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RESUME 

L’hydroxychloroquine, une molécule anti-oxydante, présentant une efficacité dose-

dépendante dans le déficit en lipin-1 

Le déficit en lipin-1 est une cause majeure d’épisodes aigus de rhabdomyolyses (RM) sévères, 

déclenchés principalement par le jeûne ou la fièvre, engageant le pronostic vital des patients. La prise 

en charge uniquement symptomatique en service de réanimation témoigne de la nécessité de trouver 

de nouvelles pistes thérapeutiques. Une meilleure connaissance de la physiopathologie du déficit en 

lipin-1, liée à un défaut d’autophagie et de mitophagie, a permis d’identifier une cible thérapeutique, 

le récepteur de l’immunité innée Toll-like receptor 9 (TLR9), et de mettre en place un traitement à 

visée compassionnelle par l’hydroxychloroquine sulfate (HCQ). Ce traitement a permis une 

amélioration des signes cliniques chroniques musculaires des patients ainsi qu’une diminution de leurs 

marqueurs inflammatoires plasmatiques. Cependant, certains patients ont présenté des accès de RM 

sous traitement par HCQ, dont nous avons cherché à comprendre l’origine. 

Dans une première partie, nous avons montré que les patients ayant soufferts d’accès de RM 

sous traitement présentaient une concentration plasmatique plus élevée d’HCQ par rapport aux autres 

patients. Des études in vitro sur des myoblastes primaires de patients nous ont permis de montrer que 

l’HCQ bloque l’autophagie, par modification du pH lysosomal, à forte dose (10 µM) et non à de plus 

faibles doses (0,1 et 1 µM). Cet effet dose-dépendant in vitro pourrait expliquer la survenue de RM 

chez les patients ayant de fortes concentrations plasmatiques d’HCQ, en aggravant leur déficit 

d’autophagie initial. Afin d’étudier in vitro les effets cellulaires de la RM, les myoblastes primaires ont 

été soumis à un stress métabolique induit par un milieu pauvre en nutriments. En condition de stress, 

nous avons montré une accumulation d’espèces réactives de l’oxygène (ROS) et d’ADN oxydé dans les 

myoblastes de patients. Cette accumulation a été prévenue par l’HCQ à faible dose (1 µM), suggérant 

un effet bénéfique de l’HCQ chez les patients à des doses inférieures à celles inhibant l’autophagie. 

Par ailleurs, le taux intracellulaire de calcium, l’un des marqueurs de la RM in vitro, a été étudié en 

condition de stress. Nos résultats ont montré une exacerbation de la fuite calcique du réticulum 

endoplasmique (RE) chez les patients par rapport aux contrôles lors du jeûne, non reversée par le 

traitement par l’HCQ aux doses de 10 et 1 µM. 

Dans une seconde partie, nous avons étudié les mécanismes sous-jacents de l’effet 

antioxydant de l’HCQ dans des myoblastes immortalisés en recherchant son rôle dans les voies de 

dégradation et de production des ROS. Nos résultats ont révélé que la diminution des ROS 

intracellulaires par l’HCQ n’impliquait pas la modification de l’expression des gènes Antioxidant 

response element (ARE), ni l’activité protéique du facteur de transcription Nuclear factor erythroid-2-



 

 

related factor 2 (Nrf2). D’autre part, nous avons également montré que le stress oxydatif, observé dans 

les myoblastes en condition de jeûne, était associé au stress du RE, indépendamment de la voie 

canonique médiée par Inositol-requiring protein 1 (IRE1), mais aussi à un dysfonctionnement 

mitochondrial. Cependant, l’HCQ à la dose de 1µM n’a pas permis de réverser la survenue du stress du 

RE en condition de jeûne. Des résultats supplémentaires sont nécessaires pour conclure sur l’impact 

de l’HCQ sur le fonctionnement de la mitochondrie.  

L’ensemble de nos résultats suggèrent un effet de l’HCQ à faible dose sur le stress oxydatif, 

processus critique dans la physiopathologie du déficit en lipin-1.  

 

Mots clés : déficit en lipin-1, rhabdomyolyse, myoblastes, hydroxychloroquine, stress oxydatif, flux 

calcique, réticulum endoplasmique, mitochondrie 

 



 

 

ABSTRACT 

Hydroxychloroquine, an antioxidant molecule with dose-dependent efficacy in lipin-1 

deficiency 

Lipin-1 deficiency is a major cause of acute episodes of severe rhabdomyolysis (RM), triggered 

mainly by fasting or fever, with life-threatening consequences. Management in intensive care units is 

symptomatic only, which highlights the need for new therapeutic approaches. A better understanding 

of the pathophysiology of lipin-1 deficiency, linked to a defect in autophagy and mitophagy, has led to 

the identification of a therapeutic target, the innate immunity receptor Toll-like receptor 9 (TLR9), and 

the introduction of a compassionate treatment with hydroxychloroquine sulfate (HCQ). This treatment 

led to an improvement in the patients' chronic clinical muscular symptoms and a reduction in their 

plasma inflammatory markers. However, some patients experienced acute of RM episodes under HCQ 

treatment, the origin of which we sought to understand.  

In the first part, we showed that patients who suffered RM attacks under treatment had a 

higher plasma HCQ concentration than other patients. In vitro studies on primary myoblasts from 

patients enabled us to show that HCQ blocks autophagy, by altering lysosomal pH at high doses (10µM) 

and not at lower doses (0.1 and 1µM). This in vitro dose-dependent effect could explain the occurrence 

of RM in patients with high plasma HCQ concentrations, by aggravating their initial autophagy deficit. 

