée 

analyse du flux autophagique et fait référence à l’évaluation de l’ensemble du processus 

autophagique, c’est-à dire de l’activité catabolique autophagique dans une cellule (Klionsky et 

al. 2016). Actuellement, il n’existe pas de « norme de référence » pour mesurer le flux 

autophagique. Communément, c’est la détection de la macroautophagie, c’est-à-dire la 

détection ou l’estimation de la quantité d’autophagosomes qui est utilisée pour analyser 

l’autophagie dans une cellule. A l’état basal, la quantité d’autophagosomes dans la cellule est 

approximativement constante (Loos et al. 2014). Une perturbation du flux autophagique, 

médiée par une carence en nutriment ou par l’utilisation d’inhibiteurs, peut modifier en retour 

la quantité d’autophagosomes détectés dans une cellule. Par exemple, l’inhibition de l’étape 

de fusion autophagosome/lysosome entraine leur accumulation dans la cellule (du Toit et al. 

2018). L’analyse de cette accumulation peut permettre d’évaluer le flux autophagique : la 

vitesse d’accumulation de ces autophagosomes est un indicateur de la vitesse initiale du flux 

autophagique, de même que la quantité d’autophagosomes accumulés est un indicateur de 

l’intensité du flux. 

Modulation du flux autophagique 

Les souris âgées de 3 mois (N=8-9 par groupe) ont été soumises à un jeûne (24h) puis nourris 

pendant 2h (07:00-09:00) puis à nouveau soumises à un jeûne (24h) afin d’induire l’activation 

de l’autophagie de manière synchrone (Ezaki et al. 2011). Comme mentionné précédemment, 

un inhibiteur de la dégradation lysosomale, ici la chloroquine, a été utilisé pour mesurer le flux 

autophagique. Une solution de chloroquine (50mg/kg) ou de NaCl 0.9% a été injecté en 

intrapéritonéale 4h avant le sacrifice des souris. L’expression de la protéine LC3-II, un 

marqueur des autophagosomes, a ensuite été mesurée par western-blot en présence et en 

absence de chloroquine afin d’estimer le flux autophagique.  

Une carence nutritionnelle est un puissant activateur de l’autophagie « bulk » non-sélective. 

Afin d’apporter un stimulus qui permettrait d’activer de façon spécifique l’autophagique 

sélective nous avons croisé notre lignée Bag3-V473M avec une lignée KI murine portant la 
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mutation Des-R405W à l’état hétérozygote, l’orthologue murin de la mutation DES-R406W qui 

est responsable du développement d’une desminopathie chez l’homme. Cette mutation 

entraine la production d’une desmine protéotoxique pro-agrégante (Herrmann et al. 2020)  et 

représente donc un possible cargo pour les voies sélectives de l’autophagie, en partie médiées 

par BAG3. 

Ce double mutant a été généré par le croisement de souris Bag3V473M/V473M femelles avec des 

mâles DesR405W/wt. Les souriceaux issus de ce croisement ont été génotypés pour le desmine 

afin d’identifier les souris porteuses de la mutation Des-R405W. Les souris mâles doubles 

hétérozygotes (Bag3V473M/wt-DesR405W/wt) ont été croisé en retour avec des souris 

Bag3V473M/V473M femelles afin d’obtenir des souris Bag3V473M/V473M-DesR405W/wt. 

c. Tests de tolérance 

Objectif : Evaluer la réponse de l’organisme des souris suite à un bolus de glucose ou bien 

d’insuline. 

Les souris Bag3V473M/V473M et WT âgées de 5 mois (N=6-9 par groupe) ont été soumises à un 

jeûne (5h) puis ont reçu un bolus de glucose (2g/kg) par gavage ou d’insuline (1U/kg, Sigma) 

par injection intrapéritonéale dans le cadre d’un OGTT « Oral Glucose Tolerance Test » ou d’un 

ITT « Insulin Tolerance Test » respectivement. Pour ces deux tests, la glycémie a été mesurée 

grâce à un glucomètre (Accu-Chek Performa, Roche) à partir d’une goutte de sang (veine 

caudale) à 0-, 15-, 30-, 60-, 90-, et 120-minutes après l’administration du bolus. 

d. Résonance Magnétique Nucléaire 

Objectif : Déterminer la proportion de masse grasse corporelle. 

Les souris Bag3V473M/V473M et WT âgées de 5 mois (N=6-11 par groupe) ont été scannées par 

RMN (Minispec Bruke), une méthode non-invasive, dans le but de déterminer la proportion 

de fluide, de masse grasse et de masse maigre. La calibration quotidienne du Minispec a été 

effectuée avant les mesures selon les recommandations du fabricant. Les souris sont placées 

dans un cylindre et maintenues immobiles par l’insertion d’un piston. Le cylindre est ensuite 

inséré dans la chambre d’analyse pendant environ 2 minutes le temps de l’acquisition. 
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III. Analyses histologiques  

a. Immunomarquages 

Objectif : Evaluer les conséquences tissulaires de la CMD au niveau cardiaque. 

Après sacrifice, les cœurs des souris sont explantés et lavés dans du PBS froid et inclus en OCT 

avant d’être plongés dans une solution d’isopentane refroidie à l’azote liquide. Les tissus sont 

ensuite coupés de sorte à générer des coupes longitudinales de 6µm d’épaisseur puis séchées 

pendant 1 heure sous la hotte avant d’être fixées pendant 10 minutes avec du 

paraformaldéhyde 4%. Les coupes sont perméabilisées pendant 5 minutes avec une solution 

de PBA-triton 0.2% puis saturées pendant 30 minutes avec une solution de BSA 2% à 

température ambiante. L’incubation avec les anticorps primaires dilués dans la solution de 

blocage est faite sur la nuit en chambre humide à 4°C. Après rinçage, les coupes sont incubées 

avec les anticorps secondaires pendant 1 heure à température ambiante puis lavées avant 

d’être montées entre lame et lamelle avec le milieu de montage Dako (Sigma). 

L’acquisition des immunofluorescences a été effectuée avec un microscope Olympus IX-71 

équipé d’un objectif à immersion (x60). Les images sont ensuite déconvoluées grâce au 

système de microscopie du DeltaVision Elite (GE Healthcare). La reconstruction 3D et l’analyse 

quantitative ont été effectuées grâce au logiciel Imaris (Bitplane, v 8/9). 

b. Colorations 

Cœur 

Objectif : Evaluer les conséquences tissulaires de la CMD au niveau cardiaque 

Après sacrifice, les cœurs des souris sont explantés et lavés dans du PBS froid et fixé sur la nuit 

dans du paraformaldéhyde 4%. Les tissus cardiaques sont déshydratés par plusieurs bains (20 

minutes chacun) successifs contenant des solutions d’éthanol de concentration croissante (50 

à 100%), puis placés dans 3 bains successifs d’1 heure contenant une solution de salicylate de 

méthyle. Les tissus sont ensuite inclus en paraffine et coupés de sorte à générer des coupes 

transversales dans la partie médiane du cœur de 6µm d’épaisseur. Les coupes ainsi obtenues 

sont ensuite déparaffinées puis colorées avec une solution de rouge Sirius ou 

d’Hématoxyline/Eosine, avant de finalement être monté entre lame et lamelle avec le milieu 
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de montage Eukitt (Sigma). L’acquisition des images est réalisée avec un microscope Nikon 

Eclipse Ti.  

Le logiciel d’analyse d’image Histolab (GT Vision) a été utilisé pour la quantification de la 

fibrose sur les colorations en rouge Sirius.  

Muscle squelettique 

Objectif : Evaluer la présence d’une éventuelle dégénérescence musculaire 

Après sacrifice, le muscle de la patte arrière (gastrocnémien) a été isolé et inclus en OCT avant 

d’être plongé dans une solution d’isopentane refroidie à l’azote liquide. Les muscles ont été 

coupés de sorte à générer des coupes transversales de 12µm d’épaisseur depuis la partie 

médiane. Les coupes ainsi obtenues sont fixées successivement par des solutions d’éthanol à 

95% et de paraformaldéhyde à 4% avant d’être colorées avec des solutions 

d’Hématoxyline/Eosine. Les colorations sont ensuite montées entre lame et lamelle avec le 

milieu de montage Eukitt (Sigma). L’acquisition des images est réalisée avec un microscope 

Nikon Eclipse Ti. Le logiciel ImageJ a été utilisé pour la quantification de l’aire et du nombre 

de fibre musculaire. 

Foie 

Objectif : Evaluer la présence de gouttelettes lipidiques au sein du tissu hépatique 

Après sacrifice, les foies des souris sont prélevés et lavés dans du PBS froid avant d’être inclus 

en OCT. Le foie est ensuite coupé de sorte à générer des coupes de 7µm d’épaisseur qui sont 

par la suite fixées avec une solution de paraformaldéhyde à 4% avant d’être colorées avec une 

solution de red-oil. Les colorations sont ensuite montées entre lame et lamelle avec le milieu 

de montage Dako (Sigma). L’acquisition des images est réalisée avec un microscope Nikon 

Eclipse Ti.  
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IV. Analyses biochimiques et biomoléculaire 

a. Biochimie 

Objectif : Estimer l’expression d’une protéine cible 

Extraction et dosage des protéines 

L’extrait protéique est obtenu à partir d’un échantillon de ventricule conservé à -80°C. 

L’homogénéisation des tissus est réalisée grâce au TissueLyser (QUIAGEN), 100μL de tampon 

d’extraction froid pour 5mg de tissu est ajouté par échantillon (150 mM NaCl, 50 mM TRIS pH 

7.4, 5 mM EDTA, 0.5% NP40, pH ajusté à 7.4), auquel est ajouté extemporanément un cocktail 

d’inhibiteur de protéase (Sigma Aldrich p8340 1/1000). Les tissus sont homogénéisés pendant 

5 minutes à 50 Hz, l’homogénat est ensuite incubé sur roue 30 min à 4°C avec 1% de Triton-

X100. Le surnageant est récupéré dans un tube froid après centrifugation à 3000g pendant 

5min à 4°C, il est par la suite aliquoté et conservé à -80°C pour éviter toute dégradation 

protéique. 

La quantité totale de protéine par échantillon est déterminée à l’aide du kit de dosage BCA 

PierceTM (#23225, Thermofisher). Une solution stock de BSA (2mg/mL) est utilisée pour 

réaliser la gamme d’étalonnage (Table 7) afin d’estimer la concentration d’échantillons diluée 

au 1/5ème dans le tampon de lyse. 

 Tampon de lyse (µL) BSA (µL) [BSA] finale (mg/mL) 

A 0 300 (stock) 2 

B 125 375 (stock) 1.5 

C 325 325 (stock) 1 

D 175 175 (B) 0.75 

E 325 325 (C) 0.5 

F 325 325 (E) 0.25 

G 325 325 (F) 0.125 

H 400 100 (G) 0.025 

I 400 0 0 
Table 7. Préparation de la gamme d’étalonnage 

Western-blot 

Les protéines (30µg) sont tout d’abord dénaturées pendant 10 minutes à 95°C en présence 

d’un tampon de charge (#NP0007, Thermofisher). Elles sont ensuite déposées sur gel de 
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polyacrylamide Bis-Tris 10/12% (#NP0341, Thermofisher) où elles seront séparées selon leur 

taille par électrophorèse, puis finalement transférées sur une membrane de nitrocellulose 

(#1704158, BioRad). La saturation de la membrane est effectuée dans une solution de blocage 

(lait écrémé dilué à 5% ou BSA 5% dans du PBS 1X) sous agitation à température ambiante 

pendant au moins 1 heure, puis l’anticorps primaire est ajouté sur la nuit à 4°C toujours sous 

agitation. Après plusieurs étapes de lavage, les membranes sont incubées pendant 1 heure à 

température ambiante avec un anticorps secondaire conjugué à la HRP (R&D Systems) dilué 

au 1/1000 dans la solution de blocage. La révélation est faite à l'aide du réactif ECL (Cytiva). 

Protéine cible Référence Dilution Espèce PM (kDa) 

Anticorps primaires 

Gapdh Proteintech 60004-Ig 1/10 000 (WB) souris 40 

Bag3 Proteintech 10599-AP 
1/3 000 (WB) 

1/100 (IF) 
lapin 90 

α-actinine Abcam ab9465 1/100 (IF) souris / 

Desmine Proteintech 16520-AP 
1/5 000 (WB) 

1/100 (IF) 
lapin 55 

Desmine (ub) Proteintech 67793-Ig 1/5 000 (WB) souris 180 

Anticorps secondaires 

Anti-rabbit IgG R&D Systems HAF007 1/1000 (WB) chèvre / 

Anti-mouse IgG R&D Systems HAF008 1/1000 (WB) chèvre / 

Anti-rabbit IgG Thermo Fisher Dylight 800 35571 1/10 000 (WB) chèvre / 

Anti-mouse IgG Thermo Fisher Dylight 680 10170 1/10 000 (WB) âne / 

Anti-rabbit IgG Jackson Alexa 488 111-545-144 1/1 000 (IF) chèvre / 

Anti-mouse IgG BETHYL Dylight 597 A90-116D4 1/1 000 (IF) chèvre / 

Table 8. Projet II – Liste des anticorps utilisés 

b. Biologie moléculaire 

Objectif : Déterminer l’expression d’un gène cible 

Extraction d’ARN 

L’extraction d’ARN est faite à partir d’un échantillon de ventricule conservé à -80°C. Après 

ajout d’1mL de Trizol (QIAGEN), le tissu est homogénéisé grâce au TissueLyser QIAGEN 

pendant 5 minutes à 50 Hz. Les ARN sont extraits sous hotte par l’ajout de 160μL de 

chloroforme et placé sur glace pendant 15 minutes. La phase aqueuse contenant les ARN est 

séparée de la phase organique par centrifugation pendant 15 minutes à 12000g à 4°C. La 

phase aqueuse est ensuite prélevée et les ARN présents sont précipités avec 800μL 
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d’isopropanol. Les ARN précipités sont ensuite isolés par centrifugation à 12000g pendant 10 

minutes à 4°C. Le culot d’ARN ainsi formé est lavé à l’éthanol 70% et re-suspendu avec 30μL 

d’eau RNase free. La solution d’ARN est par la suite dosée par absorbance à 260nm au 

Nanodrop ND-1000 (Thermo Fisher).  

Afin de déterminer la pureté de notre solution d’ARN, les ratios 260/280 et 260/230 sont 

évalués. Des ratios proches de 2 indique l’absence de contamination. Plus spécifiquement, Le 

premier permet de déterminer si les ARN sont contaminés par des protéines, le second permet 

d’évaluer la contamination au phénol présent dans le Trizol ajouté au début de l’extraction. 

Rétro-transcription (RT) et synthèse d’ADN complémentaire  

La réaction de reverse-transcription est réalisée à partir d’1µg d’ARN conservés à -80°C grâce 

au kit M-MLV Reverse Transcriptase InvitrogenTM (28025013). Un mélange réactionnel 

composé de d’ARN (1µg), d’oligo-dT (50mM), et de dNTP (10mM) est chauffé pendant 5 

minutes à 65°C afin de permettre aux amorces de se fixer aux ARNm. Par la suite, un tampon 

adapté à la réaction de rétro-transcription (5X), du DTT (0,1M) et l’enzyme RNaseOUT 

(Recombinant Ribonuclease Inhibitor,40U/μL) sont ajoutés puis incuber à 37°C pendant 2 

minutes afin de préparer le mélange réactionnel à l’ajout de M-MLV RT (200U). La réaction 

s’effectue pendant 50 min à 37°C, puis est arrêtée par l’inactivation de la M-MLV RT par une 

incubation à 70°C pendant 15 minutes.  

L'ARN total a été extrait des cœurs de souris à l'aide du TRIzol (Life Technologies, Thermo 

Fisher) conformément aux recommandations du fabricant. L'ADNc a été synthétisé à l'aide de 

la transcriptase inverse MMLV (Thermo Fisher). Les séquences d'amorces pour la RT-qPCR 

sont répertoriées dans le tableau 2. Les réactions de qPCR ont été réalisées à l'aide du kit 

SensiFAST (Meridian) dans des plaques PCR à 96 puits dans un thermocycleur QuantStudio 3 

(Thermo Fisher). 

PCR quantitative (qPCR)  

Les réactions de qPCR ont été réalisées à l'aide du kit SensiFAST (Meridian) à partir de 50ng 

d’équivalent ARN et d’amorces spécifiques à chaque gène cible (0.5µM) dans des plaques PCR 

à 96 puits dans un thermocycleur QuantStudio 3 (Thermo Fisher). 
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L’expression de notre gène cible est comparée à l’expression d’un gène de ménage, ici le gène 

Rplp0, connu notamment pour son expression stable au sein du tissu cardiaque. 

Gène cible Séquence 

qPCR 

Nppa 
Forward 5'-AACAGCTTCCGGTACCGAAG-3' 

Reverse 5'-GTGGCAATGTGACCAAGCTG-3' 

Nppb 
Forward 5'-AGCTCTTGAAGGACCAAGGC-3' 

Reverse 5'-ACAACTTCAGTGCGTTACAGC-3' 

Col1a1 
Forward 5'-AGCCGCAAAGAGTCTACATGT-3' 

Reverse 5'-GCTGACTTCAGGGATGTCTTCT-3' 

Col3a1 
Forward 5'-GCAGTCCAACGTAGATGAATTGG-3' 

Reverse 5'-TCTGGGTTGGGGCAGTCTAG-3' 

Bag3 
Forward 5'-CAAGATCCAGGGCGATGACT-3' 

Reverse 5'-GGTTTGTTTTCGGGTTGGGT-3' 

Génotypage 

Bag3 
Forward 5'-GCCATCCTGGAGAAGGTACA-3' 

Reverse 5'-ACCTTCCTGACGCCATCTCT-3' 

Desmine 
Forward 5’-CTGGAGGAGGAGATCCGACA-3’ 

Reverse 5’-GGCCCTCGTTAATTTTCTGC-3’ 
Table 6. Projet II – Liste des amorces d’oligonucléotides 

V. Analyses omiques 

a. Protéomique 

Objectif : Caractériser le protéome cardiaque des souris Bag3-V473M 

Les protéines cardiaques ont été extraites comme décrit précédemment. L’analyse 

protéomique a été réalisée par la plateforme P3S (Paris). 

Les échantillons (N=6 par groupe) ont été soumis à une digestion trypsique en utilisant une 

colonne S-TRAPTM (Protifi) selon les recommandations du fabriquant. Les peptides ont été 

séchés puis re-suspendus dans une solution de 2% acétonitrile / 0.1% acide folique. Une étape 

de dessalage est ensuite appliquée (Empore SPE Disks C18, Sigma Aldrich) en utilisant le robot 

DigestProMSi (CEM). Les peptides dessalés sont ensuite séchés et re-suspendus dans une 

solution de 2% acétonitrile / 0.1% acide folique avant d’être analysés par une UHPLC 

nanoElute (Bruker) couplée à un spectromètre de masse (Bruker) comme décrit 

précédemment (Akkurt et al. 2021). 
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Les protéines ont été identifiées par MaxQuant (v 1.6.17.0) et comparée au protéome de 

référence de la souris (Uniprot) complétée avec la séquence peptidique de la mutation Bag3-

V473M (63778 entrées, 18/02/2021). Le filtrage des données (au moins 4 valeurs par groupe), 

et l’imputation de valeurs manquantes ainsi que l’analyse statistique (Limma) ont été effectué 

par Prostar (v 1.22.6).  

b. Transcriptomique 

Objectif : Caractériser le transcriptome cardiaque des souris Bag3-V473M 

Les ARN cardiaques ont été extraits (N=3 par groupe) comme décrit précédemment et leur 

qualité a été vérifiée afin de sélectionner des ARN de bonne qualité (RIN>7) pour l’analyse de 

RNA-Seq. Les datas de RNA-Seq ont été générées par la plateforme de Séquençage de l’Institut 

du Cerveau et de la Moelle épinière (ICM, Paris). La préparation de la banque d’ARNm a été 

réalisé selon les recommandations du fabricant (ILLUMINA Stranded mRNA Prep). Les 

échantillons ainsi obtenus ont été séquencés (Novaseq 6000 ILLUMINA ; cartouche de SP-200 

cycles) afin d’obtenir 2x800 millions de reads (100 bases par ARN) correspondant à 

2x50Millions de reads par échantillons après démultiplexage. 

L’analyse bio-informatique des fichiers fastq générés a été réalisé par le Dr Lieng Taing. Le 

pipeline de cette analyse (nf-core/rnaseq, Di Tommaso et al. 2017) a été utilisé avec les 

options définies par défaut à partir du génome de référence de la souris (GRCm39). La qualité 

des fichiers fastq a été vérifiée et validée pour chaque échantillon (MultiQC). Les adaptateurs 

présents dans les séquences ont été supprimés (trimgalore v0.6.7 et cutadapt v4.6.) puis 

celles-ci ont été alignées sur le génome de référence de la souris (STAR v5.1). Les fichiers bam 

ont été utilisés pour vérifier manuellement la présence ou non de la mutation Bag3-V473M 

(IGV v2.11.9). La quantification de l’expression des transcrits pour chaque gène a été 

déterminée (Salmon v1.10.1) avant d’effectuer l’analyse d’expression différentielle pour 

chaque gène au sein des groupes (R v4.3.1, DESeq2 v1.40.2). Les gènes sont estimés 

différentiellement exprimés si leur p-value corrigée est inférieure au seuil de 0.05. 
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c. Lipidomique 

Objectif : Caractériser la signature lipidique cardiaque des souris Bag3-V473M 

L’analyse du lipidome cardiaque a été réalisée par la plateforme de lipidomique de l’IHU ICAN 

(Paris) sur des cœurs explantés de souris Bag3V473M/V473M et WT précédemment inclus dans 

l’OCT (N=5 par groupe). Ainsi, les tissus ont été placés sur glace afin de faire fondre l’OCT avant 

d’être lavés 3 fois avec de l’eau glacée. 

Les lipides cardiaques ont ensuite été extraits à partir de 20µL de tissus homogénéisés 

(équivalent à 1mg) avec 1,5 ml de chloroforme et 750µL de méthanol avant d’être soumis à 

une sonication pendant 15 minutes. Une séparation de phase est ensuite créée par l’ajout de 

450µL de carbonate d’ammonium (250mM) suivi d’une étape de sonication de 15 minutes. 

Les lipides ainsi extraits (phase organique) sont séchés et re-suspendus dans 200µL de solvant 

pour spectroscopie de masse (LC-MS). 

Les lipides ont ensuite été quantifiés par LC-ESI/MS/MS avec un spectromètre de masse 

(QTrap 4000) associé à une colonne de chromatographie (UFLC Prominence). 

Un volume de 4µL de la solution de lipides re-suspendus a été injecté dans la colonne (Ascentis 

C18 2.7µM 2.1x150mm) constituée de phases mobiles composées de A (acétonitrile/eau 

60/40) et B (isopropanol/acétonitrile 90 :10) en présence de formate d’ammonium et d’acide 

formique. 

Un programme R développé par la plateforme de lipidomique de l’ICAN a été utilisé pour 

l’analyse bio-informatique. 

d. Analyses d’enrichissements 

Objectif : Identifier les voies et fonctions biologiques associées à une liste de transcrits ou de 

protéines différentiellement exprimées. 

Clue-GO 

Clue-GO (Bindea et al. 2009) (v2.5.10) est une application utilisable dans Cytoscape (v3.10.1) 

qui permet de réaliser des analyses d’enrichissement à partir d’une liste de gènes ou de 

protéines différentiellement exprimés en utilisant différents types d’annotations tout 

permettant une clustérisation des termes pertinents afin d’éviter leur redondance. Ici seule 
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l’ontologie de gènes de la catégorie « processus biologiques » de Gene Ontology (GO-BP) a 

été utilisée. Les paramètres de clustérisation par défaut de Clue-GO ont été conservés en 

appliquant un seuil de significativité de p-value corrigée <0.01. 

Ingenuity Analysis Pathway (IPA) 

Cette analyse a été réalisée par Morgane Le Gall de la plateforme PROTEOM’IC de l’Institut 

Cochin. IPA est un outil développé par QIAGEN qui exploite l’enrichissement (over-

representation analysis) afin de donner un sens biologique à une liste de transcrits 

différentiellement exprimés. Ainsi, IPA permet d’identifier les voies de signalisation et 

fonctions biologiques les plus enrichies dans une analyse comparative. Le Z-score attribué par 

IPA permet d’estimer l’activation ou l’inhibition pour chaque voie identifiée. Ici, un Z-score 

positif suggère une activation de la voie alors qu’un Z-score négatif suggère son inactivation. 

Une valeur absolue de │Z-score│>2 suggère une activation/inhibition significative de la voie 

associée.  

e. Visualisation des données 

Objectif : Identifier rapidement et visuellement les changements au sein d’un large ensemble 

de données. 

Volcano-plot 

L’ensemble des volcano plot ont été générés par l’outil en ligne VolcaNoseR (Goedhart et al. 

2020) à partir des log2(Fold Change) et des p-values corrigées. Les seuils de FDR 1% et de 20% 

Fold Change ont généralement été appliqués afin de mettre en évidence les gènes/protéines 

retrouvées différentiellement exprimés. 

Heat-map 

L’ensemble des heat-map ont été générées par l’outil en ligne Heatmapper (babicki et al. 

2016) à partir du comptage de reads normalisés pour chaque gène dans les différents 

échantillons.  
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VI. Analyses statistiques 

L’ensemble des analyses statistiques ont été réalisées à l'aide du logiciel Prism9 v9.0.0 

(GraphPad). Les données sont exprimées sous forme de moyenne ± SD. Après avoir évalué le 

type de distribution des données de chaque groupe, le test t de Student ou de Mann-Whitney 

sont appliqués afin de comparer les différences entre deux groupes. Pour les comparaisons 

de plus de deux groupes, une analyse par ANOVA à 1 facteur est utilisée. Si celle-ci présente 

une p-value<0.05, elle est alors suivie d’un test post-hoc de comparaisons multiples de Tukey 

ou de Kruskal-Wallis. 
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PROJET II : Evaluation de l’effet thérapeutique de la surexpression de Bag3 

dans un modèle murin de CMD d’origine génétique  

I. Modèle d’étude 

Nous disposons au laboratoire de la lignée KI du gène Lmna portant la mutation H222P, prêtée 

par le Dr Gisèle Bonne. Cette lignée possède un phénotype de CMD décrit chez les souris 

homozygotes alors que les hétérozygotes ne présentent pas de phénotype. Les souris 

LmnaH222P/H222P de fond génétique 129/SvJ développent une cardiomyopathie dilatée à partir 

de l’âge de 4 mois, avec un phénotype plus prononcé chez les mâles qui ont une espérance de 

vie comprise entre 5 et 9 mois (Arimura et al. 2005). Nous avons utilisé les souris mâles 

homozygotes Lmna-H222P du fond génétique C57/B6, dont le phénotype a été décrit plus 

récemment, qui présentent une réduction de la fonction cardiaque à partir de 5 mois, et une 

espérance de vie comprise entre 7 et 11 mois (Vignier et al. 2019). 

II. Surexpression de BAG3 

Les adénovirus associés sont des virus composés d’un ADN simple brin d’environ 4,7 Kb 

contenu dans une capside. Ces virus sont non pathogènes et très utilisés en thérapie génique 

de par leur facilité de manipulation pour le transfert de gène. Ici nous utilisons des AAV de 

sérotype 2.9, qui ont un tropisme d’expression cardiaque. Ces AAV comportent deux 

transgènes distincts : le cDNA du gène BAG3 humain ou le cDNA de la GFP, servant ici de 

contrôle négatif. Pour assurer la sélectivité d’expression cardiomyocytaire, ils sont sous le 

contrôle d’un promoteur cardiaque troponine (cTnT). Enfin, afin de repérer les cellules 

infectées, nous avons associé un marqueur flurorescent (GFP ou dsRED). Les AAV ont été 

préparés par un laboratoire spécialisé à Nantes à partir des plasmides préparés au laboratoire. 

 

 

Figure 36. Structure des AAV utilisés 

Hs-BAG3 : séquence codante pour la protéine BAG3 humaine ; GFP : green fluorescent protein ; IRES : 

internal ribosome entry site, permet la synthèse indépendante entre les transgènes Hs-BAG3/GFP et 

la DsRED ; DsRED : protéine fluorescente rouge.  

Les souriceaux mâles, sexés à J1, sont injectés à J3 par voie trans-jugulaire avec une dose de 

2.5E+11 de particules virales. Le succès de l’injection est évalué d’une part visuellement par 
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l’observation du blanchissement de la jugulaire et d’autre part au niveau des cœurs explantés 

de souris ayant reçu l’un des deux AAV par RT-qPCR. 

Gène cible Séquence 
PCR quantitative 

Hs-BAG3 Forward 5'-TCATCTGTCCAGGGTGCATCG-3' 

Reverse 5'-TGGTTTGTTTTCAGGCTGGG-3' 

GFP Forward 5'-GCAGAAGAACGGCATCAAGGT-3' 

Reverse 5'-ACGAACTCCAGCAGGACCATG-3'   

Table 9. Projet II – Liste des amorces d’oligonucléotides utilisées en qPCR 

III. Etude du phénotype cardiaque 

La fonction cardiaque des souris des 3 groupes d’études (Hs-BAG3, GFP et non-injectées) a été 

suivie par échocardiographie à partir de l’âge de 2 mois jusqu’à l’âge de 6 mois. 

Les souris sont ensuite sacrifiées et le cœur est ensuite prélevé afin de procéder aux analyses 

histologiques, biochimiques et moléculaires.  

 

Figure 37. Projet II – Déroulement expérimental 
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Protéine cible Référence Dilution Espèce PM (kDa) 
Anticorps primaires 

Lamine A/C Santa Cruz H110 1/1000 (WB) lapin 74-80 

Gapdh Proteintech 60004-Ig 1/10 000 (WB) souris 40 

Hs-BAG3 Abcam ab225561 1/100 (IF) lapin / 

GFP Cliniscience TP401 1/300 (IF) lapin / 

α-actinine Abcam ab9465 1/100 (IF) souris / 

Anticorps secondaires 

Anti-rabbit IgG Thermo Fisher Dylight 800 35571 1/10 000 (WB) chèvre / 

Anti-mouse IgG Thermo Fisher Dylight 680 10170 1/10 000 (WB) âne / 

Anti-rabbit IgG Jackson Alexa 488 111-545-144 1/1 000 (IF) chèvre / 

Anti-mouse IgG BETHYL Dylight 597 A90-116D4 1/1 000 (IF) chèvre / 

Table 10. Projet II – Liste des anticorps utilisés 
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PROJET I : Etude des conséquences phénotypiques et moléculaires de la 

mutation Bag3V473M dans un modèle murin 

I. Introduction 

La mise en évidence du gène BAG3 lors de la recherche de facteurs de risques génétiques suivi 

de l’identification de variants forts de ce gène dans des cas familiaux de CMD vient renforcer 

l’hypothèse d’un mécanisme commun regroupant plusieurs gènes associés à la CMD, qui 

serait ici une altération de la protéostasie. En effet, si l’on prend en compte, d’une part, 

l’importance des systèmes de maintien de l’homéostasie protéique, dans lesquels BAG3 

intervient, au sein de cellules post-mitotiques comme les cardiomyocytes notamment dans le 

renouvellement des composants essentiels à la contraction cardiaque et d’autre part, qu’un 

certain nombre de mutations associées à la CMD touche ces composants, on peut alors 

supposer que la CMD pourrait être la conséquence pathologique d’une altération des 

composants essentiels à la contraction cardiaque et/ou des systèmes d’entretien permettant 

leur renouvellement. 

Ma thèse a donc eu pour but d’étudier les mécanismes physiopathologiques associés à la 

présence d’une mutation pénétrante faux-sens du domaine BAG, identifiée pour le gène BAG3 

chez des patients atteints de CMD, en la modélisant au sein d’une lignée murine.  

Pour cela nous avons fait générer un modèle murin knock-in portant la mutation Bag3V473M et 

tout d’abord vérifié qu’il reproduisait un phénotype de CMD par une évaluation fonctionnelle 

du phénotype cardiaque. Nous nous sommes ensuite intéressés aux conséquences au niveau 

cellulaire de cette mutation, notamment en évaluant le flux autophagique cardiaque chez les 

souris mutées, de par la fonction maintenant bien décrite de BAG3 dans plusieurs voies 

spécifiques de l’autophagie. Nous avons poursuivi cette étude par la réalisation d’une analyse 

protéomique afin de mettre en évidence, en plus de l’autophagie, d’autres éventuelles 

perturbations des systèmes participant au contrôle qualité des protéines.  

BAG3 étant une protéine multifonctionnelle, nous avons également souhaité étendre notre 

recherche des conséquences moléculaires de la mutation par l’étude du profil 

transcriptomique cardiaque des souris mutées. Cela a été permis par la réalisation de RNA-

Seq, réalisés à différents stades d’avancement de la maladie, permettant ainsi l’identification 
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de mécanismes, à la fois précoces et tardifs, associés à la CMD dépendante d’une mutation 

du gène Bag3. 

Les résultats obtenus sur ce projet font l’objet d’un article en cours de préparation disponible 

ci-après. 

II. Article : La mutation Bag3V473M entraine des altérations de la protéostasie et du 

métabolisme conduisant à une CMD dans un modèle knock-in murin 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



~ Résultats     Projet I 

133 

Bag3 V473M mutation causes proteostasis and metabolic alterations leading 

to dilated cardiomyopathy in a knock-in mouse model 
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Abstract 

Missense and truncating mutation in BAG3, encoding the co-chaperone protein BCL-2-

associated athanogene 3 (BAG3), are frequently identified in dilated cardiomyopathy patients. 

Previous studies in experimental models demonstrated that BAG3 loss-of-function acts 

through impairment of cellular proteostasis, and more specifically altering components of the 

macroautophagic pathways. Clustering of disease associated missense mutations in the C-

terminal BAG domain of BAG3, involved in interaction loss with the major HSP70 chaperone, 

suggests they acts through specific mechanisms linked to HSP70 function involved in 

proteotoxic stress response. However, previous attempts to model BAG domain mutation led 

to early mortality, due to drastic interaction loss with HSP70, and preventing comprehensive 

study of the underlining mechanisms. We hypothesized that the human DCM associated 

V468M mutation, marginally involved in HSP70 contact, would generate an hypomorphic 

phenotype in mice thus allowing to interrogate underlining molecular and physiopathological 

consequences of BAG domain mutations.  Accordingly, we generated a full knock-in of the 

orthologous V473M mutation in mice that developed severe cardiac insufficiency by 5 months 

of age in males, delayed by three months in heterozygous mice and females. The mutant mice 

were deficient in basal macroautophagy yet showed activation upon starvation-induced 

stimulation, indicating an alteration of specific rather than bulk macroautophagy. Co-

expressing a proteotoxic pro-aggregative mutant desmin in Bag3-V473M mice 
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unexpectedly improved cardiac function and increased desmin ubiquitinylation rather than 

exacerbate DCM features. This suggests that normal Bag3 function may worsen mutant-

desmin associated proteotoxicity through aggrephagic pathway overload, while HSP70-

interacting deficient V473M mutant may be incompetent in desmin aggregates cargo 

processing. Proteomic and transcriptomic analysis confirmed proteostasis dysregulation in 

mutant mice but also witness an early metabolic alteration consistent with a cardiac shift in 

energy supply from fatty-acids to glucose as an early event in the onset of the disease. To 

conclude, our results shows that Bag3 BAG domain mutation impaired specific 

macroautophagy resulting in early cardiac metabolic dysregulation. 

Key Words 

BAG3, dilated cardiomyopathy, knock-in mouse model, proteostasis, desmin, metabolism 

Introduction 

Dilated cardiomyopathy is a rare (1/2500) human heart disease with a poor prognosis and no 

recognized cause, diagnosed when contractile function is impaired with a reduced ejection 

fraction (HFrEF) and the left ventricle is dilated. A genetic component has been proposed in up 

to 50% of cases in familial and sporadic forms (Fatkin et al., 2021). The strongest genetic 

association was originally identified at the B-cell lymphoma 2-associated athanogene 3 (BAG3) 

gene locus together with the identification of mutations co-segregating with DCM in families 

(Villard et al., 2011). Of note, the DCM-associated mutations are mainly frame-shifts and stops 

but also missenses affecting conserved residues in the C-terminal part of the protein (the BAG 

domain) reducing binding activity with known protein ligand such as the major HSP70 

chaperone (Perez-Bermejo et al., 2023; Sondermann et al., 2001).  

The protein encoded BAG3 is ubiquitously expressed, but is particularly abundant in striated 

muscle and the central nervous system. BAG3 has several protein-binding domains and has 

therefore been associated with various cellular processes essential for cardiac function and 

stress response (Behl, 2016). It inhibits apoptosis by binding to Bcl-2 (Lee et al., 1999), 

stabilizes myofibrillar structure (Hishiya et al., 2010) and participates in various selective 

macroautophagy pathways leading to lysosomal degradation and recycling processes (Rogov 

et al., 2014) such as aggrephagy (Gamerdinger et al., 2011), chaperone-assisted selective 

autophagy (Martin et al., 2021) or mitophagy (Tahrir et al., 2017). Among the well 

characterized domains, IPV domains interacts with small chaperon of the HSPB family and the 

highly conserved BAG domain, through interaction with HSP70 or pro-apoptotic Bcl-2, have 

been extensively linked to regulation of protein quality control by selective macroautophagy 

or apoptosis, respectively. Interestingly, various gene invalidation of major autophagy effectors 

also often leads to cardiomyopathies in mice strongly suggesting a central role of proteostasis 

in cardiac function (Henning and Brundel, 2017). The macroautophagy (hereafter referred to 

as “autophagy”) pathway is highly conserved during evolution as a response to starvation by 
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unspecific “self-eating” generation of nutrients regulated by the AMPK/mTORC1 balance (bulk 

autophagy). It is also a specific recycling mechanism guarding against stress-induced 

accumulation of toxic protein aggregates or organelles such as damaged mitochondria (Rogov 

et al., 2014).  

Bag3 knock-out (KO) mice die at 3-weeks of age showing growth retardation and signs of 

skeletal and cardiac muscle degeneration limiting studies of BAG3 function (Fang et al., 2017; 

Homma et al., 2006; Youn et al., 2008). Similarly, the homozygous knock-in (KI) of the 

orthologue of E455K BAG domain mutation, identified as co-segregating with DCM in human 

kindred (Villard et al., 2011), display very similar phenotype as fully Bag3 invalidated animals 

suggesting paramount function of the HSP70 interacting domain of BAG3 (Fang et al., 2017). 

Interestingly, cardiac-restricted Bag3 KO mice, either expressing one E455K allele or not, 

survived several months and recapitulate progressive cardiac insufficiency, and insoluble 

protein accumulation demonstrating a cardioprotective role of BAG3 linked to proteostasis 

control (Fang et al., 2017; Yun et al., 2021).  

Despite clearly suggestive of a protein quality control deficit associated with Bag3 mutations 

these models provided incomplete information’s due to restricted or complex genotype 

pattern designed to circumvent early lethality (Fang et al., 2017; Yang et al., 2022). To 

circumvent these limitations, we have developed a full knock-in mouse model expressing the 

orthologue mutation of human V468M (mouse V473M) that display progressive cardiac 

insufficiency, mitigated in heterozygous mutation carriers and in females as observed in 

human DCM, thus allowing to investigate early and late pathomechanisms of DCM due to 

Bag3 BAG domain mutation. 

Materials and Methods 

Generation and genotyping of Bag3V473M knock-in mice line 

Bag3V473M knock-in mice line was generated according to our specifications by Genoway (Lyon, 

France). The V473M mutation is the murine orthologous of the V468M mutation, identified in 

two related patients with DCM (Villard et al., 2011). It is a non-sense mutation located in exon 

4, coding the BAG domain shared by all BAG family members. The Val473 codon of Bag3 was 

targeted using a CRISPR/Cas9 approach in C57BL/6N genetic background mice. The resulting 

mutation create a cutting site for restriction enzyme AvaII, allowing the genotyping of 

Bag3V473M knock-in mice line using enzymatic digestion after DNA amplification by PCR. Mouse 

were housed in ventilated racks with an automatic watering system and unlimited access to 

food. The racks were placed in a room with standard temperature, humidity and light 

environment. All animal procedures and protocols were performed in accordance with 

European Union guidelines and French regulations for animal experimentation, and approved 

by Sorbonne University local committee (#22847; #36375). 
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Generation of Bag3V473M/V473M-DesR405W/wt mice line 

This double mutant was generated by crossing Bag3V473M/V473M females with males from the 

DesR405W/wt knock-in mice line (Herrmann et al., 2020), kindly provided by Dr Lilienbaum. Pups 

born from this breeding were genotyped for Desmin in order to identified mice carrying the 

Des-R405W mutations (Bag3V473M/wt-DesR405W/wt).  Double heterozygous mutant males were 

then back-crossed with Bag3V473M/V473M females in order to obtain Bag3V473M/V473M-DesR405W/wt 

mice. 