To investigate the cellular effects of RM in vitro, primary myoblasts were subjected to metabolic stress 

induced by a nutrient-poor environment. Under stress conditions, we showed an accumulation of 

reactive oxygen species (ROS) and oxidized DNA in patient myoblasts. This accumulation was 

prevented by HCQ at low dose (1µM), suggesting a beneficial effect of HCQ in patients at doses lower 

than those inhibiting autophagy. In addition, intracellular calcium levels, one of the markers of RM in 

vitro, were studied under stress condition. Our results showed an exacerbation of endoplasmic 

reticulum (ER) calcium leakage in patients compared to controls during fasting, not reversed by HCQ 

treatment at doses of 10 and 1µM.  

In a second part, we investigated the mechanisms underlying the antioxidant effect of HCQ in 

immortalized myoblasts, looking for its role in ROS degradation and production pathways. Our results 

revealed that the decrease of intracellular ROS by HCQ did not involve the modification of Antioxidant 

response element (ARE) gene expression, nor in the protein activity of the transcription factor Nuclear 

factor erythroid-2-related factor 2 (Nrf2). On the other hand, we also showed that oxidative stress, 

observed in myoblasts under fasting conditions, was associated with ER stress, independently of the 

canonical IRE1-mediated pathway, but also with mitochondrial dysfunction. However, HCQ at 1µM did 



 

 

not reverse the occurrence of ER stress under fasting conditions. Further results are needed to 

conclude the impact of HCQ on mitochondrial function.  

Taken together, our results suggest a low-dose effect of HCQ on oxidative stress, a critical 

process in the pathophysiology of lipin-1 deficiency. 

 

Key words: lipin-1 deficiency, rhabdomyolysis, myoblasts, hydroxychloroquine, oxidative stress, calcium 

flux, endoplasmic reticulum, mitochondria 
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INTRODUCTION 

CHAPITRE 1 : RHABDOMYOLYSES AIGUËS 

A. Définition et présentation clinique de la rhabdomyolyse aiguë 

La rhabdomyolyse (RM) aiguë correspond à la destruction des fibres musculaires 

squelettiques. Cette dernière a pour conséquence un relargage de différents constituants 

intracellulaires du tissu musculaire dans l’espace extracellulaire, la circulation sanguine et les urines 

(Warren et al., 2002(1) ; Huerta-Alardín et al., 2005(2)).  

La présentation clinique d’un épisode aigu de RM est extrêmement variable, allant d’une 

forme asymptomatique, caractérisée seulement par une élévation des marqueurs plasmatiques de la 

lyse musculaire, à un tableau réanimatoire mettant en jeu le pronostic vital du patient. Lorsqu’elle est 

présente, la symptomatologie repose d’abord sur des signes locaux musculosquelettiques, liés à la lyse 

musculaire en elle-même, tels que des crampes, une myalgie et une faiblesse musculaire pouvant être 

associées à des signes inflammatoires du tissu musculaire (rougeur et gonflement). En parallèle, des 

signes cliniques généraux non spécifiques de la RM peuvent être associés comme un malaise général, 

de la fièvre, une tachycardie, des nausées et vomissements, un trouble de la conscience et/ou un choc 

hypovolémique (Vanholder et al., 2000(3) ; Huerta-Alardín et al., 2005(2) ; Cervellin et al., 2010(4)). 

Enfin, des complications peuvent survenir lors d’un épisode aigu de RM à la suite du relargage rapide 

et excessif des composants musculaires dans la circulation sanguine. Ainsi, de façon précoce, peuvent 

être décrits des troubles hydroélectrolytiques (hypovolémie et hyperkaliémie notamment) à l’origine 

de troubles du rythme cardiaque de type arythmie pouvant aller jusqu’à l’arrêt cardiaque, ainsi qu’une 

myoglobinurie avec urines couleur porto. Par la suite, peuvent survenir plus tardivement une 

insuffisance rénale aiguë, liée à une myoglobinémie excessive, et, de façon plus rare, une coagulation 

intravasculaire disséminée. Un syndrome des loges peut également être observé lors d’un épisode aigu 

de RM comme complication précoce ou tardive. L’ensemble de ces complications sont étroitement 

intriquées et sont responsable de l’engagement du pronostic vital du patient (Sauret et al., 2002(5) ; 

Chatzizisis et al., 2008(6)). 

Les critères de gravité des épisodes de RM regroupent à la fois l’intensité des symptômes 

cliniques, le taux plasmatique des créatines phosphokinases (CPK) (cf. ci-dessous) ainsi que la survenue 

de complications rénales et cardiaques notamment.  
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B. Physiopathologie de la rhabdomyolyse aiguë 

Les ions calciques (Ca2+) jouent un rôle majeur dans différentes voies de signalisation au niveau 

des fibres musculaires squelettiques dont le couplage excitation-contraction assurant la fonction 

contractile de ces cellules. A l’inverse, des niveaux élevés de calcium intracellulaire peuvent être 

toxique pour la cellule en favorisant notamment une production accrue d’espèces réactifs de l’oxygène 

(reactive oxygen species ou ROS), l'activation de protéases calcium-dépendantes et la mort cellulaire. 