Echocardiographic Assessment of Cardiac Function 

Serial echocardiography was performed every month from 2 months after birth up until 

cardiac systolic dysfunction limit fixed at 20% of fractional shortening was reached. 

Anaesthesia was induced in mice (n=4-10 animals per group) by 2% isoflurane then reduced 

to 0.5% in order to maintain mice’s heart rate above 600bpm. A heating pas was used to 

maintain body temperature during the recordings. M-mode echocardiography was performed 

with a MX550D probe connected to a VIVO 3100 ultrasound system (Visual Sonic). Cardiac 

parameters were determined from at least 3 independent cardiac cycles. 

Insulin (ITT) and glucose tolerance test (OGTT) 

At 5-months of age, Bag3V473M/V473M and WT mice were fasted for 5 hours before OGTT or ITT. 

The OGTT was performed using a 2g/kg glucose bolus (Sigma-Aldrich) injected in 

intraperitoneal cavity (n=6-9 mice per group). The ITT was performed using insulin (1U/kg 

body weight) (Novo Nordisk) injected intraperitoneally (n=6-9 mice per group). For both tests, 

blood samples were collected from tail vein at 0-, 15-, 30-, 60-, 90-, and 120-minutes post-

injection, and glucose concentrations were determined using a glucose meter (Accu-Chek 

Performa, Roche). 

Autophagic flux study 

Mice were fasted for 24h, fed a pelleted laboratory diet for 2h (07:00-09:00) then re-fasted 

for another 24h in order to synchronous induced autophagy (Ezaki et al., 2011). A lysosomal 

degradation inhibitor, chloroquine, was used to measure autophagic flux. A chloroquine (12.5 

mg/mL in 0.9% NaCl) at a dose of 50mg/kg or 0.9% NaCl solution, was injected 

intraperitoneally 4h prior to euthanasia. LC3-II, an autophagosome marker, protein level was 

measured with or without chloroquine to measure autophagic flux. 

Quantitative RT-qPCR 

Total RNA was extracted from mouse cardiac ventricles using TRIzol reagent (Life 

Technologies, Thermo Fisher) according to the manufacturer’s recommendations. cDNA was 

generated using MMLV reverse transcriptase (Invitrogen, Thermo Fisher) and qPCR reactions 

were performed using Sensi FAST SYBR No-ROX Kit (Bioline, Meridian Bioscience) on 
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QuantStudio 3 real-time PCR system (Thermo Fisher). Each mRNA relative quantification was 

determined using the ΔΔCt method after normalization to the Ct value for Rplp0 RNA. Primer 

sequences used are listed in Supplemental Table 1. 

Histology 

Heart 

Hearts were harvested, washed in cold PBS, and fixed overnight in 4% paraformaldehyde. 

Hearts were dehydrated using successive ethanol concentrations (50 to 100%), placed 3 hours 

in methyl salicylate, and then embedded in paraffin and coronally sectioned (6µm thickness). 

Sections were stained with Sirius Red or H&E, mounted and imaged using Nikon Inverted 

Fluorescence Microscope Slide scanning system. Histolab Image Analysis software (GT Vision) 

was used for fibrosis quantification. 

Skeletal muscle 

Hind limb gastrocnemius muscles were isolated, embedded in OCT medium and frozen in 

liquid nitrogen-chilled isopentane. Mid-tier muscles were transversely sectioned (12µm 

thickness), fixed successively in 95% ethanol and 4% paraformaldehyde and stained with 

Hematoxylin (Mayer)/Eosin Y solutions. Sections were mounted using Eukitt quick mounting 

medium (Sigma-Aldrich) and imaged using Nikon Inverted Fluorescence Microscope. Image J 

software was used for area and number of muscle fibers quantifications. 

Liver 

Hearts were harvested, washed in cold PBS, and embedded in OCT medium and frozen in 

liquid nitrogen-chilled isopentane. 7µm-thick cryo-sections were fixed with 4% 

paraformaldehyde and stained with a red-oil solution. Sections were mounted with Dako 

mounting medium and images were acquired using Nikon Inverted Fluorescence Microscope. 

Immunofluorescence of desmin aggregates  

Hearts were harvested, washed in cold PBS, and snap frozen in OCT embedding medium. 7µm 

cryo-sections were generated, air-dried for 1h and fixed 10 min with 4% paraformaldehyde. 

Sections were permeabilized with PBS-Triton 0.2% for 5 min and blocked with 2% serum 

bovine albumin for 30 min at room temperature. Incubation with primary antibodies diluted 

in blocking solution was done overnight at 4°C. After washing, sections were incubated with 

secondary antibodies at room temperature for 1h, washed and mounted with Dako mounting 

medium. 

Epifluorescence imaging was performed using an Olympus IX-71 microscope equipped with a 

60x/1.42 NA PlanApo oil immersion objective. Digital images were captured in the Z-axis in 0.1 

µm increments. Images were deconvoluted using acquired PSF with DeltaVision Elite 

microscopy system (GE Healthcare). Fluorescence quantification was performed using ImageJ 
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software (NIH). Three-dimensional reconstruction and quantitative analysis were performed 

with Imaris-software supervised machine learning (Bitplane, version 8/9). Ten stacks were 

used for volume rendering and processed blind of the genotypes. For each genotype, n=4 to 

6 mice hearts were used and three 140µm2 fields/mouse were quantitated for intensity and 

number of voxels; otherwise, three consecutive stacks were used for image panels.  

Protein extraction 

Mouse cardiac ventricles were harvested and snap-frozen in liquid nitrogen. Cardiac protein 

extracts were obtained by homogenizing tissue in cold lysis buffer (150mM NaCl, 50mM TRIS 

ph 7.4, 5mM EDTA, 0.5% NP40 (Sigma Aldrich) and protease inhibitor cocktail (Sigma Aldrich) 

1/1000) with a TissueLyser LT (Qiagen) and cold 5mm stainless steel beads (Qiagen) at 50 Hz 

for 5 minutes. Samples were centrifuge at 100g for 1 minute to eliminate undisrupted tissue. 

TritonX100 at 1% was used to solubilized cellular membranes under agitation at 4°C for 30 

minutes. Supernatant is collected after samples centrifugation at 3000g for 5 minutes. 

Proteins concentration is determined with Pierce BCA Protein Assay Kit (ThermoFisher 

Scientific), aliquoted and stored at -80°C. 

Total RNA extraction 

Mouse cardiac ventricles were harvested and snap-frozen in liquid nitrogen. Cardiac extracts 

were obtained by homogenizing tissue in cold TRIzol (ThermoFisher) with a TissueLyser LT 

(Qiagen) and cold 5mm stainless steel beads (Qiagen) at 50 Hz for 5 minutes. Aqueous phase 

and organic phase are separated after adding 160µL of chloroform and vigorous agitation. 

After 15 minutes incubation at 4°C samples are centrifuged at 13000g, 4°C for 15 minutes. 

RNA containing aqueous phase is collected and RNA are precipitated with 800µL isopropanol. 

Samples are centrifugated at 15000g, 4°C for 15 minutes. Supernatant is discarded and RNA 

pellet is washed two times with 1mL and 500µL EtOH 75% respectively. RNA pellet is then air 

dried and suspended in 30µL nuclease free water. RNA concentration is determined with 

absorbance measurement at 260nm with a Nanodrop ND-1000 (ThermoFisher). Samples are 

stored at -80°C. 

Immunoblotting 

Cardiac proteins (30µg) were mixed with NuPAGE LDS Sample Buffer (Invitrogen), denatured 

at 95°C for 10 minutes and loaded in 12% Bis-Tris pre-cast polyacrylamide gels (ThermoFisher). 

Samples were migrated at 150V for 35 minutes, protein were then transferred on Trans-blot 

nitrocellulose membrane using a Trans-Blot Turbo Transfer System at 25V 2.5A for 10 minutes 

(Biorad). Membranes were stained with Ponceau S solution (Sigma Aldrich) for 2 minutes, 

washed 3 times with dH2O before scanning for total protein quantification using ImageJ. 

Membranes were incubated with blocking solution (5% dry milk in 1X PBS) for at least 1h30 at 

room temperature under constant agitation before incubation with primary antibody diluted 

in blocking solution over night at 4°C. After being washed 3 times with a PBS-Tween 0.1% 
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solution, membranes were incubated with secondary antibody diluted in blocking solution for 

2H at room temperature under agitation. Primary and secondary antibodies are listed in 

Supplemental Table 2. Membranes were washed 3 times with PBS-Tween 0.1% then incubated 

with ECL detection reagent (Life Science) and chemi-luminescence signals were captured with 

ImageQuant Las4000 imager (GE Healthcare). Proteins signals were quantified using ImageJ.  

Proteomic analysis 

Mouse cardiac ventricles were harvested and snap-frozen in liquid nitrogen. Cardiac protein 

extracts were obtained by homogenizing tissue in lysis buffer (150mM NaCl, 50mM TRIS ph 

7.4, 5mM EDTA, 0.5% NP40 and protease inhibitor cocktail (Sigma Aldrich) 1/1000) with a 

TissueLyser LT (Qiagen) at 50 Hz for 5 minutes. The proteomic analysis was performed at the 

P3S core facility (Paris, France). Samples were subjected to tryptic digestion using S-

TRAPTM column (Protifi) according to manufacturer instructions. The peptides were dried out 

in a speed vacuum and resuspended in 2 % ACN / 0.1 % FA. Automated StageTips desalting 

was performed with 3 layers of C18-RP phase (Empore SPE Disks C18, Sigma Aldrich) in a 10 

µL tip using the DigestProMSi robot (CEM). The desalted peptides were dried and resuspended 

in 2 % ACN / 0.1 % FA. Peptides were analysed with a nanoElute UHPLC (Bruker) coupled to a 

timsTOF Pro mass spectrometer (Bruker) as previously described (Akkurt Arslan et al., 2021). 

Proteins were identified using MaxQuant (v 1.6.17.0) with the following parameters: FDR < 

1%, 40 ppm mass tolerance, carbamidomethyl as fixed modification, acetyl (protein N-

terminal) and oxidation (on M residue) as variable modifications, up to 3 missed cleavages, 

match between run activated, LFQ min ratio set to 2, normalization. Protein identifications 

were performed against the Uniprot reference mouse proteome database completed with the 

BAG3V473M sequence (63778 entries, 18/02/2021). Data filtering (at least 4 values in at least 

1 group), missing value imputation (SLSA for partially missing values, DET quantile 2.5 for 

missing values in entire condition) and statistical analysis (Limma and slim posthoc test with 

5% FDR) were performed with Prostar (v 1.22.6). For ClueGO analysis, we selected significantly 

differentially expressed protein with |fold-change|>20%; p<0.05 and maximum 2 imputed 

values per group. 

Transcriptomic Analysis 

Cardiac ventricles RNA quality was verified to obtain high-quality (RIN>7) RNA for RNA-

sequencing. mRNA library preparation was realized following manufacturer’s 

recommendations (Stranded mRNA Prep from ILLUMINA). Final samples pooled library prep 

were sequenced on Novaseq 6000 ILLUMINA with SP-200 cycles cartridge (2x800Millions of 

100 bases reads) with 2 runs (15plex and 12plex). Corresponding to 2x50Millions of reads per 

sample after demultiplexing. 

We used nf-core/rnaseq (nf-core/rnaseq, n.d.) Nextflow (Di Tommaso et al., 2017) pipeline 

with the Mus musculus genome assembly GRCm39 and gene catalog version “M28” (both 
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downloaded from genecode) with default options. According to the MultiQC generated 

reports, the quality check parameters were satisfactory for all samples. The first batch have 

between 132 M to 176M reads (~150M on average), the second batch have between 101M to 

220M reads (~183 M on average). Regarding the relatively large gap between the library size 

in the second batch, we decided to keep it as it is, after running the whole pipeline and 

differentially expressed genes analysis and similar results were found when the incriminated 

libraries were removed (data not shown).  Briefly quality control was performed by fastqc 

v0.11.9, adapter sequences were then removed automatically by trimgalore v0.6.7 and 

cutadapt v4.6. Paired reads are then aligned using STAR v5.1, bam files were used to manually 

check on IGV v2.11.9 for the presence or not of the BAG3 mutation. Salmon v1.10.1 was used 

to quantify the expression of the transcripts. Differentially Expressed Genes were identified 

using R(R Core Team (2023), n.d.) v4.3.1 and bioconductor package DESeq2 (Love et al., 2014) 

v1.40.2, normalized counts were obtained using counts function from BiocGenerics v0.46 

package on the DESeq2 object, they were then used for various representation and PCA 

analysis using FactoMineR v2.8 package.  For each comparison, only the concerned samples 

were included for the analysis. 

Genes were declared differentially expressed if their adjusted p value weren’t NA (sign that 

they are either not expressed in either of our conditions or that they did not pass DESeq2 

quality control) and below 0.05 threshold. Differentially expressed terms were analyzed using 

ClusterProfiler v4.8.2 package and datas from GO.db v3.17, reactome, panther, Dose v3.26 

and KEGGREST v 1.40. Terms were declared differentially expressed if their adjusted p value 

were below 0.05. Several informations were annotated from Org.mm.eg.db v3.17 and 

Orthology.db v3.17.  

NMR analysis 

Bag3V473M/V473M and WT 5-month-old mice (n=6-11 per group) were scanned using the Bruker 

Minispec Live Mice Analyzer (Bruker Optics, Inc). The minispec body composition analyser is 

based on time domain NMR (TD-NMR) and is non-invasive tool for measurement of lean 

tissue, fat and fluid in living mice. Before testing, a daily quality control check is performed 

according to the manufacturer’s instructions. Mice are placed in a clear, plastic cylinder and 

kept immobile by insertion of a tight-fitting plunger into the cylinder. The tube was then 

lowered into the sample chamber of the instrument for approximately 2 minutes, the duration 

of the scan. 

Statistics 

Statistical significance was assessed using Prism software (GraphPad, PrismV9.01). Two 

groups were compared using Student’s t test or non-parametric Mann-Witney-Wilcoxon test. 

One-way ANOVA was used with 3 or more groups followed by post-hoc multiple comparisons 

Tukey test analysis. 
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Results 

Bag3-V473M leads to progressive cardiac insufficiency. 

Using CRISPR/Cas9 editing in mice we generated a knock-in model carrying the V473M 

mutation of Bag3, the murine orthologous of the human DCM associated BAG3-V468M 

mutation(Villard et al., 2011) (Fig. 1A). Bag3 mutation carriers (Bag3V473M/V473M; Bag3V473M/wt) 

were viable, fertile, and born at Hardy-Weinberg equilibrium for sex and genotype ratios 

(Supp. Fig. 1A-D). All mice present a normal growth pattern, with expected sexual 

morphological dimorphism and no early lethality (Supp. Fig. 1A-I and Supp. Fig.2). Tissues 

analysis of Bag3V473M/V473M mice at 5 months did not show any evidence of reduced thymus 

and spleen weights or muscle degeneration (Supp. Fig. 3 and Supp. Table 3) as reported 

previously in Bag3 KO mice (Homma et al., 2006; Youn et al., 2008). Cardiac Sirius red staining 

indicated significant increase of interstitial fibrosis (2-fold; p<0.0001), as confirmed by qPCR 

mRNA level quantification of Col3a1 (4-fold increase vs WT, p=0.0079) and Col1a1 (2-fold 

increase vs WT, p=0.0440) markers with chamber enlargement and wall thickening, suggestive 

of functional alteration (Fig. 1B-D). Indeed, Bag3-V473M carrier mice developed cardiac 

insufficiency echocardiographic functional evaluation revealed systolic dysfunction, with 

decreased fractional shortening and ejection fraction (Fig. 1E-H and Supp. Table 4-5). In 

addition, structurally, hearts from mutated mice were dilated with increased systolic and 

diastolic left ventricle inner diameter worsening with age (Fig. 1I-J) and revealed decreased 

thickness of cardiac walls (Fig. 1J and Supp. Table 4-5). Remarkably and compatible with 

observations in human DCM, the phenotype is both sex- and mutation-dose-dependent, 

Bag3V473M/V473M males being the most affected (Fig. 1K-N). Expression of cardiac foetal gene 

markers, Nppa and Nppb, Fhl1, Myh6, Myh7 remain unchanged suggesting limited cardiac 

stress in mutated mice hearts despite functional alteration (Supp. Table 6). Taken together, 

Bag3V473M/V473M and Bag3V473M/wt mice display a clear DCM phenotype with genetic 

codominance allowing for analysis of early and late physiopathological molecular pathway 

associated with V473M Bag3 mutation. While functionally penetrant, at heterozygous or 

homozygous state, the Bag3-V473M mutation do not modify Bag3 mRNA and protein levels 

(Supp. Fig. 1J-K) and allelic ratios of peptide expression in mutated mice (Supp. Fig. 1E-F), 

indicating altered protein function rather than haploinsufficiency. 

Autophagy is altered in Bag3V473M/V473M mice. 

Since BAG3 was described to participate in selective autophagy processes, we first evaluate if 

it was altered in our model in vivo. We measured basal autophagic flux in mutated mice hearts 

from Bag3V473M/V473M and WT line at 3 months. We quantified LC3-II accumulation, a 

recognized surrogate of autophagosome numbers, upon chloroquine blockage of lysosomal 

degradation (Yoshii and Mizushima, 2017). Normalized LC3-II level increased in WT mice under 

chloroquine treatment indicating abolished basal cardiac autophagic flux in Bag3V473M/V473M 

mice (Fig. 2A-C). We then asked whether Bag3-V473M was also able to block starvation-
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induced non-selective autophagy. Weight loss of mice confirmed identical response to 

starvation in the two genotypes (Fig. 2D-F). Autophagy induction was confirmed by decreased 

of mTORC1(Ser2448) phosphorylation (Fig. 2G-H) (Uddin et al., 2011). Interestingly, 

autophagic flux is restored in Bag3V473M/V473M fasted mice, indicating that the starvation-

induced autophagy either not or only marginally inhibited by Bag3-V473M mutation (Fig. 2I-

K).  

Since BAG3 was reported as targeting misfolded and aggregate-prone protein to autophagy 

(Gamerdinger et al., 2011) we evaluated the effect of Bag3-V473M mutation in the genetic 

context of desmin-mediated proteotoxic stress in vivo (Fig. 3A). DesR405W/wt mice express 

desmin forming aggregates, as observed in human carriers of the orthologue mutation 

(Herrmann et al., 2020). Indeed, quantitation of desmin by immunoblot indicated increased 

amount in DesR405W/wt hearts. We anticipated a better control of desmin aggregates numbers 

in WT mice vs Bag3V473M/V473M. We observed the contrary with a decrease to the level of 

Bag3V473M/V473M in Bag3V473M/V473M-DesR405W/wt double mutant (Fig. 3B-C). This was further 

confirmed by immune-histochemical labelling of DesR405W/wt hearts displaying significantly 

more desmin aggregates compare to Bag3V473M/V473M and the double mutant while the 

sarcomeric structure was grossly preserved (Fig. 3D-E and Supp. Fig.4C).  

We thus submitted DesR405W/wt and Bag3V473M/V473M -DesR405W/wt to chloroquine injection to 

estimate basal autophagic flux. Autophagy was abolished for both lines indicating an 

autophagy blockade due to Des-R405W mutation independent of Bag3 genotype (Fig. 3F-H). 

The normalization of desmin level, correlated to aggregates number decrease, might thus be 

independent of autophagy activity. Interestingly, ubiquitinated desmin level was increased in 

Bag3 mutant mice suggesting a potential shift between autophagy to ubiquitin proteasome 

system (UPS) for desmin degradation (Fig. 3I-J). 

Altogether, Bag3-V473M appear to have a protective role against desmin mediated 

proteotoxicity. Mice carrying the Des-R405W mutation associates with restrictive 

cardiomyopathy phenotype with reduced end-diastolic volume but no sign of decreased 

ejection fraction (Herrmann et al., 2020). We thus evaluate structural and functional 

parameters of mice hearts from DesR405W/wt and Bag3V473M/V473M -DesR405W/wt mice to measure 

if Bag3-V473M mutation could compensate for Des-R405W mutation effect (Supp. Table 7). 

The DesR405W/wt mice aged 3-months were very similar to WT animals for functional parameter 

(LVEF=81±4% in WT vs. 82±5%  in DesR405W/wt) but structurally we observed a slight decrease 

in left ventricular diameter (LVIDd=0.37±0.03mm in WT vs. 0.34±0.02mm in DesR405W/wt; 

p=0.0798) witnessing restrictive cardiomyopathy as reported previously (Herrmann et al., 

2020). On a Bag3V473M/V473M background with cardiac dilatation (LVIDd=0.44±0.02mm) and 

reduced systolic function (LVEF=60±6%) the heterozygous Des-R405W mutation was 

correcting ventricular function (LVEF=75±5%; p<0.0001) but also the ventricular diameter 

increase (LVIDd=0.38±0.02mm; p<0.0001) suggesting additive opposed effects of the two 
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mutations (Fig. 3K-L). As anticipated from the observed desmin protein amount decrease in 

Bag3V473M/V473M, the Des-R405W associated decrease in diameter was also significantly 

normalized by Bag3-V473M (LVIDd=0.44±0.02mm for Bag3V473M/V473M-DesR405W/wt vs. 

0.34±0.02 in DesR405W/wt; p<0.0001) suggesting attenuation of the deleterious effects of the 

Des-R405W mutation (Fig.3 M-N and Supp. Fig. 4G-H). 

Proteomic analysis of Bag3V473M mice 

We wanted to confirm at the proteome level that Bag3 mutation was involved in proteostasis 

regulation as shown by our experimental results. We carried out a comparative cardiac 

proteome analysis between Bag3V473M/V473M and WT 5-month-old male mice. We identified a 

total 2008 proteins from which 121 were found differently expressed (|fold-change|>20%; p-

val<0.05). We used ClueGO (Bindea et al., 2009), a functional gene ontology analysis tool to 

identify pathway proteomic signature associated with Bag3-V473M (Fig. 4A-B and Supp. 

Table 8).  

Expectedly from the observed cardiac insufficiency phenotype of the mutant mice, terms such 

as “regulation of cardiac contraction” (Term corr.P-Value=4.8.10-4) or from known roles of 

BAG3 in proteostasis such as “chaperone-mediated protein folding” (corr.P-Value=5.3 10-7) 

were enriched (Fig. 4C). Among the set of differentially expressed proteins (DEP) within the 

“chaperone-mediated protein folding” term (GO:0061077) the proteins appeared 

upregulated (Fig. 4E). As examples, chaperones coding gene Unc45b (Sala et al., 2017) 

(FC=+1.2), Cct2 encoding a member of the TRiC chaperonin complex interacting with BAG3 

(Fontanella et al., 2010) (FC=+1.2), or Hsph1 encoding an HSP70 family protein (FC=+1.5) are 

increased (Fig. 4B&E).  

Other terms aggregating genes related to cellular metabolic pathways and mitochondria 

suggests a possible default in mitochondrial function (Fig. 4D). Representative terms include 

“purine ribonucleotide biosynthesis” (corr.P-Value=3.8 10-5 ), acyl-CoA biosynthetic process 

(corr.P-Value=2.7.10-3) or “mitochondrial transport” (corr.P-Value=2.9.10-3) which were 

significantly enriched in Bag3V473M/V473M mice. As examples we found genes associated with 

pyruvate decreased availability for TCA cycle (Ldhd: FC=+1.3 ; Pdhx: FC=-1.3 ; Pdha1: FC=-1.2 

), reduced expression of genes associated with Fatty Acid to Acyl-CoA synthesis (Acsl6: FC=-

1.4; Acsl1: FC=-1.2) and of Coenzyme A import into the mitochondria (Slc25a42: FC=-1.2). 

Cardiac transcriptome of Bag3V473M mice 

To better envision the other potential unanticipated consequences of Bag3-V473M mutation, 

not captured through proteomic analysis, we subsequently conducted a bulk-RNA 

transcriptomic analysis. Capitalizing on the mild phenotype associated with heterozygous 

Bag3-V473M mutation we analysed the cardiac transcriptome of 5-month-old Bag3V473M/wt vs 

WT to monitor early disease settings. We compared 3 animals per group (Fig. 5A) showing 833 

differentially expressed genes (DEG) with a |Fold-Change|>1.2 and FDR<0.01 (Fig. 5B-C). 
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Using Ingenuity Pathway Analysis (IPA), a QUIAGENTM dedicated software, gene enrichment 

in several canonical pathways were identified (Supp. Table 9). Among the significantly 

upregulated (Z-score>1.5) were genes participating to canonical pathways (Fig. 5D) such as 

“Apoptosis Signaling” (Z=1.6; corr.P-Value=4.10-3) a known function linked to BAG3 (Kögel et 

al., 2020; Rosati et al., 2011), “CLEAR Signaling Pathway” (Z=1.6; corr.P-Value=1.7.10-4) which 

related to autophagy activation (Palmieri et al., 2011), PTEN signalling (Z=2.6; corr.P-

Value=2.10-5) or multiple PPAR and RXRa activation and signalling pathways (Z=2.1; corr.P-

Value=9.10-6) all known to participate cardiac energy metabolism (Madrazo and Kelly, 2008; 

Worby and Dixon, 2014). Indeed, the mutant Bag3 mice display a doubling (not shown) in fat 

mass, in line with the drop in mRNA count for cardiac Ppara gene (FC=-1.5; corr.P-Value=8.10-

6) and Ppargc1a encoding PGC-1a (FC=-1.9; corr.P-Value=3.10-11). Remarkably, the 2 pathways 

identified after proteomic analysis, ie proteostasis (autophagy) and lipid (fatty acid) 

metabolism, were also significant in the analysis. Inversely, a plethora of canonical pathways 

were downregulated making the results difficult to interpret (Fig. 5D presents the 5% most 

significant; whole dataset in Supp. Table 9). However, among the most significantly 

downregulated was the signature for hypertrophic cardiomyopathy in line with the functional 

phenotype of the mice (Z=-4.9; corr.P-Value=1.10-7).  

These results confirm the altered lipid metabolism signature observed in the cardiac proteome 

of homozygous Bag3V473M/V473M mice, suggesting, in addition to proteostasis pathway 

activation, a deficient fatty acid metabolism in the early stage of Bag3-associated DCM. 

Discussion  

We have generated a new mouse model recapitulating dilated cardiomyopathy phenotype, 

including gender and mutation dose severity as observed in humans. Known null knock-out 

(KO) Bag3 (also known as CAIR1 and BIS) mice models are lethal before the age of 1 

necessitating cardiac-restricted or -inducible design to delay the onset of the disease, however 

constraining the conclusions (Homma et al., 2006; Youn et al., 2008; Fang et al., 2017; Yun et 

al., 2021). The two full Bag3 KO mice, despite reporting contradictory phenotype still debated, 

could present with muscular and metabolic disorder leading to severe nutritional deficit and 

early death, also described in Drosophilia m. invalidation of the BAG3 gene orthologue starvin 

(Coulson et al., 2005; Homma et al., 2006; Youn et al., 2008). Cardiac-restricted and/or -

inducible KO develop cardiac insufficiency by 3 months of age, clearly demonstrating the 

cardioprotective role of BAG3 (Fang et al., 2017; Myers et al., 2018; Yun et al., 2021). Since 

Bag3 missense mutation causing DCM are clustering within exon 4 encoding BAG domain, KO 

might not address potential specificity of BAG domain mutation. Several reports showed BAG 

domain interaction with the constitutive and cognate HSP70 chaperone (Colvin et al., 2014; 

Fang et al., 2017; McDermott-Roe et al., 2019; Johnson and Gestwicki, 2022). Impairment of 

any or several of the multiple function mediated by BAG3-HSP70 interaction, the most 

described being related to protein quality control (PQC; proteostasis), might thus be initiating 
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in cardiac insult (Lin et al., 2022). More specifically, through HSP70 interaction, BAG3 was 

described to play a facilitating role in various PQC functions collectively called autophagy 

consisting of selective or non-selective (bulk) engulfment of cytoplasmic materials and 

organelles in so-called autophagosomes that ultimately fuse to lysosomes for recycling and 

nutrient supply.  

Knowing whether haploinsufficiency and loss of function of the BAG domain, which leads to 

undiscernible CMD in humans, act according to the same pathophysiology could be of major 

importance at the dawn of the era of gene-based therapies. Since BAG3 expression was found 

decreased in heart failure patients (Feldman et al., 2014), gene replacement or 

complementation have been shown to preserve cardiac function either in 

ischemia/reperfusion or TAC induced heart failure (Knezevic et al., 2016; Su et al., 2016). 

Similar approach might also prove useful in preventing BAG3 genetic loss-of function, 

however, deserve careful evaluation of distinct effect that might arise from haploinsufficient 

versus BAG domain causing mutation. 

In the present work, we generated full knock-in of the hypomorphic V473M mutation of the 

BAG domain in Bag3, orthologous to the V468M mutation causing DCM in humans, enabling 

us to study the onset of the disease in homozygous carriers of the mutation from birth to 5 

months of age. In addition, a 3-month delay in disease severity was observed in both females 

and heterozygous carriers. The previously published KI of the E455K BAG domain, very similar 

to ours conceptually, induced early death in homozygous (3 weeks post birth), thus 

comparably limited as KO models (Homma et al., 2006; Fang et al., 2017). Analysis of the 

residue involved in the BAG domain to HSP70 using crystallography reveal the central role of 

E455 residue in line with the severe cardiac phenotype of the KI mouse (Sondermann et al., 

2001; Villard et al., 2011). We anticipated successfully a hypomorphic effect of the V473M 

substitution since it appeared more loosely involved in HSP70 interaction. Our Bag3-V473M 

model therefore represents a good opportunity to identify the pathways deregulated at the 

early stage of DCM and, in perspective, to gain a better understanding of the causes of the 

gender dimorphism observed in humans.  

In 5-month-old homozygous Bag3 KI mice, presenting with advanced cardiac insufficiency, we 

have first demonstrated that basal autophagy is impaired. However, upon starvation and 

induced mTOR pathway inhibition, autophagy cardiac response remains active. This 

observation is supportive of a role of BAG3 restricted to specific autophagy but independent 

on bulk autophagy upon AMPK/mTOR balance. The described function of BAG3 on mTORC1 

inhibition seems not impaired in this experiment. This might be due either to the normal 

function of BAG3 WW domain involved in this function or to partial mTOR inhibition restricted 

to specific spatial cellular compartment as described previously (Kathage et al., 2017). 

One of the main specific autophagy pathways where BAG3 role has been described is triggered 

by aggregates accumulation, called aggrephagy. We used the desmin model DesR406/wt to 
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challenge the Bag3 KI mice with a specific autophagy trigger. Indeed, the desmin R405W 

mutation was described to generate soluble aggregates in cardiac tissue (Herrmann et al., 

2020). While we anticipated that soluble desmin aggregates would lead to activation of 

specific autophagy in WT mice, we measured a full blockade of basal autophagy, as for 

Bag3V468M mice suggesting impairment of the specific autophagy pathway. Such observation 

has been reported for other proteinopathies related to insoluble proteotoxic accumulation of 

pro-aggregative proteins associated with neuronal, muscular and cardiac disease (Kurtishi et 

al., 2019; Pattison et al., 2011). Restauration or stimulation of autophagy was shown to be 

beneficial in diverse desmin-related (Pattison et al., 2011).  

Very surprisingly we observed a rescue of the structural Des-R405W associated phenotype in 

mice hearts. An intriguing hypothesis might be that mutant desmin aggregates are cargos for 

WT BAG3-HSP70 proteins and impaired this selective autophagy pathway, while mutant BAG3 

cannot participate the pathway due to diminished interaction with HSP70. Interestingly, we 

observed an increasing amount of ubiquitinated desmin in double mutant mice suggesting 

that mutant soluble desmin aggregates, not sequestrate in autophagy machinery, might 

become substrates for UPS (Minoia et al., 2014; Vermeer et al., 2021). Even more surprising 

was the functional rescue observed for heart function indicating that desmin R405W might 

compensate for V473M BAG3 deleterious effect. Since Des-R405W was associated in vivo in 

human and mice with restrictive cardiomyopathy, the resulting phenotype appear additive of 

opposite effects. Supporting this view, GWAS in humans have demonstrated that the opposed 

and concomitant effects of the same genetic determinant affect susceptibility to hypertrophic 

cardiomyopathy and dilated cardiomyopathy (Tadros et al., 2021).  

Our multi-omics approach also underlined that metabolism homeostasis dysregulation might 

participate to the disease setting. Alteration of cardiac energy metabolism is a known 

contributor of cardiac failure (Lopaschuk et al., 2021). In the present work we observed 

dysregulation of mitochondrial function and membrane transport concomitant to lipid 

metabolism modification. Further experiments are needed to understand the underlying 

mechanisms, and how the BAG domain loss-of-function might interact with mitochondrial 

function and energy metabolism. To supply the high heart energy demand cardiomyocytes 

mainly oxidizes lipids through FAO and glucose to fuel mitochondrial TCA cycle and produce 

ATP. Since autophagy participate to nutrient production through lysosomal hydrolysis (Singh 

and Cuervo, 2011) and it is also known to regulate lipid metabolism (Singh et al., 2009), it is 

tempting to speculate that decreased autophagy linked to BAG3 loss of function may affect 

nutrient supply to the cell. The increased in fat mass, altered PPAR signalling related gene 

expression and a decreased systemic glycemia (glycemia=174±13mg/dL in WT vs. 

146±26mg/dL in Bag3V473M/V473M; p=0.0008; not shown) suggest a shift from lipid towards 

glucose consumption constitutive of an energy deficit, a known condition associated to heart 

failure (Lopaschuk et al., 2010, 2021). Starvation induced autophagy was not blocked by Bag3 

mutation in our experiments, suggesting that Bag3 dependant autophagy might contribute a 
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substantial amount of nutrient to cardiomyocytes. A similar study as the present one was 

conducted on the transgenic PlnR9C mice measuring temporal change in transcriptome 

signature during transition from DCM to heart failure (Burke et al., 2016). The authors 

identified a comparable metabolic gene transcription dysregulation suggesting that metabolic 

dysregulation is an early common event to various primary causing stress. This has potential 

important implication in the seek for broad range therapeutic strategy targeting early causes 

of heart failure. 
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Legend of Figures 

Figure 1. Bag3V473M mutation leads to DCM in mice   

(A) Schema of targeting strategy for the generation of Bag3V473M knock-in mouse line. (B) 

Representative images of H/E and Sirius red colorations and (C) fibrosis quantification of Sirius 

red-stained heart sections of 5-month-old Bag3wt (N=8) and Bag3V473M/V473M (N=5) mice, 

Student’s t test ****p<0.0001. (D) RT-qPCR quantification of collagen genes expression levels 

normalized to Rplp0 levels, N=3 per group, Student’s t test Col1a1 *p=0.0440; Col3a1 

**p=0.0079. (E) Representative images from parasternal short axis view of the heart acquired 

in M-Mode for 5-month-old Bag3wt and Bag3V473M/V473M male mice. (F) Left-Ventricle 

Fractional Shortening (LVFS) of male Bag3wt, Bag3V473M/wt and Bag3V473M/V473M mice from age 

2 to 8 months, N=5-14. (G) LVFS and (H) LV Ejection Fraction (LVEF) quantifications at 5-month-

of-age, N=12-14 per group, one-way ANOVA ****p<0.0001; multiple comparisons assessed 

by Tukey test ****p<0.0001. (I) Diastolic and systolic LV Inner Diameter (LVID) of male Bag3wt, 

Bag3V473M/wt and Bag3V473M/V473M mice from age 2 to 6 months, N=5-14. (J) Diastolic and 

systolic LVID, LV posterior wall thickness (LVPWT) and interventricular septum (IVS) 

quantifications at 5-month-of-age, N=12-14 per group, 1-way ANOVA ****p<0.0001 (LVID, 

LVPWTs, IVSs) ***p<0.001 (LVPWTd) n.s. p=0.0690; multiple comparisons assessed by Tukey 

test *p<0.05 ***p<0.001 ****p<0.0001. (K) LV fractional shortening quantification of 5-

month-old male and female Bag3V473M/V473M mice, N=9-13, Student’s t test ****p<0.0001. (L) 

LVFS quantification of 5-month-old male Bag3V473M/wt and Bag3V473M/V473M mice, N=12-13, 

Student’s t test ****p<0.0001. Data were normalized using Gapdh protein and Rplp0 mRNA 

expression levels. Data are presented as the mean ± SD. 
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Figure 2. Autophagic flux is decreased in Bag3V473M mice 

(A) Schematic experimental set-up of autophagic flux analysis using chloroquine (B) Total 

protein and respective immunoblot analysis of LC3B in WT and Bag3V473M mice injected with 

chloroquine or saline solution. (C) Quantification of cardiac LC3-II protein level normalized to 

total loaded protein quantity between chloroquine and saline injected mice, N=4-5 mice per 

group, Student’s t test WT *p=0.0161; Bag3V473M p=0.2738. (D) Schematic experimental set-

up of autophagic flux analysis using chloroquine and synchronous autophagy activation with 

a starvation/feeding/starvation protocol. (E) Starvation protocol effect on WT and Bag3V473M 

mice body weight after 24 and 48h. (F) Quantification of body weight loss after 48H of 

discontinuous starvation protocol, N=6-8 per group, Student’s t test WT**p=0.0042; 

Bag3V473M **p=0.0046. (G) Total protein and respective immunoblot analysis of 

phosphorylated mTOR (p-mTOR) and total mTOR (mTOR) in WT and Bag3V473M mice. (H) 

Quantification of cardiac p-mTOR protein level normalized to total mTOR and loaded protein 

quantity between fasted and non-fasted mice, N=4-5 mice per group, Student’s t test WT 

**p=0.0065; Bag3V473M **p=0.0019. (I) Total protein and respective immunoblot analysis of 

LC3B in WT and Bag3V473M mice injected with chloroquine or saline solution, included in the 

starvation protocol. (J) Quantification of cardiac LC3-II protein level normalized to total loaded 

protein quantity between WT and (K) Bag3V473M fasted or non-fasted mice injected with either 

chloroquine or saline solution (N=4-5 mice per group, Student’s t test fasted WT: p=0.2423; 

fasted Bag3V473M *p=0.0157). Data are presented as the mean ± SD. 

Figure 3. Des-R405W leads to DCM-phenotype improvement in Bag3-V473M mice 

(A) Schematic experimental set-up of mutant Bag3-V473M and Des-R405W mice breeding (B) 

Total protein (Ponceau stain - P) and respective immunoblot analysis of desmin in WT, 

DesR405W/wt and Bag3V473M/V473M-DesR405W/wt (“Bag-Des”) mice. (C) Quantification of cardiac 

desmin protein level normalized to total loaded protein quantity between groups (N=3-4 mice 

per group, one-way ANOVA p<0.0001; Tukey post-hoc test WT vs. DesR405W/wt **** p<0.0001; 

WT vs. Bag-Des *p<0.05; DesR405W/wt vs. Bag-Des ***p<0.001. (D) Representative image after 

desmin immunolabelling in mice heart (green) Nuclei in blue (DAPI). Down panels are 

magnification of squared area in upper panel (E) Quantification of 3D desmin aggregates. One-

way-ANOVA: p<0.0001; Tukey post-hoc test: *p>0.0001. (F) Schematic experimental set-up of 

autophagic flux analysis in DesR405W/wt and Bag-Des mice using chloroquine for 4 hours (G) 

Total protein (Ponceau red – P) and respective immunoblot analysis of LC3B (LC3II) in 

DesR405W/wt and Bag-Des mice injected with chloroquine (+) or saline solution (-). (H) 

Quantification of cardiac LC3-II protein level normalized to total loaded protein quantity 

between chloroquine and saline injected mice (N=4 mice per group, Student’s t test 

DesR405W/wt p=0.2524; Bag-Des p=0.4691). (I) Total protein (Ponceau red -P) and respective 

immunoblot analysis of ubiquitinated desmin (180kDa; ub-desmin) in WT, Bag3V473M/V473M, 

Bag-Des and DesR405W/wt mice. (J) Quantification of cardiac ub-desmin protein level normalized 
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to total loaded protein quantity between groups (N=4 mice per group, one-way ANOVA 

p<0.0001; post-hoc Tukey test: ***p<0.001; **p<0.01; *p=0.05.  (K) LV ejection fraction (LVEF) 

and (L) Diastolic LV inner diameter (LVID) quantifications in 3-months-old Bag3V473M/V473M and 

Bag-Des male mice (N=6-11, Student’s t test ****p<0.0001. (M) Diastolic and (N) systolic LVID 

quantifications between 3-month-old male DesR405W/wt and Bag-Des mice. (N=6-14; Student’s 

t test **p<0.01 and ***p<0.001) 

Figure 4. Proteomic analysis of 5-month-old Bag3V473M/V473M vs. WT mice 

(A) Scheme of proteomic experiment and analysis. Comparison of 5-month-old Bag3V473MV473M 

vs. WT mice cardiac proteome (N=6 per group). Analysis uniquely identified 2008 proteins. 