L’homéostasie calcique repose donc sur un système de régulation complexe regroupant entre autres 

différents types de canaux, transporteurs et pompes ioniques assurant les échanges entre le cytosol 

et l’espace extracellulaire, mais également avec les deux principaux contenants calciques 

intracellulaires que sont le réticulum sarcoplasmique (RS) et les mitochondries (Rossi et al., 2019(7) ; 

Hyatt et Powers, 2020(8)). 

Malgré les diverses étiologies d’un épisode aigu de RM, la voie pathogénique communément 

décrite est caractérisée par une augmentation accrue et non contrôlée de calcium intracellulaire dans 

la fibre musculaire à l’origine de sa lyse cellulaire. L'augmentation de la concentration de calcium 

intracellulaire repose soit sur une lésion directe de la membrane plasmique de la fibre musculaire, ou 

sarcolemme, soit sur une déplétion énergétique dans la cellule musculaire. Dans ce dernier cas, la 

réduction de la production du substrat énergétique adénosine triphosphate (ATP) provoque le 

dysfonctionnement des pompes ioniques qui en sont dépendantes, telles que les pompes sodium (Na+) 

/ potassium (K+) ATPases et calcium (Ca2+) ATPases, à l’origine d’un défaut de régulation des flux 

calciques. En effet, le dysfonctionnement des pompes Na+/K+ ATPases au niveau du sarcolemme 

entraînent une augmentation de la concentration intracellulaire de Na+, responsable d’une 

augmentation de l’activité de l’échangeur 2 Na+/Ca2+ à l’origine de la sortie de l’excès de Na+ 

intracellulaire et d’une entrée importante de Ca2+ cytosolique. Par la suite, ce surplus de Ca2+ 

intracellulaire ne peut pas être compensé par une entrée de calcium au niveau du RS, ni par efflux au 

niveau du sarcolemme par défaut des pompes Ca2+ ATPases reposant sur le déficit énergétique de la 

cellule (Giannoglou et al., 2007(9) ; Torres et al., 2015(10) ; Chavez et al., 2016(11)) (Figure 1).  

L’accumulation intracellulaire calcique présente différentes conséquences en parallèle qui 

amplifient ce phénomène et entraine la lyse des cellules musculaires associée à la libération de leur 

contenu toxique dans l'espace extracellulaire. D’une part, une concentration cytosolique accrue de 

Ca2+ est responsable de l’activation de différentes phospholipases et protéases calcium-dépendantes 

dont la phospholipase A2 à l’origine de la dégradation des membranes phospholipidiques, que ce soit 

le sarcolemme ou les membranes des organelles. Cette digestion enzymatique entraine non seulement 

une augmentation de la perméabilité des membranes, accentuant l’augmentation des concentrations 
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de calcium intracellulaire, mais également le relargage de composants membranaires, dont les acides 

gras libres, entrainant eux-mêmes des dommages toxiques directs sur les membranes. D’autre part, 

des taux importants de Ca2+ maintiennent la contraction continue des fibres musculaires, renforçant 

la déplétion en ATP intracellulaire. L'augmentation rapide du calcium cytosolique contribue également 

à une augmentation du calcium mitochondrial en raison de son gradient chimique entre le cytoplasme 

et la mitochondrie. A long terme, cette dernière affecte négativement l’intégrité structurelle et 

fonctionnelle mitochondriale, altérant finalement la production d'ATP. L’augmentation calcique 

mitochondriale est également responsable de la production accrue de ROS oxydant diverses 

biomolécules telles que les protéines, les lipides et les acides nucléiques. L’oxydation des protéines et 

des lipides, composants majoritaires des membranes cellulaires, renforce leur déstabilisation et les 

dysfonctions des divers organites dont les membranes sont affectées comme le RS et la mitochondrie.  

Enfin, l’accumulation de mutations de l'acide désoxyribonucléique (ADN) mitochondrial aggrave le 

déficit énergétique par dérégulation de l’expression des protéines impliquées dans la respiration 

mitochondriale, et, plus généralement, l’oxydation de l'ADN nucléaire entraîne une désorganisation 

fonctionnelle de la fibre musculaire (Giannaglou et al., 2007(9)) (Figure 1). 

 

Figure 1 : Principaux mécanismes physiopathologiques de la rhabdomyolyse. Illustration modifiée de l’article 

Giannoglou et al., 2007, European Journal of Internal Medicine.  
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C. Étiologies de la rhabdomyolyse aiguë 

Les causes de RM sont multiples et peuvent être classées en deux grandes catégories, acquises 

ou génétiques. Dans certains cas, la survenue de RM est le résultat de la combinaison entre une 

prédisposition génétique et une ou des causes environnementales. D’une part, les étiologies acquises, 

nombreuses et variées, regroupent notamment des causes toxiques (abus d’alcool ou de substances 

illicites, toxines ou iatrogénie médicamenteuse dont notamment les hypocholestérolémiants de la 

famille des statines), des efforts musculaires intenses, des causes traumatiques et/ou ischémiques 

musculaires, des changements importants de température corporelle,  des troubles 

hydroélectrolytiques et endocriniens, des infections bactériennes ou virales notamment à tropisme 

musculaire, et certaines pathologies auto-immunes inflammatoires de type myosites. D’autre part, les 

RM d’origine génétique rassemblent notamment les myopathies métaboliques, certaines myopathies 

structurelles et des canalopathies musculaires (Shapiro et al., 2012(12) ; Torres et al., 2015(10)).  

Les causes génétiques d’épisodes aigus de RM impliquent principalement le métabolisme 

musculaire et les canaux calciques. Ces causes intègrent essentiellement des myopathies 

métaboliques d’origine héréditaire. Il s’agit d’un ensemble des pathologies musculaires hétérogènes 

rares reposant sur une ou des mutations géniques impliquant des milliers de protéines, principalement 

des enzymes, des récepteurs et des transporteurs impliqués dans différentes voies biochimiques 

(Morava et al., 2015(13)). Classiquement, trois grandes voies métaboliques sont principalement 

affectées : le métabolisme glucidique, et plus particulièrement la glycolyse et glycogénolyse (ou 

glycogénoses), le métabolisme lipidique (ou lipidoses), et notamment la β-oxydation des acides gras, 

et la chaine respiratoire mitochondriale (myopathies mitochondriales) (Di Mauro et al., 2010(13)). 

Cependant, la classification de ce groupe de maladies est en constante évolution, intégrant de 

nouveaux mécanismes pathologiques, notamment la biosynthèse lipidique complexe impliquée dans 

des défauts de remodelage protéique (défaut de glycosylation notamment) (Lamari et al., 2015(14) ; 

Saudubray et al., 2019(15)) et de trafic cellulaire (trafic vésiculaire et/ou l'autophagie) (Ebrahimi-

Fakhari et al., 2016(16) ; García-Cazorla et al., 2022(17)). La particularité des RM d’origine métabolique 

est l’identification de facteurs déclenchants tels qu’un exercice soutenu, un jeûne, de la fièvre ou une 

infection) (Michot et al., 2010(18) et 2012(19)). 

Dans le cadre des RM aiguës d’origine génétique, notre laboratoire a pour objectif de 

comprendre leur physiopathologie, notamment en étudiant les mécanismes sous-jacents liant 

l'autophagie, l'homéostasie calcique et le métabolisme lipidique dans la survenue d’épisodes aigus de 

RM  à travers l’exemple de patients présentant des mutations des gènes LPIN1, Transport And Golgi 

Organization 2 Homolog (TANGO2), Ryanodine receptor 3 (RYR3), Vacuolar protein sorting 13 homolog 
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C (VPS13C) ou Annexin A6 (ANXA6). Dans cette thèse, nous nous focaliserons sur l’exemple du 

gène LPIN1, dont les mutations sont des causes de prédisposition à la survenue d’épisodes aigus de 

RM. 

D. Diagnostic de la rhabdomyolyse aiguë 

Le diagnostic de la RM comprend un examen clinique, à la recherche des symptômes 

précédemment décrits, l’anamnèse pour comprendre le contexte de survenu de l’épisode aigu de RM 

en identifiant, si possible, le ou les facteurs déclenchants, et les antécédents familiaux. Cependant, 

comme précisé précédemment, la présentation clinique d’une RM est très large et ne permet pas à 

elle-seule de poser le diagnostic, notamment par l’absence ou la présence incomplète de la triade 

clinique (faiblesse musculaire, myalgie, myoglobinurie avec urines porto) dans la plupart des cas. 

  Le diagnostic de RM repose davantage sur des paramètres biologiques, reflétant le relargage 

dans la circulation sanguine et les urines des composants intracellulaires de la fibre musculaire. Parmi 

les analyses mises en place en routine, le dosage plasmatique des CPK, et plus particulièrement son 

sous-type CPK-MM spécifique du muscle, est considéré comme le paramètre de référence dans le 

diagnostic de la RM. Il s’agit d’enzymes catalysant le transport d’un groupement phosphate de la 

créatine vers l’adénosine diphosphate (ADP) pour former de l’ATP. Les taux de CPK augmentent 

progressivement de façon rapide après le début de la RM pour atteindre un plateau en 24 à 72 heures, 

puis diminuent progressivement sur plusieurs jours voire semaines. Actuellement, il n’existe pas de 

seuil pour définir une RM, la règle admise étant une valeur des taux de CPK supérieure à cinq fois la 

normale, soit des valeurs généralement supérieures à 1 000 UI/L (Chavez et al., 2016(11)) voire 10 000 

UI/L dans le cas d’une RM aiguë sévère. D’autres analyses faciles à mettre en œuvre en routine peuvent 

également appuyer le diagnostic comme le dosage d’autres enzymes musculaires, l’ionogramme 

sanguin ou encore l’analyse urinaire à la recherche de troubles électrolytiques et d’une myoglobinurie 

respectivement. Par la suite, d’autres examens peuvent être mis en place pour évaluer et suivre la 

survenue de complications dont l’exploration de troubles du rythme cardiaque, de la fonction rénale 

et des troubles de la coagulation (Khan et al., 2009(20) ; Nance et Mammen 2015(21)). 