Applied p-val<0.05, Fold-Change (FC) 20% and ≤2 imputed values per group cut-off left 121 

Differentially Expressed Proteins (DEP) used in C. (B) Volcano-plot of proteins with ≤2 imputed 

values per group (1843/2008; 92%). Labelled proteins relate to pathways identified in C. (C) 

Functional Enrichment Analysis using ClueGO – Gene Ontology Biological Process. Most 

significant term in each group (see D) identified is presented with % of genes in the term 

pathway (Bonferroni corrected term p-value in red). (D) Enriched GO terms groups clustered 

by ClueGO shown in functional network. GO terms included are presented as nodes with size 

equivalent to % genes per term. (E) Heat-map of all genes encoding identified proteins 

constitutive of the most significant terms in chaperone related group (GO:0061077). 

Figure 5. Transcriptomic analysis of 5-month-old Bag3V473M/wt vs. WT mice 

(A) Scheme of RNA-Seq analyses. (B) Volcano-plot of the whole transcriptome comparative 

analysis. Labelled are differential expressed genes (DEG) identified within IPA “PPAR 

Signalling” pathway. (C) Heat-map of the 833 DEG between Bag3V473M/wt and WT mice cardiac 

transcriptomes. (D) IPA identified UP- and DOWN-regulated pathways in Bag3V473M/wt vs. WT 

transcriptome  

 

Legend of Supplementary Figures 

Supplementary Figure 1. Characterization of the Bag3V473M mouse line  

(A) Quantification of the pup’s number per litter, 1-way ANOVA p=0.8773 and (B) number of 

litters per breeding length (weeks) in WT N=3, Bag3V473M/V473M N=5 and Bag3V473M/wt N=4 lines, 

1-way ANOVA p=0.6439. (C) Pie chart showing pups sex ratio of Bag3V473M/wt line, Chi² test 

p=0.838. (D) Proportion of WT, Bag3V473M/V473M and Bag3V473M/wt genotype in total, male and 

female pups of Bag3V473M/wt line, Chi² tests Bag3V473M/wt p=0.412; male p=0.211; female 

p=0.977. (E) Endogenous and mutated peptide intensity normalized to total peptide intensity 

measured in LC-MS/MS in Bag3V473M/wt 8-months old mice. (F) Quantification of endogenous 

and mutated peptide intensity, Chi² test p=0.06. (G) Kaplan-Meier survival curves for WT, 

Bag3V473M/V473M and Bag3V473M/wt mice, N=50 mice per group, log-rank (Mantel-Cox) test 
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p=0.0699. (H) Growth curves of WT, Bag3V473M/V473M and Bag3V473M/wt mice, N=7-51 mice per 

group. (I) Body weight quantification of 9-weeks-old WT, Bag3V473M/V473M and Bag3V473M/wt 

mice, N=7-26, one-way ANOVA p=0.6334. (J) Representative immunoblot analysis of BAG3 

and GAPDH cardiac protein level in WT, Bag3V473M/wt and Bag3V473M/V473M mice. (K) 

Quantifications of cardiac Bag3 protein and Bag3 mRNA levels in WT, 8-month-old 

Bag3V473M/wt and 5-month-old Bag3V473M/V473M mice, N=9-22 mice per group, Student’s t test 

p>0.2548. Data were normalized using GAPDH protein and Rplp0 mRNA expression levels. (L) 

Representative electrophoresis of PCR amplified mouse tail DNA after AvaII enzymatic 

digestion. The V473M mutation of Bag3 create a cutting site for restriction enzyme AvaII. Data 

are represented as the mean ± SD. 

Supplementary Figure 2. RNA-Seq reads alignments for the Bag3V473M/wt mice  

IGV software alignments of RNA-Seq reads for the 3 Bag3V473M/wt mice showing the 

equilibrated expression of the two alleles in 3 independent heterozygous mice. The GTA codon 

is the WT Val473 allele while ATG codon was knocked-in using CRISP/Cas9 and encode the 

Met473. Expression was not biased towards the expected 50% ratio (A:1380 reads; G:1523 

reads, Chi² test p=0.06). 

Supplementary Figure 3. Extra-cardiac histologic analysis from Bag3V473M mouse line 

(A) Representative images of gastrocnemius muscle from 5-months-old WT and 

Bag3V473M/V473M mice stained with hematoxylin/eosin at magnification x20 and x40; scale 

bar=50µm. (B) Quantification of average number of muscles fibers, p=0.8771, and (C) average 

gastrocnemius muscle fibers area per section, p=5942. (D) Quantification of absolute 

gastrocnemius muscle weight, N=7-8 mice per group, p=0.6867. (E) Representative images of 

liver cryo-section from 5-months-old WT and Bag3V473M/V473M mice stained with red-oil at 

magnification x40; scale bar=50µm. (F) Quantification of absolute liver weight N=7-8 mice per 

group, p=0.1564. (G) Representative images of 5-months-old WT and Bag3V473M/V473M thymus 

and (h) spleen. (I) Quantification of the absolute weight of thymus and (J) spleen in each 

group, N=7-8, p=0.9841 and p=0.3996 respectively. All data are presented as the mean ± SD, 

p-value assessed by 2-tailed Student’s t test. 

Supplementary Figure 4. Bag-Des mice characterization  

A) Total protein and respective immunoblot analysis of desmin in WT, Bag3V473M/wt and 

Bag3V473M /V473M mice. (B) Quantification of cardiac desmin protein level normalized to total 

loaded protein (P- Ponceau red) quantity between groups, N=3-4 mice per group, one-way 

ANOVA p=0.2052. (C) Immunofluorescent labelling of a-actinin2 (ACTN2 in red) and desmin 

(Green) in mice hearts. (D) Diastolic and (E) systolic LV inner diameter plus (F) LV ejection 

fraction quantifications between 3-month-old male WT and DesR405W/wt mice, N=6-11, 

(Student’s t test for LVEF p=0.5632; LVIDd p=0.0798; LVIDs p=0.4278). (G) Diastolic and (H) 

systolic LV inner diameter quantifications between 3-months-old male DesR405W/wt, 
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Bag3V473M/wt-DesR405W/wt and Bag3V473M/V473M-DesR405W/wt mice, (N=5-15, one-way ANOVA 

****p<0.0001 and **p=0.0024 respectively; LVIDs DesR405W/wt vs. Bag3V473M/wt-DesR405W/wt n.s. 

p=0.0697, DesR405W/wt vs. Bag3V473M/V473M-DesR405W/wt **p=0.0016, Bag3V473M/wt-DesR405W/wt vs. 

Bag3V473M/V473M-DesR405W/wt n.s. p=0.5992 ; LVIDd DesR405W/wt vs. Bag3V473M/wt-DesR405W/wt 

*p=0.0478, DesR405W/wt vs. Bag3V473M/V473M-DesR405W/wt ****p<0.0001, Bag3V473M/wt-DesR405W/wt 

vs. Bag3V473M/V473M-DesR405W/wt ****p<0.0001). 
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Gene name Primer Sequence 
Quantitative PCR 

Nppa Forward 5'-AACAGCTTCCGGTACCGAAG-3' 

Reverse 5'-GTGGCAATGTGACCAAGCTG-3' 

Nppb Forward 5'-AGCTCTTGAAGGACCAAGGC-3' 

Reverse 5'-ACAACTTCAGTGCGTTACAGC-3' 

Col1a1 Forward 5'-AGCCGCAAAGAGTCTACATGT-3' 

Reverse 5'-GCTGACTTCAGGGATGTCTTCT-3' 

Col3a1 Forward 5'-GCAGTCCAACGTAGATGAATTGG-3' 

Reverse 5'-TCTGGGTTGGGGCAGTCTAG-3' 

Bag3 Forward 5'-CAAGATCCAGGGCGATGACT-3' 

Reverse 5'-GGTTTGTTTTCGGGTTGGGT-3' 

Genotyping 

Bag3 Forward 5'-GCCATCCTGGAGAAGGTACA-3' 

Reverse 5'-ACCTTCCTGACGCCATCTCT-3' 

Desmin Forward 5’-CTGGAGGAGGAGATCCGACA-3’ 

Reverse 5’-GGCCCTCGTTAATTTTCTGC-3’ 

Supplemental Table 1. List of PCR and qPCR primers 

 

 

 

 

Target Reference Working 
dilution 

Species MW (kDa) 

Primary antibodies 

BAG3 Proteintech 10599-AP 1/3000 (WB) rabbit 74-80 

p-mTOR Santa Cruz sc-293133 1/500 (WB) mouse 220 

mTOR Santa Cruz sc-517464 1/500 (WB) mouse 220 

LC3-B Sigma Aldrich L7543 1/1 000 (WB) rabbit 18-16 

P62/SQSTM1 Abcam ab56416 1/1 000 (WB) mouse 62 

Desmin Proteintech 16520-AP 1/5000 (WB) 
1/100 (IF) 

rabbit 55 

Secondary antibodies 

Anti-rabbit IgG R&D Systems HAF008 1/1 000 (WB) goat / 

Anti-mouse IgG R&D Systems HAF007 1/1 000 (WB) goat / 

Anti-rabbit IgG Jackson Alexa 488 111-545-144 1/1 000 (IF) goat / 

Anti-mouse IgG BETHYL Dylight 597 A90-116D4 1/1 000 (IF) goat / 

Supplemental Table 2. List of antibodies

TABLE S1 

TABLE S2 



 

 

 

Supplemental Table 3.  Major organs weights of Bag3wt, Bag3V473M/wt and Bag3V473M 5-month-old male mice 

p-values assessed by 2-tailed Student’s t test 
 

  

 

 

 Bag3wt/wt Bag3V473M/wt Bag3V473M/V473M   

Mice number 7 5 8 

p (Bag3wt vs. Bag3V473M/wt) 
 

p (Bag3wt vs. Bag3V473M) 
 

Body weight (g) 36 ± 3  36 ± 4 32 ± 2 

Liver    

Absolute (g) 1,6 ± 0,1 1,5 ± 0,1 1,5 ± 0,2 0,8745 0,1564 

Relative (%) 4,3 ± 0,5 4,2 ± 0,4 4,5 ± 0,4 0,6847 0,4033 

Heart      

Absolute (mg) 136 ± 12 147 ± 15 139 ± 20 0,1893 0,5092 

Relative (%) 0,39 ± 0,02 0,41 ± 0,02 0,42 ± 0,05 0,0748 0,1213 

Kidneys      

Absolute (mg) 180 ± 6 177 ± 9 176 ± 16 0,9297 0,1324 

Relative (%) 0,51 ± 0,05 0,49 ± 0,05 0,53 ± 0,03 0,8664 0,1314 

Lungs      

Absolute (mg) 126 ± 12 128 ± 20 124 ± 9 0,8518 0,4555 

Relative (%) 0,36 ± 0,04 0,35 ± 0,06 0,38 ± 0,02 0,9655 0,0865 

Spleen      

Absolute (mg) 75 ± 14 76 ± 11 81 ± 18 0,7536 0,3996 

Relative (%) 0,21 ± 0,02 0,21 ± 0,04 0,26 ± 0,06 0,7875 0,0510 

Thymus      

Absolute (mg) 44 ± 7 44 ± 7 43 ± 10 0,8582 0,9841 

Relative (%) 0,12 ± 0,03 0,12 ± 0,02 0,14 ± 0,03 0,9742 0,2757 

TABLE S3 
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Supplemental Table 4.  Echocardiographic parameters of male Bag3V473M mice 

m/wt, heterozygous mice; m/m, homozygous mice; HR, heart rate; CO, cardiac output; LV, left ventricle; EF, ejection fraction; FS, fractional shortening; IVS, 

interventricular septum; LVWT, left ventricle wall thickness, ESV, end-systolic volume; EDV, end-diastolic volume. 

Significantly different data (* vs. WT) are highlighted, p-values assessed by 2-tailed Student’s t test, *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001. 
 

 2 months 4 months 6 months 8 months 

Parameter WT m/wt m/m WT m/wt m/m WT m/wt m/m WT m/wt m/m 

Mice number 8 13 12 9 11 12 7 7 5 8 8 5 

HR (beats/min) 634 ± 23 630 ± 20 641 ± 26 639 ± 20 643 ± 28 645 ± 23 643 ± 22 633 ± 32 642 ± 41 639 ± 33 633 ± 25 623 ± 34 

CO (mL/min) 70 ± 12 69 ± 11 77 ± 12 79 ± 11 72 ± 13 78 ± 10 83 ± 10 81 ± 19 92 ± 8 94 ± 9 85 ± 16 70 ± 12** 

LV study 

EF (%) 81 ± 3 75 ± 6* 65 ± 8**** 78 ± 5 73 ± 3** 59 ± 6**** 81 ± 2 73 ± 6**** 56 ± 9**** 82 ± 1 62 ± 3**** 51 ± 11**** 

FS (%) 44 ± 3 38 ± 5* 31 ± 6**** 42 ± 4 36 ± 3** 27 ± 3**** 44 ± 2 31 ± 3**** 26 ± 6**** 45 ± 2 29 ± 2**** 22 ± 6**** 

Stroke vol. (µL) 113 ± 23 106 ± 13 119 ± 21 125 ± 18 109 ± 19 123 ± 15 130 ± 14 127 ± 28 146 ± 19 148 ± 14 131 ± 24 116 ± 18** 

h/r (%) 36 ± 3 34 ± 5 31 ± 4* 33 ± 3 35 ± 3 28 ± 3** 32 ± 2 30 ± 2** 24 ± 4*** 35 ± 3 29 ± 1*** 28 ± 2** 

Systole           

IVS (mm) 1.1 ± 0.1 1.0 ± 0.1* 1.0 ± 0.1** 1.1 ± 0.1 1.1 ± 0.1 1.0 ± 0.1* 1.2 ± 0.1 1.0 ± 0.1* 1.0 ±0.1** 1.3 ± 0.1 1.1 ± 0.1*** 0.9 ± 0.1**** 

LV (mm) 2.1 ± 0.2 2.4 ± 0.2* 2.9 ± 0.4*** 2.3 ± 0.3 2.5 ± 0.2 3.2 ± 0.3**** 2.3 ± 0.1 2.9 ± 0.2**** 3.7 ± 0.6**** 2.3 ± 0.1 3.1 ± 0.2**** 3.5 ± 0.5**** 

LVWT (mm) 1.2 ± 0.1 1.0 ± 0.2 0.9 ± 0.1*** 1.2 ± 0.1 1.1 ± 0.1 0.8 ± 0.1**** 1.2 ± 0.1 0.9 ± 0.1**** 0.8 ± 0.2*** 1.3 ± 0.1 0.8 ± 0.1**** 0.8 ± 0.1**** 

ESV (µL) 26 ± 7 36 ± 11* 66 ± 24*** 33 ± 10 42 ± 10 89 ± 24**** 33 ± 8 64 ± 11**** 134 ± 52*** 31 ± 6 81 ± 16**** 114 ± 50*** 

Diastole         

IVS (mm) 0.7 ± 0.1 0.6 ± 0.1 0.7 ± 0.1 0.7 ± 0.1 0.7 ± 0.1 0.7 ± 0.1 0.7 ± 0.0 0.7 ± 0.0 0.6 ± 0.1 0.7 ± 0.1 0.7 ± 0.1 0.6 ± 0.0* 

LV (mm) 3.8 ± 0.3 3.8 ± 0.2 4.2 ± 0.3* 4.0 ± 0.2  3.9 ± 0.3 4.4 ± 0.3*** 4.0 ± 0.2 4.3 ± 0.3 4.9 ± 0.5** 4.2 ± 0.1 4.4 ± 0.3 4.5 ± 0.3* 

LVWT (mm) 0.7 ± 0.1 0.7 ± 0.1 0.6 ± 0.1 0.7 ± 0.1 0.7 ± 0.1 0.6 ± 0.1 0.7 ± 0.1 0.6 ± 0.1* 0.5 ± 0.1* 0.8 ± 0.2 0.6 ± 0.1 0.6 ± 0.1 

EDV (µL) 151 ± 44 144 ± 17 186 ± 43 158 ± 22 150 ± 29 211 ± 34*** 164 ± 18 193 ± 36 296 ± 85** 183 ± 17 214 ± 42**** 230 ± 51** 

TABLE S4 
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Supplemental Table 5.  Echocardiographic parameters of female Bag3V473M mice 

m/wt, heterozygous mice; m/m, homozygous mice; HR, heart rate; CO, cardiac output; LV, left ventricle; EF, ejection fraction; FS, fractional shortening; IVS, 

interventricular septum; LVWT, left ventricle wall thickness, ESV, end-systolic volume; EDV, end-diastolic volume. 

Significantly different data (* vs. WT) are highlighted, p-values assessed by 2-tailed Student’s t test, *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001. 

 

 

4 months 6 months 8 months 10 months 

Parameter WT m/wt m/m WT m/wt m/m WT m/wt m/m WT m/wt m/m 

Mice number 8 15 9 8 15 9 8 15 9 3 10 3 

HR (beats/min) 641 ± 23 641 ± 20 637 ± 20 635 ± 26 637 ± 19 637 ± 16 640 ± 22 652 ± 30 646 ± 31 624 ± 15 624 ± 16 612 ± 19 

CO (mL/min) 58 ± 12 61 ± 9 60 ± 15 76 ± 22 66 ± 11 71 ± 12 76 ± 15 61 ± 7** 63 ± 7* 80 ± 10 67 ± 7* 63 ± 6 

LV study             

EF (%) 83 ± 2 81 ± 3 77 ± 7* 81 ± 2 73 ± 6*** 68 ± 4**** 82 ± 1 68 ± 4**** 57 ± 5**** 81 ± 0 64 ± 2**** 60 ± 11* 

FS (%) 45 ± 2 44 ± 3 40 ± 6* 44 ± 2 36 ± 5*** 33 ± 3**** 45 ± 1 33 ± 3**** 26 ± 3**** 43 ± 0 30 ±2**** 28 ± 7* 

Stroke vol. (µL) 90 ± 18 96 ± 16 97 ± 26 129 ± 27 103 ± 15** 113 ± 23 120 ± 24 96 ± 12** 101 ± 13 133 ± 21 108 ± 9** 103 ± 5 

h/r (%) 37 ± 4 35 ± 3 34 ± 3 35 ± 3 32 ± 3 31 ± 3* 34 ± 2 30 ± 3** 27 ± 3**** 32 ± 2 28 ± 2* 28 ± 4 

Systole             

IVS (mm) 1.1 ± 0.1 1.1 ± 0.1 1.0 ± 0.1 1.2 ± 0.2 1.0 ± 0.1** 1.0 ±0.1** 1.2 ± 0.1 1.0 ± 0.1**** 0.9 ± 0.0**** 1.2 ± 0.1 1.0 ± 0.1** 0.8 ± 0.1* 

LV (mm) 1.9 ± 0.2 2.0 ± 0.3 2.2 ± 0.3* 2.2 ± 0.2 2.4 ± 0.3* 2.7 ± 0.3*** 2.1 ± 0.2 2.6 ± 0.2**** 3.1 ± 0.3**** 2.3 ± 0.2 2.8 ± 0.1*** 3.0 ± 0.4 

LVWT (mm) 1.1 ± 0.1 1.1 ± 0.1 1.0 ± 0.1 1.2 ± 0.1 0.9 ± 0.1**** 0.9 ± 0.1**** 1.2 ± 0.1 0.8 ± 0.1**** 0.8 ± 0.0**** 1.2 ± 0 .1 0.8 ± 0.1*** 0.8 ± 0.1* 

ESV (µL) 19 ± 6 23 ± 10 29 ± 15 28 ± 5 41 ± 14* 53 ± 18** 29 ± 8 46 ± 11** 78 ± 20**** 33 ± 6 60 ± 9*** 73 ± 32 

Diastole             

IVS (mm) 0.6 ± 0.0 0.7 ± 0.1 0.6 ± 0.0 0.7 ± 0.0 0.7 ± 0.1 0.7 ± 0.1 0.7 ± 0.0 0.6 ± 0.0*** 0.6 ± 0.0*** 0.7 ± 0.1 0.6 ± 0.0* 0.6 ± 0.1 

LV (mm) 3.5 ± 0.2  3.6 ± 0.2 3.6 ± 0.4 3.8 ± 0.4 3.8 ± 0.2 4.0 ± 0.3 3.9 ± 0.3 3.8 ± 0.2 4.1 ± 0.2 4.0 ± 0.2 4.1 ± 0.1 4.1 ± 0.3* 

LVWT (mm) 0.6 ± 0.1 0.6 ± 0.1 0.6 ± 0.1 0.7 ± 0.1 0.6 ± 0.1* 0.6 ± 0.1 0.6 ± 0.1 0.5 ± 0.1** 0.5 ± 0.1* 0.6 ± 0.1 0.6 ± 0.1 0.6 ± 0.1 

EDV (µL) 109 ± 21 119 ± 24 124 ± 34 144 ± 36 141 ± 24 168 ± 38 145 ± 28 139 ± 20 178 ± 27* 163 ± 21 165 ± 16 177 ± 31 

TABLE S5 
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Gene baseMean Lof2FoldChange p-adjusted 

Nppa 6700,0 -0,77 0,25 

Nppb 3529,9 -1,46 0,28 

Fhl1 5622,1 0,18 0,38 

Myh6 1538837,0 0,02 0,93 

Myh7 5619,9 -0,21 0,88 

Supplemental Table 4.  Expression levels of heart failure biomarkers in Bag3wt vs. 
Bag3V473M RNA-Seq analysis 

TABLE S6 



 

 

 

Supplemental Table 5.  Echocardiographic parameters of male DesR405W/wt and Bag3V473M-DesR405W/wt mice 

m/wt, heterozygous mice; m/m, homozygous mice; HR, heart rate; CO, cardiac output; LV, left ventricle; EF, ejection fraction; FS, fractional 

shortening; IVS, interventricular septum; LVWT, left ventricle wall thickness, ESV, end-systolic volume; EDV, end-diastolic volume. 

Significantly different data (* vs. WT or † vs. Desm/wt or § vs. Bag3m/m) are highlighted, p-values assessed by 2-tailed Student’s t test.

 

2 months 3 months 4 months 5 months 

Parameter Desm/wt Bag3m/m-Desm/wt Desm/wt Bag3m/m-Desm/wt Desm/wt Bag3m/m-Desm/wt Desm/wt Bag3m/m-Desm/wt 

Mice number 6 8 6 15 N/A 5 N/A 5 

HR (beats/min) 628 ± 21 609 ± 16 621 ± 23 628 ± 38 N/A 623 ± 18 N/A 643 ± 37 

CO (mL/min) 53± 5* 59 ± 16§ 55 ± 9* 65 ± 11* N/A 64 ± 9§ N/A 60 ± 7§ 

LV study         

EF (%) 84 ± 1 68 ± 6† 82 ± 5 75 ± 5†§ N/A 67 ± 6§ N/A 58 ± 11 

FS (%) 46 ± 1 33 ± 4† 45 ± 5 38 ± 4†§ N/A 33 ± 4§ N/A 27 ± 7 

Stroke vol. (µL) 85 ± 6* 95 ± 28§ 87 ± 14 99 ± 31§ N/A 104 ± 11§ N/A 90 ± 10§ 

h/r (%) 39 ± 2* 31 ± 4† 37 ± 3 33 ± 3†§ N/A 31 ± 2 N/A 29 ± 3 

Systole         

IVS (mm) 1.1 ± 0.1 0.9 ± 0.1† 1.2 ± 0.1 1.0 ± 0.1§ N/A 1.0 ±0.1 N/A 0.9 ± 0.1 

LV (mm) 1.8 ± 0.1* 2.6 ± 0.4† 1.9 ± 0.2 2.4 ± 0.3†§ N/A 2.7 ± 0.2§ N/A 2.9 ± 0.4§ 

LVWT (mm) 1.2 ± 0.1 0.9 ± 0.1† 1.1 ± 0.2 1.0 ± 0.1§ N/A 0.9 ± 0.1 N/A 0.8 ± 0.2 

ESV (µL) 18 ± 4* 48 ± 17† 18 ± 8 37 ± 13†§ N/A 52 ± 8§ N/A 66 ± 23§ 

Diastole         

IVS (mm) 0.6 ± 0.0 0.6 ± 0.1 0.6 ± 0.0 0.6 ± 0.0 N/A 0.6 ± 0.0 N/A 0.6 ± 0.0§ 

LV (mm) 3.4 ± 0.1* 3.8 ± 0.4§ 3.4 ± 0.2  3.8 ± 0.2†§ N/A 4.0 ± 0.0§ N/A 4.0 ± 0.2§ 

LVWT (mm) 0.7 ± 0.1 0.9 ± 0.1† 0.7 ± 0.1 0.6 ± 0.1 N/A 0.6 ± 0.1 N/A 0.6 ± 0.1 

EDV (µL) 100 ± 6* 143 ± 45†§ 103 ± 15* 141 ± 27†§ N/A 157 ± 7§ N/A 159 ± 17§ 

TABLE S7 
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III. Résultats hors-article 

a. Réplication du transcriptome cardiaque Bag3V473M/wt vs. WT 

L’analyse du premier transcriptome cardiaque chez les souris Bag3V473M/wt vs. WT (Batch A) a 

révélé 833 gènes différentiellement exprimés (GDE) avec un FDR à 1%. L’analyse des voies 

cellulaires associées à ces GDE par Ingenuity Pathway Analysis (IPA) a permis de mettre en 

évidence 262 voies avec un │Z-score│>1.5. Parmi ces voies, 248 (95%) apparaissent comme 

sous-régulées chez les souris Bag3V473M/wt ce qui complexifie l’interprétation des résultats. 

C’est pourquoi une réplication de ce RNA-Seq a été réalisée sur 3 souris Bag3V473M/wt 

indépendantes (Batch B). L’analyse bio-informatique est identique à celle du Batch A et a 

permis de mettre en évidence une forte corrélation positive (p<0.0001) entre les deux 

analyses (Fig. 38A-B). 

Dans cette seconde analyse (Batch B), 387 GDE avec un FDR à 1% et un |Log2(Fold-

Change)|>0.32 ont été identifiés (Fig. 38A). Nous nous sommes intéressés aux GDE répliqués 

du Batch A dans le Batch B qui constituent un pool de 205 gènes avec un FDR<1%, et 76 gènes 

avec une p-value corr.<10-4, au sein des deux analyses (Fig. 38A et C). Cette liste de gènes, 

trop courte pour être analysée par IPA, a été analysée avec ClueGO afin d’identifier les voies 

cellulaires majeures dérégulées au stade précoce de la CMD dans notre modèle (Fig. 38D-F). 

Cette analyse a permis de mettre en évidence des voies associées à la régulation du 

métabolisme des acides gras (P-Value corr.=6.5.10-4) et à la sécrétion d’insuline (P-Value 

corr.=6.2.10-3), notamment impliquées dans le métabolisme énergétique cardiaque 

(Lopaschuk et al. 2021) (Fig. 38D). De façon intéressante, parmi les gènes répliqués, on 

retrouve des gènes associés à la régulation de la différentiation des adipocytes (Vas et al. 

2019, Wang et al. 2022) (Sh3pxd2b : FC=-3.4, Ptgs2 : FC=-4.1) et au développement du tissu 

adipeux (Huang et al. 2023) (Ppargc1a : FC=-1.9). 

Ces résultats confirment la signature altérée du métabolisme lipidique observée dans l’analyse 

de protéomique réalisée chez les souris Bag3V473M/V473M suggérant un déficit du métabolisme 

lipidique à la fois à un stade précoce et à un stade avancé de la maladie. En effet, en plus de 

Ppargc1a, l’activateur transcriptionnel de Pparg, Pparg (FC=-1.4), Ppard (FC=-1.2) et Ppara 

(FC=-1.5) sont retrouvés diminués chez les souris Bag3V473M/wt (Madrazo et Kelly 2008).  
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Les acides gras et le glucose représentent la source majeure d’énergie au niveau cardiaque, et 

puisque des altérations du métabolisme énergétique cardiaque contribuent à l’insuffisance 

cardiaque (Lopaschuk et al. 2021) nous nous sommes davantage intéressés aux métabolismes 

du glucose et des acides gras au sein de notre modèle. 

b. Evaluation de la tolérance au glucose et à l’insuline chez les souris 

Bag3V473M/V473M 

Pour étudier le métabolisme du glucose, un test de tolérance au glucose a été réalisé chez des 

souris Bag3V473M/V473M âgées de 5 mois, après 5 heures de jeûne. Contrairement aux souris WT, 

des taux de glycémie plus faibles sont observés chez les souris Bag3V473M/V473M à jeun (glycémie 

= 174 ± 13mg/dL chez les WT vs. 146 ± 26mg/dL chez les Bag3V473M/V473M; p=0.0008) et perdure 

après administration du bolus de glucose (gavage de 2g/kg) (Fig. 39A-B). Ces résultats 

indiquent une meilleure tolérance au glucose chez les souris Bag3V473M/V473M. De plus, 

lorsqu’un test de tolérance à l’insuline (injection intrapéritonéale de 1 U/kg) a été réalisé, une 

réponse hypoglycémique significativement accrue a été observée chez les souris mutées par 

rapport aux souris WT. Ainsi, au bout de 60 minutes, alors que les souris WT ne présentaient 

qu'une diminution de 38 % de la glycémie, les souris transgéniques présentaient une 

diminution de 67 % de la glycémie (Fig. 39C-D). Tous ces résultats suggèrent que les souris 

Bag3V473M/V473M développent une sensibilité accrue à l’insuline conduisant à une meilleure 

internalisation du glucose. Cependant, l'expression des hexokinases 1 et 2, médiatrices de 

l'étape initiale de la glycolyse, sont retrouvées diminuées dans le cœur des souris 

Bag3V473M/V473M (Hk1 : FC=-1.2, Hk2 : FC=-1.2), suggérant une autre utilisation que la 

production d'ATP du glucose internalisé. 

c. Etude de la signature lipidique chez les souris Bag3V473M/V473M 

Suite à l’observation d’un enrichissement des gènes participant à la différenciation des 

adipocytes et au développement du tissu adipeux, nous avons estimé par résonance 

magnétique nucléaire (RMN) la proportion de masse grasse chez des souris Bag3V473M/V473M 

par rapport aux souris WT à l’âge de 5 mois. À un poids corporel similaire (33.2 ± 3.4g chez les 

WT et 34.6 ± 4.1g chez les Bag3V473M/V473M), il existe une augmentation significative de la 

proportion de masse grasse chez les souris mutées. Ainsi, alors que les souris WT présentent 

en moyenne 11% de masse grasse, les souris Bag3V473M/V473M présentent 22% de masse grasse, 
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soit une augmentation totale de 50% par rapport aux souris WT, suggérant un stockage 

anormal des lipides chez les souris Bag3V473M/V473M (Fig. 39E-F). De plus, l'impact de la mutation 

Bag3-V473M sur le profil lipidomique cardiaque a été étudié par spectrométrie de masse. 

L'analyse en composantes principales (ACP) a révélé un profil métabolique distinct entre les 

souris mutées et témoins à 5 mois (non montré). L'analyse statistique montre que 56 espèces 

de lipides sont altérées de manière significative et que plus de 90 % d'entre elles sont 

retrouvées enrichies et concerne les acides gras libres (FFA), les diacylglycérides (DAG) et les 

triacylglycérides (TAG) (Fig.  39G-H). Pour la classe des triglycérides, les altérations observées 

dépendent de la longueur de la chaîne carbonée avec un enrichissement des espèces avec une 

chaîne longue et polyinsaturée et une diminution pour les espèces avec un chaîne carbonée 

courte (C16). Cette répartition est notamment observée dans le lipidome cardiaque de souris 

soumise à un régime riche en gras (HFD), ce qui est corrélé avec l’observation d’une proportion 

augmentée de masse grasse chez les souris Bag3V473M/V473M. 

Dans l’ensemble, le myocarde des souris Bag3V473M/V473M est principalement enrichi en FFA, 

DAG pour plus de 20 espèces et en TAG longs polyinsaturés. Les TAG étant la forme de 

stockage des acides gras, dans l’ensemble, nos résultats suggèrent une accumulation accrue 

d’acides gras chez les souris Bag3V473M/V473M. Cette accumulation ne semble pas être liée à une 

diminution de l’expression des lipases impliquées dans la libération de FFA à partir de TAG et 

DAG, au contraire celles-ci présentent une expression augmentée chez les souris 

Bag3V473M/V473M (Lipe : FC=+1.9, MgII : FC=+1.4) pouvant expliquer l’accumulation des espèces 

obtenues à partir des TAG comme les FFA et les DAG. Ces résultats suggèrent plutôt un déficit 

dans l’utilisation a posteriori de ces espèces par la cellule. 

d. Analyse de trajectoires : Bag3V473M/wt vs. Bag3V473M/V473M 

Après s’être intéressé aux gènes et voies impliqués au stade précoce de la CMD chez les souris 

Bag3V473M/wt, nous avons comparé les transcriptomes cardiaques de ces animaux avec les 

souris Bag3V473M/V473M. Cette approche avait pour but, d’une part, de déterminer si les signaux 

associés à la mise en place du phénotype pathologique sont conservés à un stage plus avancé 

de la maladie et, d’autre part, d’identifier les signaux qui perdurent du stade précoce vers le 

stade tardif et donc associés à la progression de la maladie. 
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Pour cela, les analyses de trajectoires ont été réalisées à deux niveaux ; premièrement en 

comparant l’expression des gènes répliqués entre les deux génotypes (Fig. 40) et 

deuxièmement en comparant les voies identifiées par IPA (Fig. 41). 

La comparaison du transcriptome cardiaque des souris Bag3V473M/wt vs. WT (Analyse A) a 

identifiée 833 GDE (FDR 1%, FC 20%) et la comparaison du transcriptome cardiaque des souris 

Bag3V473M/V473M vs. WT (Analyse B) a identifiée 999 GDE (FDR 1%, FC 20%).  Nous nous sommes 

intéressés aux GDE répliqués de l’Analyse A dans l’Analyse B qui constituent un pool de 452 

(Fig. 40A). Les signaux les plus significatifs de cette liste de gènes ont ensuite été analysés avec 

ClueGO afin d’identifier les voies cellulaires majeures dérégulées à la fois aux stades précoce 

et tardif de la maladie. 

De façon intéressante, une grande proportion des GDE de l’Analyse A sont répliqués au sein 

de l’Analyse B (452/833 ; 54%) (Fig. 40A), confirmé par la réplication en RT-qPCR des signaux 

communs les plus significatifs (Fig. 40D). De plus, l’analyse bio-informatique, identique entre 

les deux analyses, a permis de mettre en évidence une forte corrélation positive 

(****p<0.0001 ; r²=0.4123) entre les deux analyses (Fig. 340B-C).  

L’analyse d’enrichissement par ClueGO a permis de mettre en évidence des voies associées à 

l’organisation de la structure de l’actomyosine (P-Value corr.=4.6.10-7) et à la régulation du 

phénomène d’anoïkose, un sous-type d’apoptose (P-Value corr.=5.4.10-3), ayant déjà été 

associé à la fonction de BAG3 (Rosati et al. 2011, Luthold et al. 2020) (Fig. 40D). On retrouve 

également la réponse cellulaire au manque de glucose (P-Value corr.=5.6.10-3) avec 

l’expression fortement diminuée de Sik1 (FC=-4.4), une kinase dont l’expression a déjà été 

montrée comme inversement corrélée à l’accumulation de lipides intra-cellulaires en 

condition de concentration élevée en glucose (Zhang et al. 2017). 

En ce qui concerne la comparaison des voies identifiées par IPA, 270 voies ont été identifiées 

dans l’Analyse A et 230 dans l’Analyse B avec un │Z-score│> 1. Associé à la corrélation positive 

observée entre les deux analyses, près de 90% de ces voies sont répliquées de l’Analyse A vers 

l’Analyse B (Fig. 40A).  

L’analyse de trajectoires effectuée sur ces voies communes a permis d’identifier 15 voies dont 

le │Z-score│> 2 chez les souris Bag3V473M/wt et -1<Z-score<1 Bag3V473M/V473M, suggérant 

l’implication de ces voies dans la mise en place du phénotype pathologique mais pas dans la 
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progression de la maladie. Parmi ces voies on retrouve notamment deux grandes fonctions 

regroupant, d’une part, les voies associées à la régulation du cytosquelette d’actine (« sperm 

motility » et « RHOA signaling ») et, d’autre part, les voies associées à la signalisation β-

adrénergique (« melatonin signaling », « CREB signaling in neurons », « GCPR-mediated 

nutrient sensing in enteroendocrine cells », « dopamine-DARPP32 feeback in cAMP 

signaling », « protein kinase A signaling » et « cardiac β-adrenergic signaling ») (Fig. 41B). 

Finalement, les voies identifiées par IPA retrouvées à la fois à un stade précoce et tardif de la 

maladie (│Z-score│> 2 dans les deux analyses) sont nombreuses (n=95), ce qui complexifie 

l’analyse ce résultat. On peut cependant remarquer les voies relatives à la signalisation PPAR 

(« PPARα/RXRα activation » et « PPAR signaling ») présentent dans les deux analyses à la fois 

(Fig. 41C). 
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Figure 38. Le transcriptome cardiaque de souris Bag3V473M/wt réalisé à un stade précoce de la CMD met 

en évidence une dérégulation des gènes impliqués dans le métabolisme lipidique  
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Légende Figure 38. 

(A) Schéma de l’analyse RNA-Seq. Comparaison du transcriptome cardiaque de 2 groupes 

indépendants de souris Bag3V473M/wt (Analysis A et B) vs. WT âgées de 5 mois, N=3 par 

groupe. Avec une FDR à 1% et un Fold Change (FC) de 20%, la liste des gènes 

différentiellement exprimés (GDE) répliqués du Batch A dans le Batch B a ensuite été 

déterminée. Un seuil de p-value corr.<10-4 a permis de mettre en évidence 76 gènes par la 

suite utilisés dans une analyse d’enrichissement. (B) Régression linéaire entre les Log2FC du 

Batch A et B. Les log2FC des gènes avec une baseMean>100 ont été utilisés (test tau de 

corrélation de Kendall ****p<0.0001). (C) Volcano-plot des gènes répliqués entre les deux 

batch avec un FDR 1% ; les gènes appartenant à la voie de régulation des procédés 

métaboliques des acides gras sont affichés. (D) Analyse d’enrichissement réalisée par Clue-

GO (GO-Procédés Biologiques) sur les gènes répliqués entre les deux analyses ; un FDR 1% a 

été appliqué. (E) Représentation en réseau du groupe avec la p-value la plus significative 

identifiée lors de l’analyse d’enrichissement par Clue-GO. Les termes GO sont regroupés 

selon un réseau fonctionnel d’interaction, chaque nœud représente un terme et la taille du 

nœud est corrélée au %gènes par GO terme. (F) Heat-map du terme GO:0045923 

représentant l’ensemble des gènes du terme identifiés dans l’analyse du transcriptome 

cardiaque des souris Bag3
V473M/wt

 vs. WT. 
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Figure 39. La mutation Bag3-V473M engendre une hypoglycémie, une meilleure sensibilité à l’insuline 

et une signature lipidique cardiaque enrichie chez les souris mutées. 
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Légende Figure 39. 