Enfin, il s’agit d’identifier l’origine de la survenue de l’épisode aigu de RM. Pour cela, l’examen 

clinique, et notamment la présence de signes extra-musculaires, ainsi que l’anamnèse peuvent 

permettre d’orienter les examens à réaliser pour le diagnostic étiologique. Après exclusion de causes 

acquises, une origine génétique doit être suspectée en se basant sur les antécédents du patient 

(apparition dans l’enfance et récurrence des épisodes de RM, antécédents d’intolérance à l’exercice) 

et l’histoire familiale (antécédents familiaux de troubles neuromusculaires et recherche de 

consanguinité car transmission le plus souvent autosomique récessive). L’évolution des CPK après 
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l’épisode de RM aiguë permet également d’orienter le diagnostic sous-jacent (Durigneux et al., 

2023(22)). Par la suite des tests génétiques sont mis en place, tels que le panel de gènes ou le 

séquençage de l’exome entier ou ciblé de nouvelle génération. Enfin, la recherche d’un trouble 

métabolique peut reposer sur différents tests d’effort ischémique, dont le test de préhension soutenue 

(ou Grip test) et l’épreuve d’effort, mais également sur la mesure ciblée de l'activité des enzymes du 

métabolisme (Nance et Mammen, 2015(21) ; Lilleker et al., 2018(23)).  
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CHAPITRE 2 : DÉFICIT EN LIPIN-1, UN EXEMPLE DE RHABDOMYOLYSES 

D’ORIGINE MÉTABOLIQUE 

A. Présentation générale de lipin-1 

1) Description du gène LPIN1 

Le gène LPIN1 a été identifié en 2001 par clonage positionnel suite à l’observation d’une 

mutation spontanée nulle dans un modèle murin responsable d’un phénotype caractérisé 

essentiellement par une stéatose hépatique néonatale transitoire, d’où le nom de modèle murin fld 

pour fatty liver dystrophy (Langner et al., 1989(24) ; Reue et al., 2000(25) ; Péterfy et al., 2001(26)). 

Par clonage et séquençage, il a été identifié deux autres gènes paralogues, LPIN2 et LPIN3, ainsi que 

d’autres gènes orthologues conservés au sein de différentes espèces, dont certaines très éloignées sur 

le plan de l’évolution (souris, drosophile, nématode tel que C. elegans, levures comme S. cerevisiae ou 

S. pombe, plante comme A. thaliana, protozoaire unicellulaire comme P. falciparum) (Pérterfy et al., 

2001(26)), soulignant le rôle fondamental de la famille de gènes LPIN. Chez l’Homme, les gènes LPIN1, 

LPIN2 et LPIN3 sont situés respectivement sur les chromosomes 2 (2p25.1), 18 (18p11.31) et 20 

(20q12).  

2) Description de la protéine lipin-1 

La protéine lipin-1, issu du gène homonyme LPIN1, est une protéine soluble d’environ 98 kDa 

caractérisée par une double fonction participant notamment à l’homéostasie et au métabolisme 

lipidique. En effet, elle possède à la fois une activité enzymatique de type phosphatidate phosphatase, 

impliquée dans la synthèse de triglycérides et de phospholipides membranaires, mais également une 

activité transcriptionnelle participant notamment à la régulation de gènes impliqués dans la β-

oxydation des acides gras (Csaki et Reue, 2013(27) ; Chen et al., 2014(28) ; Zhang et Reue, 2017(29) ; 

Lutkewitte et Finck, 2020(30)) (fonctions moléculaires décrites plus en détails dans la partie suivante). 

La protéine lipin-1 présente une distribution tissulaire relativement ubiquitaire mais son niveau 

d’expression est tissu-dépendant avec une prédominance au niveau du tissu adipeux et du muscle. Il 

est à noter une prédominance d’expression différente pour les deux autres paralogues : ainsi, lipin-2 

est majoritairement exprimé dans le tissu adipeux, le foie et le cerveau, et lipin-3 au niveau du tractus 

digestif (Donkor et al., 2007(31)). 

La structure protéique de lipin-1 comporte des domaines hautement conservés à travers les 

espèces, et présents dans les deux paralogues lipin-2 et lipin-3, qui sont essentiels à ses fonctions 



8 

 

(Péterfy et al., 2001(26)). Ainsi, l’extrémité carboxy-terminale (C-LIP) de la protéine possède deux 

motifs clés : le motif DXDXT, correspondant au site catalytique nécessaire à l’activité enzymatique de 

lipin-1 (Han et al., 2006(32)), et le motif LXXIL assurant sa liaison à des facteurs nucléaires permettant 

son activité transcriptionnelle (Finck et al., 2006(33)). Proche de l’extrémité amino-terminale (N-LIP), 

il existe également un domaine Nuclear localisation signal (NLS), dont le motif polybasique riche en 

acides aminés positivement chargés (lysisine et arginine), est nécessaire à la fois à la translocation 

nucléaire de la protéine lipin-1, mais également à sa liaison aux membranes riches en acide 

phosphatidique lui permettant de réguler son activité enzymatique (Ren et al., 2010(34)) (Figure 2). 

Enfin, la protéine lipin-1 présente trois isoformes, lipin1α, lipin1β et lipin1γ, à la suite de 

l’épissage alternatif du gène LPIN1, phénomène de transcription conservé à travers les espèces. Cela 

consiste en l’ajout d’un exon en phase supplémentaire de 36 ou 26 acides aminés, pour lipin-1β et 

lipin1γ respectivement, à la séquence de 890 aminés de lipin-1α (Péterfy et al., 2005(35) ; Han et 

Carman, 2010(36)). Il est à noter que l’inclusion de ces exons n’altère aucun site fonctionnel connu de 

la séquence protéique de lipin1 (Csaki et Reue, 2013(27)). Les trois isoformes de lipin1 ayant des 

différences d’activité enzymatique, d’expression tissulaire, de localisation cellulaire et de fonctions 

physiologiques, cet épissage alternatif constitue un élément de régulation des activités de la protéine 

lipin1 (Csaki et Reue, 2013(27)) (partie davantage détaillée plus loin).  