(A) Test de tolérance au glucose (OGTT) et (C) à l’insuline (ITT) chez les souris WT et 

Bag3V473M/V473M âgées de 5 mois après 5h de jeûne. Quantification de l’aire sous la courbe 

pour (B) l’OGTT et (D) l’ITT (n=4-9 souris par groupe ; test t de Student ***p<0.001 

****p<0.0001). (E) Pourcentage de fluide, masse grasse et masse maigre, par rapport à la 

masse du corps, dans chaque groupe à l’âge de 5 mois (n=6-11 souris par groupe). (F) 

Quantification du pourcentage de masse grasse. Les données sont représentées selon la 

moyenne ± SD; *p<0.05 par le test t de Student. (G) Heat-map des espèces identifiées par 

lipidomique réalisée sur tissus cardiaques de souris WT et Bag3V473M/V473M âgées de 5 mois 

(n=5 souris par groupe). (H) Dot-plot représentant le Log2FC entre les souris WT et 

Bag3V473M/V473M pour chaque espèce identifiée. Les espèces sont réparties par groupe et sont 

triées par ordre décroissant selon la longueur de la chaîne carbonée. Les points noirs 

représentent les espèces pour lesquelles la p-value associée est inférieure à 0.05.  
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Figure 40. Analyse de trajectoires basées sur l’expression différentielle des gènes 
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Légende Figure 40. 

(A) Schéma de l’analyse RNA-Seq. Comparaison du transcriptome cardiaque de souris 

Bag3V473M/wt (Analysis A) et Bag3V473M/V473M vs. WT (Analysis B) âgées de 5 mois, N=3 par 

groupe. Avec une FDR à 1%, la liste des gènes différentiellement exprimés (GDE) répliqués 

de l’Analyse A dans l’Analyse B a ensuite été déterminée. (B) Régression linéaire entre les 

Log2FC de l’Analyse A et B. Une corrélation positive est observée avec un r²=0.4123; 

p<0.0001. (C) Heat-map des 452 GDE répliqués à partir du comptage normalisé des reads 

associés à chaque gène. (D) Quantifications de l’expression des transcrits de Siah2, 

Fam222a, Sh3pxd2b et Hand2 normalisée par rapport au niveau d’expression de Rplp0. Les 

signaux répliqués les plus forts ont été utilisés pour répliquer et valider les résultats des 

transcriptomes cardiaques en RT-qPCR (p-values calculées par ANOVA 1-facteur, les 

comparaisons deux à deux ont ensuite été réalisées par le test de Tukey; *p<0.05, **p<0.01, 

***p<0.001, ****p<0.0001). (E) Analyse d’enrichissement réalisée par Clue-GO (GO-

Procédés Biologiques) sur les gènes répliqués entre les deux analyses. 
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Figure 41. Analyse de trajectoire basée sur les voies identifiées par IPA 
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Légende Figure 41. 

(A) Schéma de l’analyse RNA-Seq. Comparaison du transcriptome cardiaque de souris 

Bag3V473M/wt (Analysis A) and Bag3V473M/V473M vs. WT (Analysis B) âgées de 5 mois, N=3 par 

groupe. Une analyse IPA (Ingenuity Analysis Pathway) a été effectuée pour chaque 

comparaison sur les gènes différentiellement exprimés (FC 20% p-adj<0.05). Les voies 

identifiées par IPA (│Z-score│> 1), répliquées de l’analyse A vers l’Analyse B ont ensuite été 

identifiées. (B) Dot-plot représentant les voies IPA répliquées pour lesquelles la valeur 

absolue du Z-score était supérieure à 2 dans l’Analyse A et se retrouve inférieure à 1 dans 

l’Analyse B, ou bien (C) pour lesquelles la valeur absolue du Z-score reste supérieure à 2 dans 

les deux Analyses. 
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PROJET II : Evaluation de l’effet thérapeutique de la surexpression de Bag3 

dans un modèle murin de CMD d’origine génétique  

I. Introduction 

La cardiomyopathie dilatée représente un groupe de maladies génétiquement très 

hétérogènes, avec près de 50 gènes ayant été associés au développement de la maladie, 

chacun présentant lien physiopathologique plus ou moins avéré avec la CMD. Parmi les gènes 

classifiés comme définitivement associés à la cardiomyopathie dilatée, on retrouve 

notamment le gène LMNA codant pour les composants de la lamine nucléaire (lamines A/C). 

Les pathologies causées par des mutations de ce gène sont appelées laminopathies. Elles 

entrainent notamment une atteinte des muscles striés squelettiques et/ou cardiaque et les 

mécanismes physiopathologiques associés restent encore mal compris.  

Un des modèles le plus étudié de laminopathies est la lignée murine porteuse de la mutation 

LmnaH222P/H222P, identifiée dans des cas familiaux de la dystrophie musculaire d’Emery-

Dreifuss. Les souris mutées présentent une atteinte musculaire, affectant leur motricité, et 

développent une CMD conduisant in fine à la mort des souris mâles vers l’âge de 9 mois 

(Arimura et al. 2005). L’étude dans ce modèle des mécanismes physiopathologiques sous-

jacents pointe notamment vers une hyperactivation de la signalisation mTOR et une altération 

de l’autophagie. Ainsi, il a été montré qu’une inhibition de cette signalisation permettait 

d’améliorer la fonction cardiaque chez les souris mutées, notamment via une activation de 

l’autophagie (Choi et al. 2012). 

Compte tenu du rôle majeur que BAG3 exerce dans l’autophagie, nous avons cherché à savoir 

si une surexpression de BAG3 au niveau cardiaque chez les souris LmnaH222P/H222P permettrait 

de stopper ou reverser le phénotype de CMD observé dans ce modèle. 

Pour cela, des souris mâles LmnaH222P/H222P ont été injectées 3 jours après leur naissance avec 

un AAV9 cardio-spécifique exprimant soit l’ADNc du gène BAG3 humain (AAV_Hs-BAG3) ou la 

GFP (AAV_GFP) sous le contrôle du promoteur TNNT2. L’expression des transgènes a ensuite 

été confirmée avant de procéder à l’évaluation fonctionnelle de la fonction cardiaque au sein 

de ces groupes. 

Les résultats obtenus pour ce projet sont présentés ci-dessous. 
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II. Résultats 

L’expression des transgènes (Hs-BAG3 et GFP) a été confirmée dans le muscle cardiaque des 

souris injectées à J-3 respectivement avec l’un des AAV au niveau transcriptionnel et protéique 

(Fig. 42A-C). De façon inattendu, l’analyse des caractéristiques et des paramètres 

échocardiographiques montre que les souris LmnaH222P/H222P injectées avec l’AAV_Hs-BAG3 

ont un taux de survie abaissée (AAV_Hs-BAG3 : 20% vs. AAV_GFP : 100% à 6 mois ; p=0.0028) 

ainsi que des signes précoces d’insuffisance cardiaque dès l’âge de 6 semaines, comparé à 12 

semaines pour les contrôles (AAV_GFP ; N.I. non injectées). La fonction cardiaque des souris 

LmnaH222P/H222P injectées avec l’AAV_Hs-BAG3 continue de se détériorer avec le temps 

(AAV_Hs-BAG3 : 29±5% vs. AAV_GFP : 41±3% à 2,5 mois ; p<0.0001) jusqu’au décès des 

animaux (Fig. 42D-F). 

En se basant sur les conséquences sévères au niveau cardiaque engendrées par la déficience 

globale en lamine A/C dans un modèle murin (Lmna KO), nous avons alors émis l’hypothèse 

que la lamine mutée serait un substrat de l’autophagie dépendante de BAG3. Ainsi, la 

surexpression de BAG3 dans le modèle murin LmnaH222P/H222P entrainerait une augmentation 

de la dégradation de la lamine A/C qui conduirait à terme à une déficience globale de la 

protéine, mimant ainsi le phénotype sévère du modèle Lmna KO. 

Cependant, la quantification de l’expression protéique de la lamine A/C entre les différents 

groupes (AAV_Hs-BAG3 : 0.6±0.3 vs. AAV_GFP : 1.1±0.5 ; p=0.0504 or vs. N.I. : 0.4±0.2 ; 

p=0.6559) n’a pas permis de mettre en évidence une diminution de cette protéine en présence 

du transgène Hs-BAG3 dans les souris LmnaH222P/H222P injectées (Fig. 42G-H). 

Ainsi, ce projet aura permis de mettre en évidence un important effet négatif de l’expression 

cardio-spécifique du transgène Hs-BAG3 sur la survie et la fonction cardiaque des souris 

LmnaH222P/H222P, non associé à une augmentation de la dégradation de la lamine A/C. La 

thérapie génique utilisant le gène BAG3 est actuellement étudiée pour lutter contre 

l’insuffisance cardiaque. Ainsi, il serait pertinent de poursuivre l’étude des mécanismes sous-

jacents à ce résultat inattendu. 
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Figure 42. L’expression cardio-spécifique de BAG3 exacerbe l’insuffisance cardiaque dans le modèle de 

CMD murin LmnaH222P/H222P 
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Légende Figure 42. 

(A) Représentation schématique du plan expérimental. (B) Immunofluorescences mettant en 

évidence l’expression des transgènes réalisées sur coupes de tissus ventriculaires de souris 

injectées respectivement soit avec l’AAV_Hs-BAG3 ou l’AAV_GFP. (C) Expression 

transcriptionnelle des transgènes chez les souris injectées, les niveaux d’expression 

représentent les Ct obtenus en RT-qPCR pour chacun des groupes (N=13-14). (D) Courbes de 

survie respective pour chacun des groupe (N=4-6) ; test du log-rank (Mantel-Cox) AAV_Hs-

BAG3 vs. AAV-_GFP/N.I. **p=0.0028. (E) Mesures de fraction de raccourcissement (%FR) 

obtenues par échocardiographies dans les différents groupes de souris âgées de 1,5 à 6 mois 

(N=1-9). (F) Quantification du %FR à 2,5 mois (N=6-9) ; ANOVA 1 facteur ****p<0.0001, 

comparaisons multiples avec le test de Tukey AAV_Hs-BAG3 vs. AAV_GFP ****p<0.0001, 

AAV_Hs-BAG3 vs. N.I. ****p<0.0001, AAV_GFP vs. N.I. p=0.1172. (G) Western blot 

représentatif de la lamine A/C et la gapdh. (H) Quantification du niveau d’expression de la 

lamine A/C rapporté à celui de la gapdh chez les différents groupes (N=4-8), ANOVA 1 facteur 

*p=0.0156, comparaisons multiples avec le test de Tukey AAV_Hs-BAG3 vs. AAV_GFP 

p=0.0504, AAV_Hs-BAG3 vs. N.I. p=0.6559, AAV_GFP vs. N.I. *p=0.0221. Les données sont 

représentées selon la moyenne ± SD. 
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Conséquences fonctionnelles de la mutation Bag3-V473M 

Nous avons généré un nouveau modèle murin qui récapitule le phénotype de la 

cardiomyopathie dilatée, y compris le dimorphisme sexuel observé chez l’homme. Les 

mutations pénétrantes du gène BAG3 chez l’homme sont exclusivement retrouvées à l’état 

hétérozygote avec un mode de transmission autosomique dominant (Richard et al. 2018), 

laissant supposer que les mutations pénétrantes à l’état homozygotes ne sont pas viables. 

Notre modèle, à la différence d’autres modèles murins génétiques de CMD, présente un 

phénotype pathologique chez les deux génotypes de souris mutées avec une sévérité 

dépendante du nombre de copie de la mutation. 

Dans ce travail, la lignée murine knock-in (KI) de la mutation V473M du domaine BAG de Bag3, 

orthologue de la mutation V468M provoquant une CMD chez l'homme, nous a permis 

d'étudier les mécanismes de mise en place de la maladie chez les animaux mutés. Chez les 

mâles homozygotes, les premiers signes d’une dysfonction cardiaque apparaissent dès l’âge 

de 2 mois et sont décalés dans le temps d’environ 3 mois pour les hétérozygotes et les 

femelles. Le modèle murin KI de la mutation E445K du domaine BAG publié précédemment 

est très similaire à notre modèle d’un point de vue conceptuel. Cependant, contrairement à 

notre modèle qui ne présente pas de retard de croissance ou de mortalité précoce, la mutation 

Bag3-E455K conduit à une mort prématurée chez les souris homozygotes environ 3 semaines 

après la naissance, et présente donc les mêmes limites rapportées pour les modèles KO 

complet de Bag3 (Homma et al. 2006, Fang et al. 2017). L'analyse par cristallographie du 

résidu Glu455 a révélé un rôle central ce cet acide aminé dans la l’interaction BAG3-HSP70, ce 

qui est en accord avec le phénotype sévère observé chez le modèle murin KI Bag3E455K 

(Sondermann et al. 2001, Villard et al. 2011). Compte tenu que le résidu Val468 ne semble 

impliqué que marginalement dans l’interaction entre BAG3 et HSP70, et que la mutation 

V468M n’induit pas de changement de charge, comme c’est le cas pour la mutation E455K, 

nous avons anticipé avec succès un effet moins sévère de cette substitution. Notre modèle 

Bag3-V473M représente donc une bonne opportunité d’identifier les voies dérégulées aux 

stades précoce et tardif de la CMD et, en particulier, de mieux comprendre les mécanismes 

physiopathologiques associés aux mutations du domaine BAG de BAG3.  
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Apports et limites des autres modèles Bag3  

Les modèles murins knock-out (KO) connus de Bag3 (également appelé Cair1 et Bis) sont 

létaux dans la période post-natale de 3 à 4 semaines (Homma et al. 2006, Youn et al. 2008, 

Fang et al. 2017). Ainsi, afin de retarder l’apparition de la maladie ou d’atténuer les 

symptômes associés, des modèles murins avec un phénotype restreint au niveau cardiaque 

ou inductible ont été générés (Fang et al. 2017, Myers et al. 2018, Yun et al. 2021, Yang et al.  

2022), limitant toutefois la portée translationnelle des résultats observés par la construction 

génétique restrictive ou complexe de ces modèles, très éloignée de ce qui est observé chez 

l’homme (Qu et al. 2022).  

Les modèles murins complets KO Bag3, malgré certaines divergences phénotypiques encore 

débattues, semblent présenter des altérations des muscles striés squelettiques et cardiaque 

ainsi que des troubles métaboliques conduisant à un déficit nutritionnel sévère et à une mort 

précoce des animaux (Homma et al. 2006, Youn et al. 2008, Fang et al. 2017). Un phénotype 

similaire a également été décrit dans un modèle de drosophile lorsque l’orthologue du gène 

BAG3, la starvin, est invalidé (Coulson et al. 2005). Les modèles KO cardiaques restreints (cKO) 

et/ou inductibles présentent une dilatation des cavités cardiaques et réduction progressive de 

la fonction systolique avec le développement d’une insuffisance cardiaque vers l’âge de 3 

mois, démontrant clairement le rôle cardioprotecteur de Bag3 (Fang et al. 2017, Myers et al. 

2018, Yun et al. 2021, Yang et al.  2022).  

Etant donné que les mutations faux-sens de BAG3 responsables de CMD clustérisent dans 

l’exon 4 codant le domaine BAG, les modèles murins KO pourraient ne pas reproduire la 

spécificité potentielle associée aux mutations de ce domaine. Savoir si l’haploinsuffisance et 

la perte de fonction du domaine BAG, toutes deux conduisant à un phénotype indiscernable 

de CMD chez l’homme, mettent en jeu les mêmes mécanismes physiopathologiques pourrait 

être d’une importance majeure à l’aube de l’ère des thérapies géniques. Puisque que 

l'expression de BAG3 a été retrouvée diminuée chez les patients atteints d'insuffisance 

cardiaque (Feldman et al. 2014), il a été démontré que l’apport supplémentaire de cette 

protéine par thérapie génique préservait la fonction cardiaque dans des modèles in vivo 

d'ischémie/reperfusion ou d'insuffisance cardiaque par ligature coronaire (Knezevic et al. 

2016, Su et al. 2016). Une approche similaire pourrait également s'avérer utile pour prévenir 

la perte de fonction liée à des mutations de BAG3. Cependant ce type d’étude devrait porter 
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une attention particulière à distinguer les potentielles différences résultantes du type de 

mutations impliquées, haplo-insuffisante versus touchant au domaine BAG de BAG3. 

Impact de la mutation Bag3-V473M sur la protéostasie 

Plusieurs études ont montré que ce domaine est à l’origine de l’interaction entre BAG3 et la 

protéine de choc thermique HSP70 (Colvin et al. 2014, Fang et al. 2017, McDermott-Roe et al. 

2019, Johnson et Gestwicki 2022). L'altération d'une ou de plusieurs fonctions médiées par 

l'interaction BAG3-HSP70, la plus décrite étant liée au contrôle de la qualité des protéines 

(PQC ; protéostasie), pourrait ainsi être à l'origine d'une atteinte cardiaque (Lin et al. 2022). 

Plus précisément, grâce à l'interaction avec HSP70, BAG3 a été décrite comme impliquée dans 

diverses fonctions liées au PQC et notamment le système de dégradation associé au lysosome, 

communément appelé autophagie. Cette voie consiste à séquestrer de manière sélective ou 

non « bulk » une grande variété de composants cytosoliques (protéines, lipides et 

mitochondries en autres) au sein d’une double membrane qu’on appelle autophagosome. Ces 

structures vont ensuite fusionner avec les lysosomes et ainsi permettre la dégradation et le 

recyclage de matériel cytoplasmique, impliqué notamment dans l’apport de nutriments en cas 

de carence nutritionnelle.  

Chez des souris Bag3-V473M homozygotes âgées de 5 mois, présentant une insuffisance 

cardiaque avancée, nous avons d'abord démontré que l'autophagie, à son niveau basal, est 

altérée. Cependant, lorsque l’on stimule la macroautophagie chez les souris mutées en les 

soumettant à un jeûne, ce qui a pour conséquence moléculaire l’inhibition de la voie mTOR 

(mTORC1), on observe au niveau cardiaque une activation de la macroautophagie. Cette 

observation suggère un rôle de Bag3 indépendant de l’autophagie « in-bulk » sous le contrôle 

des voies AMPK/mTOR et conforte son rôle décrit dans l’autophagie spécifique. La fonction 

décrite de BAG3 sur l'inhibition de mTORC1 ne semble pas altérée dans cette étude. Cela 

pourrait être dû soit à la fonction normale du domaine Bag3 WW impliqué dans cette fonction, 

soit à une inhibition partielle de mTOR limitée à un compartiment cellulaire spatial spécifique, 

comme décrit précédemment (Kathage et al. 2017). 

La mutation Bag3-V473M entraine une dérégulation métabolique chez les souris mutées 

Notre approche multi-omique, en plus de confirmer une altération de la protéostasie chez les 

souris Bag3-V473M, a permi de mettre en évidence une altération précoce des voies 

métaboliques qui pourrait participer au déclenchement et à la progression de la maladie. 
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L'altération du métabolisme énergétique cardiaque est un contributeur connu à l'insuffisance 

cardiaque (Lopaschuk et al. 2021). Dans ce travail, nos résultats suggèrent une altération de 

la fonction mitochondriale dans la production d’ATP concomitante à une modification du 

métabolisme lipidique. D'autres expériences sont nécessaires pour comprendre les 

mécanismes sous-jacents et comment la perte de fonction du domaine BAG pourrait interagir 

avec la fonction mitochondriale et le métabolisme énergétique. Pour répondre à la demande 

élevée en énergie cardiaque, les cardiomyocytes oxydent principalement les lipides, grâce à 

la béta-oxydation des acides gras, et le glucose pour alimenter le cycle de Krebs produire de 

l'ATP au niveau des mitochondries. Étant donné que l'autophagie participe au recyclage et à 

la disponibilité de nutriments cytosoliques par l'hydrolyse lysosomale (Singh et Cuervo, 2011) 

et qu'elle est également connue pour réguler le métabolisme des lipides (Singh et al. 2009), il 

est tentant de supposer qu'une diminution de l'autophagie liée à la perte de fonction de Bag3 

pourrait affecter l’apport en nutriments au sein de la cellule. Les souris Bag3-V473M 

présentent un doublement de la proportion de masse grasse, et une diminution de 

l’expression transcriptionnelle de Ppargc1a codant pour PGC-1a, une protéine favorisant 

notamment la béta-oxydation des acides gras et le transport d’acides gras libres vers les 

mitochondries (Dobrzyn et al. 2010). L’analyse du lipidome cardiaque des souris Bag3-V473M 

a révélé une accumulation au niveau cardiaque de triglycérides (TAG), de diacylglycérols (DAG) 

et d’acides gras libres (FFA). Cette observation, associée avec l’expression augmentée des 

lipases impliquées dans la libération de DAG et FFA à partir de TAG, suggère une altération a 

posteriori de l’utilisation de ces espèces au sein de la cellule chez les souris Bag3-V473M. 