 

Figure 2 : Caractéristiques structurelles essentielles aux fonctions de la protéine lipin-1. Illustration modifiée de 

l’article Chen et al., 2014, Annals of Nutrition and Metabolism. La protéine contient deux régions conservées au 

cours de l’évolution à ses extrémités N et C-terminales (N-LIP et C-LIP), contenant des motifs fonctionnels clés 

(DXDT et LXXIL), ainsi qu’un domaine NLS nécessaire à sa translocation nucléaire. 

3) Deux mécanismes d’action moléculaires de lipin-1 

a. Fonction enzymatique phosphatidate phosphatase 1 (PAP-1) de lipin-1 

L’activité enzymatique de type phosphatidate phosphatase 1 (PAP-1), portée par les protéines 

lipin, intervient au niveau de la voie principale de synthèse des triglycérides à partir du glycérol-3-
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phosphate. Les triglycérides sont des composants essentiels de réserve énergétique dans le tissu 

adipeux et de source énergétique pour la β-oxydation des acides gras dans les muscles squelettiques 

et le myocarde. Au sein de cette voie de synthèse, les protéines lipin permettent la conversion de l’acide 

phosphatidique en diacylglycérol, précurseur non seulement des triglycérides mais également des 

phospholipides neutres (phosphatidylcholine, phosphatidyléthanolamine et phosphatidylsérine), 

composants lipidiques majeurs des membranes cellulaires (Csaki et Reue, 2013(27) ; Chen et al., 

2014(28) ; Zhang et Reue, 2017(29) ; Lutkewitte et Finck, 2020(30)). 

La purification de l’activité PAP-1 dans la levure (Saccharomyces cerevisiae) a permis l’obtention 

de la séquence protéique de Pah1p, protéine codée par le gène orthologue de la famille de gènes LPIN 

chez les mammifères. Basée sur leur homologie structurale, l’activité PAP-1 a également été démontrée 

pour les autres protéines lipin chez les mammifères (Han et al., 2006(32)). Par la suite, des précisions 

ont été apportées quant à l’activité PAP-1 des protéines lipin : cette activité est spécifique de l’acide 

phosphatidique, dépendante du magnésium (Mg2+) et peut être inhibée par le N-éthylmaléimide (Han 

et al., 2006(32) ; Donkor et al., 2007(31)). Ne possédant pas de domaine transmembranaire, les 

protéines lipin peuvent circuler librement dans le cytosol jusqu’à leur cible, l’acide phosphatidique, 

contenu au niveau des membranes des organelles tels que le réticulum endoplasmique (RE) et la 

mitochondrie, mais également au niveau des autophagosomes et lysosomes. (Zhang et Reue, 

2017(29)). 

b. Activité transcriptionnelle de lipin-1 

En plus de sa localisation au niveau des membranes cellulaires pour y exercer sa fonction 

enzymatique PAP-1, lipin-1 peut également être localisée au niveau du noyau cellulaire (Péterfy et al., 

2001(26)). Sa fonction transcriptionnelle a ensuite été décrite pour la première fois par Finck et al., 

2006 en montrant son interaction avec le facteur de transcription Peroxisome proliferator-activated 

receptor (PPAR) α et son coactivateur transcriptionnel PPARγ coactivator 1α (PGC-1α) en réponse au 

jeûne au niveau hépatique dans un modèle murin. Il en résulte ainsi une augmentation de l’expression 

de gènes impliqués dans la β-oxydation des acides gras et la phosphorylation oxydative mitochondriale 

notamment, ainsi que la diminution de l’expression de gènes impliqués dans la lipogenèse de novo. 

Par la suite, d’autres interactions de lipin-1 ont été identifiées permettant son activité 

transcriptionnelle. Par exemple, lipin-1 participe à l’activation d’autres partenaires de PGC1α comme 

les récepteurs nucléaires PPARβ/γ, Hepatocyte nuclear factor 4 α (HNF4α) et les récepteurs aux 

glucocorticoïdes, ainsi qu’à l’activation d’autres facteurs de transcription comme Myocyte enhancer 2 

(MEF2). La protéine lipin-1 est également capable d’entrainer la répression du facteur de transcription 

Nuclear factor of activated T-cells c4 (NFATc4) (Csaki et Reue, 2013(27) ; Chen et al., 2014(28) ; Zhang 

et Reue, 2017(29)). 
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Les mécanismes par lesquels la protéine lipin-1 exerce sa fonction transcriptionnelle ne sont 

pas élucidés actuellement. Ils semblent être multiples et dépendants du facteur de transcription 

impliqué : 1) présence au sein de complexes associés aux promoteurs de gènes cibles ; 2) constitution 

d’un échafaudage moléculaire à l’origine du recrutement de modificateurs d’histones, soit 

désacétylases soit acétylases, responsables de la répression ou de l’activation génique 

respectivement ; 3)  formation de liaison avec des phospholipides, ligands de récepteurs nucléaires, 

de façon similaire à une protéine chaperonne (Harris et Finck, 2011(37) ; Csaki et Reue, 2013(27)). 