Une autre hypothèse possible concerne le rôle décrit de BAG3 dans la mitophagie (Tahrir et 

al. 2017, Ren et al. 2021). Il a été montré que BAG3 est capable d’être recrutée au niveau des 

mitochondries et de réguler les niveaux d’expression de parkin/PINK et ainsi faciliter la 

mitophagie (Schänzer et al. 2018, Kapadia et al. 2020). De plus, la déficience de BAG3 

engendre la diminution de l’expression de parkin et conduit à l’accumulation de 

mitochondries altérées (Schänzer et al. 2018). L’ensemble de ces données suggèrent que la 

mutation V473M de Bag3 pourrait entrainer une altération de la mitophagie et ainsi conduire 

à l’accumulation de mitochondries non fonctionnelles au sein des cellules. On peut alors 

supposer que ces mitochondries puissent être également déficiente dans l’utilisation des 
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substrats énergétiques cardiaque et induire l’accumulation de lipides observée dans notre 

modèle. 

Les tests de tolérance au glucose et à l’insuline réalisés in vivo ont permis de mettre en 

évidence une meilleure réponse au glucose et une plus grande sensibilité à l’insuline. 

L’ensemble de ces résultats suggèrent un shift d’une consommation de lipides vers une 

consommation de glucose constitutive d’un déficit énergétique, aujourd’hui bien décrit dans 

l’insuffisance cardiaque (Lopaschuk et al. 2010, 2021). L'autophagie induite par une carence 

nutritionnelle n’est pas altérée dans notre modèle, ce qui suggère que l'autophagie 

dépendante de Bag3 pourrait apporter une quantité substantielle de nutriments aux 

cardiomyocytes. Une étude similaire a été menée sur des souris mutées portant une mutation 

du gène codant le phospholamban PlnR9C où les auteurs ont évalué les changements du 

transcriptome cardiaque des souris mutées au cours de la progression du phénotype de CMD 

vers l’insuffisance cardiaque (Burke et al. 2016). Les auteurs ont identifié une signature 

transcriptomique du métabolisme semblable à ce que nous observons dans notre modèle, ce 

qui suggère qu’une dérégulation métabolique pourrait être un événement précoce commun 

à diverses mutations. Cela pourrait avoir une implication importante dans la recherche de 

stratégies thérapeutiques à large spectre ciblant les causes précoces de l'insuffisance 

cardiaque. 

Amélioration du phénotype de CMD chez les souris Bag3-V473M/Des-R405W 

De manière très surprenante, lorsque nous croisons notre lignée Bag3-V473M avec une lignée 

Des-R405W, associée à la production d’une desmine protéotoxique pro-agrégante 

responsable de desminopathie humaine, nous observons une amélioration de la fonction 

cardiaque et des paramètres structuraux dans le cœur des souris Bag3-V473M/Des-R405W. 

L’une des hypothèses envisagées serait que les agrégats formés par la desmine mutée seraient 

des cargos pris en charge par le complexe Bag3-HSP70 dans une voie spécifique de 

l’autophagie, l’agréphagie. On peut alors imaginer que la prise en charge de la desmine mutée 

par le complexe Bag3-HSP70 pourrait entrainer une surcharge de la voie ce qui, d’une part la 

rendrait dysfonctionnelle et, d’autre part, entrainerait la séquestration des protéines Bag3 WT 

et HSP70 au sein des agrésomes et diminuerait ainsi la quantité de complexe Bag3-HSP70 

disponible au sein de la cellule (notion de « chaperon-trap »).  
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Au contraire lorsque Bag3 est muté cela pourrait entrainer une déficience dans la prise en 

charge de la desmine mutée par le complexe Bag3-HSP70, suite à une perte de liaison partielle 

avec HSP70 depuis le domaine BAG, et ainsi prévenir l’accumulation protéotoxique de 

desmine mutée au sein de la cellule. 

De façon intéressante, dans notre lignée Bag3-V473M/Des-R405W, nous observons une 

quantité augmentée de desmine ubiquitinylée par rapport aux souris Des-R405W, ce qui 

suggère que les agrégats composés de desmine mutante, non séquestrés dans la machinerie 

de l'autophagie, pourraient devenir des substrats de BAG1 et donc être orienté vers le système 

de dégradation médié par le protéasome, l'UPS (Minoia et al. 2014, Vermeer et al. 2021). On 

peut imaginer qu’en présence d’une altération de l’interaction Bag3-Hsp70, Bag1 devient plus 

à même d’interagir avec Hsp70 et ainsi favorise la dégradation par le protéasome. De manière 

surprenante, la quantité de desmine ubiquitinylée est encore plus importante chez les souris 

Bag3-V473M (non montré), ce qui suggère bien que l’augmentation de l’ubiquitinylation de la 

desmine est spécifique et liée à la mutation Bag3-V473M. Le système UPS apparait alors ici 

comme un mécanisme adaptatif lors d’une inhibition de l’autophagie. Cependant, le dialogue 

entre ces deux voies est rarement explicité dans ce sens. En effet, le phénomène décrit dans 

la littérature concerne davantage une activation de l’autophagie en réponse à une inhibition 

du protéasome, qui est un système rapidement inactivé par un stress protéotoxique 

(Thibaudeau et al. 2018, Dikic I. 2017). Ainsi, même en présence d’une quantité plus 

importante de desmine ubiquitinylée chez les souris Bag3-V473M, le système de protéasome 

pourrait être incapable de répondre entièrement à la demande de la cellule en matière de 

protéostasie, favorisant ainsi la dérégulation du PQC dans ce modèle. 

En ce qui concerne l’amélioration de la fonction cardiaque chez les souris Bag3-V473M par la 

mutation Des-R405W, cette observation semble provenir de l’addition des effets opposés des 

deux mutations. En effet, la mutation Des-R405W a été associée in vivo chez l'homme et la 

souris à une cardiomyopathie restrictive, alors que la mutation Bag3-V473M est associée au 

développement d’une cardiomyopathie dilatée (Herrmann et al. 2020, Villard et al. 2011). Ce 

phénomène a notamment été mis en évidence par la réalisation d’une GWAS chez l’homme 

qui a permis de mettre en avant des associations impliquant les mêmes SNP/gènes selon les 

différents sous-types de cardiomyopathies, mais dont les effets sont opposés (Tadros et al. 

2021). 
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La thérapie génique par BAG3 aggrave le phénotype de CMD chez les souris LmnaH222P/H222P 

Cet effet adverse de la fonction associée à Bag3-WT dans un modèle de CMD d’origine 

génétique, rappel l’aggravation du phénotype cardiaque observée suite à la thérapie génique 

permettant l’expression de la protéine BAG3 humaine dans le modèle murin LmnaH222P/H222P. 

Nous avions alors suggéré comme hypothèse une dégradation accrue de la lamine mutée par 

le complexe Bag3-HSP70 ce qui aurait eu pour conséquence un phénotype plus sévère, 

similaire à celui observé pour les souris Lmna KO (Sullivan et al. 1999, Arimura et al. 2005). 

Cependant cette hypothèse a été invalidée suite à la quantification de l’expression protéique 

de la lamine qui ne montre pas de différence significative entre les souris non-injectées et 

injectées avec l’AAV codant pour la protéine BAG3 humaine ou la GFP. On peut alors imaginer 

un mécanisme d’action similaire à celui explicité précédemment. En effet, la suractivation de 

la voie mTOR mise en évidence chez les souris LmnaH222P/H222P suggère que l’autophagie est 

altérée dans ce modèle (Choi et al. 2012). Ainsi, l’apport de la protéine BAG3-WT et de sa 

fonction pro-autophagique pourrait induire ici une pression supplémentaire sur un système 

déjà altéré ce qui, in fine, pourrait exacerber l’effet de la mutation Lmna-H222P et expliquer 

l’effet adverse de la thérapie génique par BAG3-WT dans ce modèle. Dans ce contexte, il serait 

intéressant d’évaluer les conséquences de l’expression de la mutation Bag3-V473M dans un 

modèle de laminopathie afin de savoir si les résultats que nous obtenons avec le modèle Des-

R405W peuvent être répliqués dans un autre modèle de CMD associé à une altération de 

l’autophagie.
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Ce travail de thèse a permis de générer avec succès un nouveau modèle murin récapitulant le 

phénotype de cardiomyopathie dilatée, y compris le dimorphisme sexuel observé chez 

l'homme, sans pour autant reproduire les limitations associées au modèle similaire publié 

précédemment. Ce modèle knock-in exprime la mutation V473M du domaine BAG de Bag3, 

orthologue de la mutation V468M causant une CMD chez l'homme, qui affecte l’interaction 

avec la chaperonne HSP70, acteur clé des grandes fonctions de la protéostasie cellulaire. Ce 

modèle expérimental nous a permis de mettre en évidence certains mécanismes précoces et 

tardifs impliqués dans le développement de l’insuffisance cardiaque à fraction d'éjection 

abaissée.  

Dérégulation de la protéostasie et du métabolisme chez les souris Bag3-V473M 

Les souris mutantes présentent une déficience de la fonction macroautophagique en 

condition basale, mais pas en condition de carence nutritionnelle induite par un jeûne, 

indiquant une altération de la macroautophagie spécifique. Des analyses omiques et 

métaboliques montrent, une fois de plus, une dérégulation de la protéostasie chez les souris 

KI Bag3-V473M mais également une altération métabolique. Dès le stade précoce de la 

maladie, les souris mutées présentent une altération dans l’utilisation des substrats 

énergétiques cardiaques en faveur de la glycolyse.  Ces résultats suggèrent que la présence de 

la mutation Bag3-V473M conduit à une altération de la macroautophagie spécifique ainsi qu’à 

une accumulation de lipides associée à un défaut d’utilisation des substrats énergétiques par 

les mitochondries. BAG3 semble jouer un rôle dans la clairance autophagique des 

mitochondries endommagées (Tahrir et al. 2017). On peut alors supposer que la mitophagie 

pourrait également être altérée dans notre modèle ce qui aurait pour conséquences 

l’accumulation de mitochondries endommagées et l’apparition d’un stress oxydatif (Ren et al. 

2021), ce qui pourrait expliquer l’altération dans l’utilisation des substrats énergétiques 

cardiaques observée dans notre modèle. 

Amélioration du phénotype de CMD chez les souris Bag3-V473M/Des-R405W 

Nous avons démontré que la co-expression d’une desmine mutée protéotoxique pro-

agrégante dans la lignée Bag3-V473M améliore de façon surprenante la fonction cardiaque 

plutôt que d’exacerber le phénotype de CMD. Ces résultats suggèrent que la perte 

d’interaction Bag3-HSP70 induit par la mutation Bag3-V473M est bénéfique en présence 

d’une desmine mutée. Afin de valider cette hypothèse il serait intéressant d’évaluer l’éventuel 
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effet thérapeutique des molécules inhibant l’interaction BAG3-HSP70, comme JG-98 et YM-01 

(Li et al. 2015). Dans un modèle cellulaire exprimant la mutation protéotoxique pro-agrégante 

BAG3-P209L responsable de myopathie humaine, les mécanismes sous-jacents impliqueraient 

une séquestration des complexes BAG3-HSP70 au sein des agrégats en présence de la 

mutation. Comme observé dans notre modèle Bag3-V473M/Des-R405W, lorsque l’on inhibe 

pharmacologiquement l’interaction Bag3-HSP70 dans un modèle cellulaire BAG3-P209L, on 

prévient la formation d’agrégat (Meister-Broekema et al. 2018). On peut alors supposer que 

la mutation Des-R405W pourrait participer au phénomène de « chaperon-trap » et qu’en 

présence d’une mutation Bag3-V473M, on prévient ainsi la formation d’agrégats. Si l’on 

prévient la formation d’agrégats de desmine mutées en présence de la mutation Bag3-

V473M, on peut alors supposer que la desmine mutée pourrait devenir un substrat de BAG1 

et ainsi être orienté vers d’autres voies de dégradation comme le système UPS. Pour cela, il 

faudra évaluer la co-localisation de BAG1 avec la desmine mutée et déterminer si une 

inhibition du protéasome dans la lignée Bag3-V473M/Des-R405W provoque une aggravation 

du phénotype de CMD.  

La thérapie génique par BAG3 aggrave le phénotype de CMD chez les souris LmnaH222P/H222P  

Nous avons démontré que l’expression de la protéine BAG3 humaine dans un modèle 

génétique de CMD, ici la ligné murine LmnaH222P/H222P, exacerbe de façon inattendue le 

phénotype de CMD. Puisque la mutation Bag3-V473M permet d’améliorer le phénotype de 

CMD dans un autre modèle murin de CMD d’origine génétique, il serait intéressant de 

déterminer l’effet de cette mutation au sein du modèle LmnaH222P/H222P.  

Finalement, ces résultats suggèrent que selon la mutation et les mécanismes sous-jacents 

associés, l’expression d’une forme sauvage ou mutée de BAG3 peut conduire à la fois à 

l’aggravation ou à l’amélioration du phénotype de CMD. Il semble donc nécessaire d’identifier 

les causes précises responsable d’un phénotype pathologique avant d’envisager la thérapie 

génique impliquant le gène BAG3 comme suggérée par certains auteurs (Kirk et al. 2021, Wang 

et al. 2023).



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 43. Schéma bilan : les rôles de Bag3 dans l’homéostasie cardiaque en conditions physiologiques 

BAG3 et BAG1 sont des co-chaperonnes d’HSP70, favorisant la libération du cargo parotéique. Lorsque le client doit être dégradé, et selon la co-chaperone associée à HSP70, celui-ci 

va être dirigé vers l’autophagie (BAG3) ou le système UPS (BAG1). BAG3 est impliqué dans plusieurs voies de la macroautophagie sélective, l’autophagie CASA, l’agréphagie et la 

mitophagie. Sa fonction permet de prendre en charge et de dégrader les protéines mal repliées, potentiellement protéotoxiques, et les mitochondries endommagées afin de préserver 

l’homéostasie cellulaire des cardiomyocytes, essentielle pour assurer une fonction cardiaque normale. Schéma créé sur Biorender.com 

 

 



 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 44. Schéma bilan : impact de la mutation Bag3-V473M sur les rôles de Bag3 dans l’homéostasie cardiaque 

BAG3 et BAG1 sont des co-chaperonnes d’HSP70, favorisant la libération du cargo parotéique. Lorsque le client doit être dégradé, et selon la co-chaperone associée à HSP70, celui-ci 

va être dirigé vers l’autophagie (BAG3) ou le système UPS (BAG1). BAG3 est impliqué dans plusieurs voies de la macroautophagie sélective, l’autophagie CASA, l’agréphagie et la 

mitophagie. En présence de la mutation Bag3-V473M, la libération du client par HSP70, lorsqu’elle est associée à Bag3, est altérée. Ainsi, cela a pour conséquence une diminution de 

la délivrance des cargos protéiques à dégrader vers les autophagosomes, entrainant une accumulation des complexes Bag3-HSP70 associés aux clients ubiquitinylés. Une partie des 

clients ubiquitinylés, s’ils sont solubles, pourrait être redirigés vers le système UPS via le complexe Bag1-HSP70. La mutation Bag3-V473M pourrait également inhiber la fonction de 

Parkin dans la mitophagie et ainsi conduire à une accumulation de mitochondries altérées au sein des cellules. Cela aurait pour conséquence, d’une part, d’augmenter la production 

de ROS, et d’autre part, de limiter la fonction mitochondriale dans l’utilisation des substrats énergétiques cardiaques dans la production d’énergie (ATP). Finalement, la mutation Bag3-

V473M entraine une altération de la protéostasie et du métabolisme énergétique cardiaque, probablement via une altération de l’activité mitochondriale, compromettant ainsi 

l’homéostasie des cardiomyocytes conduisant à une fonction cardiaque diminuée. Schéma créé sur Biorender.com 
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Physiopathologie d'un modèle murin knock-in d'une mutation du gène BAG3 responsable d'insuffisance cardiaque 

humaine 

Nous avons généré avec succès un nouveau modèle murin récapitulant le phénotype de cardiomyopathie dilatée, y 

compris le dimorphisme sexuel observé chez l'homme, sans pour autant reproduire les limitations associées au modèle 

similaire publié précédemment, la mortalité précoce en particulier. Ce modèle knock-in, exprime la mutation V473M du 

domaine BAG de Bag3, orthologue de la mutation V468M provoquant une CMD chez l'homme, qui affecte l’interaction 

avec la chaperonne HSP70, acteur clé des grandes fonctions de la protéostasie cellulaire (système ubiquitine-protéasome 

(UPS) et macroautophagie). Ce modèle expérimental nous a permis de mettre en évidence certains mécanismes précoces 

et tardifs impliqués dans le développement de l’insuffisance cardiaque à fraction d'éjection abaissée. Les souris mutantes 

présentent une déficience de la fonction macroautophagique en condition basale, mais pas en condition de carence 

nutritionnelle induite par un jeûne, indiquant une altération de la macroautophagie spécifique. L’agréphagie étant l’une 

de ces fonctions et impliquant Bag3, nous avons coexprimé, par croisement avec la lignée Des-R460W, une desmine mutée 

protéotoxique pro-agrégante chez les souris Bag3-V473M. La coexpression améliore de manière inattendue la fonction 

cardiaque comparativement aux deux lignées mères. Chez les hybrides doubles mutants, plutôt qu’une exacerbation du 

phénotype de desminopathie, on observe une réduction du nombre d’agrégats de desmine. Ceci suggère que Bag3-V473M, 

par son interaction limitée avec HSP70, limite la prise en charge des agrégats de desmine par la voie macroautophagique. 

L’augmentation de la desmine ubiquitinylée suggère également une bascule de sa dégradation vers la voie UPS. La fonction 

normale de Bag3 aggraverait la protéotoxicité associée à la desmine agrégée à travers un blocage de la voie 

macroautophagique de l’agréphagie. Les analyses protéomiques et transcriptomiques cardiaques confirment une 

dérégulation de la protéostasie chez les souris mutantes, mais révèlent également une altération du métabolisme. Nos 

résultats suggèrent une bascule précoce de l'apport énergétique au niveau cardiaque des acides gras vers le glucose. En 

conclusion, nos résultats montrent que la mutation V473M du domaine BAG de Bag3 conduit à une altération de la 

macroautophagie spécifique, entraînant probablement une dérégulation métabolique cardiaque précoce à l’origine de 

l’insuffisance cardiaque. 

Mots clés : BAG3, cardiomyopathie dilatée, modèle murin knock-in, protéostasie, desmine, métabolisme 

 

Physiopathology of a knock-in mouse model carrying a Bag3 mutation involved in human heart failure 

We have successfully generated a new mouse model recapitulating dilated cardiomyopathy phenotype, including gender-

dependant severity observed in humans, without the limitations associated with the previous similar model, especially the 

early lethality. This full knock-in model expresses the hypomorphic V473M mutation of the BAG domain in Bag3, 

orthologous to the V468M mutation causing DCM in humans, thus affecting the interaction between Bag3 and HSP70, a 

chaperone involved in major proteostasis pathways (ubiquitin-proteasome-system (UPS) and macroautophagy). This 

model enabled us to study the pathomechanisms involved both in the onset and later stage of HFrEF. The mutant mice 

were deficient in basal macroautophagy yet showed activation upon starvation-induced stimulation, indicating an 

alteration of specific rather than bulk macroautophagy. Aggrephagy being a specific macroautophagy pathway and Bag3-

dependant, we co-expressed a proteotoxic pro-aggregative mutant desmin in Bag3-V473M mice, after breeding our model 

with a Des-R460W line. Unexpectedly, this co-expression improved cardiac function in comparison to both parental lines. 

Rather than exacerbate the desminopathy phenotype in double mutant mice, reduced amount of desmin-aggregates is 

observed. This suggests that Bag3-V473M, through its limited interaction with HSP70, may be incompetent in desmin 

aggregates cargo processing. Increased level of ubiquitinated-desmin also suggest a shift toward UPS-dependent 

degradation. Thus, normal Bag3 function may worsen mutant-desmin associated proteotoxicity through aggrephagic 

pathway overload. Proteomic and transcriptomic analyses confirmed proteostasis dysregulation in mutant mice but also 

witness metabolic alterations. Our results are consistent with an early cardiac shift in energy supply from fatty-acids to 

glucose. To conclude, our results shows that Bag3-V473M BAG domain mutation leads to specific macroautophagy 

impairment, probably resulting in early cardiac metabolic dysregulation and heart failure development.  

Keywords : BAG3, dilated cardiomyopathy, knock-in mouse model, proteostasis, desmin, metabolism 