4) Régulation de lipin-1 

Il existe différents niveaux de régulation de lipin-1, au niveau transcriptionnel (modulation de 

son expression et épissage alternatif), mais aussi protéique (modifications post-traductionnelles et 

formation oligomérique). 

a. Régulation transcriptionnelle du gène LPIN1 

Modulation de l’expression génique 

Plusieurs stimuli ont été identifiés comme à l’origine de l’induction de l’expression du gène 

LPIN1 au niveau hépatique : obésité, jeûne, diabète, régime riche en graisses, exercice intense, ou 

encore exposition chronique à l’éthanol (Harris et Finck, 2011(37)). Certains de ces stimuli ont été 

identifiés comme responsables d’une augmentation de l’activité enzymatique PAP-1 au niveau 

hépatique avant même l’identification du gène LPIN1, tels que le jeûne, le diabète et l’exposition 

chronique à l’éthanol. A l’inverse, le jeûne et le diabète ont été décrits comme étant responsables 

d’une diminution de l’activité PAP-1 au niveau du tissu adipeux. La régulation de l’activité PAP-1 

semble donc tissu-dépendante (Reue et Brindley, 2008(38) ; Chen et al., 2014(28)). 

Plusieurs facteurs de transcription ont été identifiés comme à l’origine de la régulation de 

l’expression du gène LPIN1. Par exemple, une déplétion intracellulaire de stérols au niveau hépatique 

ou l’exposition chronique à l’éthanol contribue à une augmentation de l’expression de LPIN1 via les 

facteurs de transcription Sterol response element binding protein-1 (SREBP1) et Nuclear transcirption 

factor Y (NF-Y). PGC-1α induit également l'expression de LPIN1 via le facteur de transcription HNF4α 

dans les hépatocytes. De plus, les glucocorticoïdes, augmentés en cas d’obésité ou de jeûne, se fixent 

à leur récepteur situé en amont de la séquence du gène LPIN1 et augmentent ainsi son expression au 

cours de la différenciation adipocytaire. Au niveau des adipocytes, il existe également une corrélation 

entre la sensibilité à l’insuline et l’expression du gène LPIN1 puisque cette dernière est augmentée en 

présence de produits sensibilisant à l’insuline (thiazolidinediones et harmine). Enfin, au niveau 
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musculaire, l’activation des récepteurs β2-adrénergiques, en cas d’exercice intense, entraine une 

augmentation de l’expression du gène LPIN1 via le facteur de transcription 

Neuron-derived  orphan  receptor  1 (NOR-1) (Reue et Brindley, 2008(38) ; Chen et al ., 2014(28)). Il est 

à noter que certains facteurs de transcription se lient directement à la région promotrice du gène 

LPIN1 :  NOR-1, SREBP1, NF-Y, mais également CCAAT enhancer binding protein (C/EBP) et c-Adenosine 

monophosphate (AMP) response element binding protein (CREB). De façon générale, les facteurs de 

transcription impliqués dans la régulation de l’expression du gène LPIN1 sont activés par des stimuli 

lipogéniques (C/EBP, GR, SREBP-1) ou des voies de signalisation liées à des besoins énergétiques accrus 

(NOR-1, CREB, PGC-1α) (Harris et Finck, 2011(37)). 

 A l’inverse, l’activation des récepteurs de l’immunité innée Toll-like receptor (TLR) 4 et 2, 

respectivement par le LPS et le zymosan, et certaines cytokines inflammatoires, ainsi que l’utilisation 

d’inducteurs du stress du RE (tunicamycine et thapsigargine) entrainent une répression du gène LPIN1 

au niveau du tissu adipeux. Il existe également une diminution de l’expression du gène LPIN1 au niveau 

hépatique et utérin par l’estrogène (Chen et al., 2014(28)). Enfin, il est à noter que, dans des 

hépatocytes et des adipocytes in vitro, l’inhibition transcriptionnelle de lipin-1 ou de lipin-2 est à 

l’origine de l’augmentation du transcrit et de la protéine de l’autre paralogue. Cependant, l’impact de 

ces changements sur l’activité enzymatique PAP-1 n’est pas intuitif au niveau des hépatocytes : 

l’inhibition de lipin-1 réduit drastiquement l’activité enzymatique PAP-1 alors que l’inhibition de lipin-

2 augmentent cette dernière par surexpression de LPIN1 (Grimsey et al., 2008(39)). 

Epissage alternatif du gène LPIN1 

Comme décrit précédemment, la protéine lipin-1 possède trois isoformes différentes à la suite 

d’un épissage alternatif du gène LPIN1 possédant des caractéristiques différentes. En effet, dans un 

modèle murin fdl, l’isoforme α est prédominante au niveau du cerveau, de la rate et des pré-

adipocytes, alors que l’isoforme β est présente essentiellement dans le foie, le cœur, le rein et les 

adipocytes matures (Péterfy et al., 2005(35) ; Han et Carman, 2010(36)). Cette différence d’expression 

tissulaire des différentes isoformes souligne un épissage alternatif du gène LPIN1 tissu-dépendant. De 

plus, dans ce modèle, la localisation subcellulaire des isoformes de lipin-1 est différente : localisation 

nucléaire pour l’isoforme α, cytosolique pour l’isoforme β, et au niveau des gouttelettes lipidiques 

pour l’isoforme γ. Ce modèle murin montre également des différences d’activité transcriptionnelle des 

isoformes, notamment dans l’exemple de la différenciation adipocytaire : dans l’adipocyte, lipin-1α 

stimule l’expression de gènes adipogéniques, tandis que lipin-1β promeut des gènes lipogéniques 

(Péterfy et al., 2005(35)). Enfin, dans un modèle d’E. coli, il a été décrit que les isoformes α et β ont 

une activité PAP-1 plus importante que celle de l’isoforme γ, mais que cette dernière présente une 

plus grande affinité pour leur substrat, l’acide phosphatidique (Han et Carman, 2010(36)). Ainsi, la 
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nature de l’isoforme de lipin-1 ayant un impact sur sa localisation tissulaire et subcellulaire, ainsi que 

sur ses activités enzymatiques et transcriptionnelles, la régulation de l’épissage alternatif du transcrit 

est à prendre en considération dans la régulation des fonctions physiologiques de lipin-1. Cependant, 

actuellement, il existe peu de données sur la régulation de cet épissage alternatif (Csaki et Reue, 

2013(27)). 

Ainsi, lipin-1, jouant un rôle sur la lipogenèse et la lipolyse, est finement régulé en fonctions 

des besoins énergétiques et de l’environnement. 

b. Régulation protéique de lipin-1 

Modifications post-traductionnelles 

Des modifications post-transcriptionnelles de la protéine lipin-1 chez les mammifères peuvent 

également réguler sa localisation subcellulaire et, par conséquent, ses différentes fonctions, incluant 

des modifications principalement par phosphorylation et sumoylation, ainsi que par acétylation ou 

ubiquitination (Csaki et Reue, 2013(27) ; Reue et Wang, 2019(40) ; Lutkewitte et Finck, 2020(30)). En 

effet, la phosphorylation de lipin-1, et dans une moindre mesure l’acétylation, influence la 

translocation de lipin-1 du cytosol vers les membranes cellulaires, principalement au niveau du RE mais 

aussi de la mitochondrie et autophagosomes/lysosomes, permettant de réguler indirectement son 

activité PAP-1 par accès à son substrat, l’acide phosphatidique (Csaki et Reue, 2013(27) ; Reue et Wang, 

2019(40) ; Lutkewitte et Finck, 2020(30)). De plus, la sumoylation, sur des résidus lysine, est également 

responsable de la translocation nucléaire de lipin-1 régulant ainsi sa fonction comme co-régulateur 

transcriptionnel (Liu et Gerace., 2009(41)). Enfin, comme pour la plupart des protéines, la 

polyubiquitination de la protéine lipin-1 entraine sa dégradation par le protéasome (Shimizu et al., 

2017(42)).  

La phosphorylation de lipin-1 est la modification post-traductionnelle la plus décrite. Ainsi, une 

hyperphosphorylation sur de multiples résidus sérine et thréonine de lipin-1 entraine sa séquestration 

dans le cytoplasme par interaction avec les protéines 14-3-3 (Péterfy et al., 2010(43)). A contrario, le 

complexe C-terminal domain nuclear envelope phosphatase (CTDNEP) / Nuclear envelope phosphatase 

1-regulatory subunit 1 (NEP1R1) entraine la déphosphorylation de lipin-1 et promeut sa translocation 

au niveau des membranes (Kim et al., 2007(44) ; Han et al., 2012(45)). La phosphorylation de lipin-1 a 

été observée en présence d’insuline et d’acides aminés, dépendante de la voie de signalisation médiée 

par mammalian target of rapamycin complex 1 (mTORC1) / phosphoinositide 3-kinase (PI3K) en 

présence d’insuline (Huffman et al., 2002(46) ; Harris et al., 2007(47) ; Peterson et al., 2011(48)). A 

l’inverse, la déphosphorylation de lipin-1 a été décrite en présence d’acides gras insaturés, comme 

l’acide oléique, qui participe notamment à la fluidité membranaire (Harris et al., 2007(47)) . Cette 



13 

 

modification post-traductionnelle fait partie d’un ensemble complexe de facteurs impliqués dans la 

modification des interactions entre la protéine lipin-1 et son substrat, dont la composition 

phospholipidique des membranes et le pH environnant modifiant l’état d’ionisation de l’acide 

phosphatidique (Peterson et al., 2011(48) ; Eaton et al., 2013(49)).  

Formation d’oligomères 

La protéine lipin-1 peut former des structures homo-oligomériques, sous forme de dimères ou 

de tétramères, via des interactions de type N-LIP/N-LIP ou C-LIP/C-LIP à l’état natif. Lipin-1 peut 

également former des hétéro-oligomères avec ses paralogues, lipin-2 ou lipin-3. Cependant, les 

monomères de lipin-1 étant capables indépendamment d’assurer la fonction enzymatique de cette 

protéine, l’implication de ces formations oligomériques dans les fonctions physiologiques de lipin-1 

restent à élucider (Liu et al., 2010(50)). 

B. Rhabdomyolyses dans le déficit en lipin-1 

1) Description du phénotype associé au déficit en lipin-1 chez les patients 

En clinique, plusieurs mutations du gène LPIN1 (NM_145693.4) ont été identifiées, depuis les 

premières mutations observées par Zeharia et al., 2008, et peuvent être classées comme suit : 44 

mutations par substitutions nucléotidiques (non-sens et faux-sens), 8 épissages, 9 petites délétions et 

5 petites insertions, 1 petite insertion/délétion et 8 grosses délétions (HGMD® Professional 2023.1). 

La majorité des mutations pathogéniques du gène LPIN1 sont des mutations nulles conduisant à une 

protéine tronquée non fonctionnelle rapidement dégradée ou à l’absence de protéine, 

majoritairement à la suite de mutations non-sens, de décalages du cadre de lecture aboutissant à 

l’apparition précoce d’un codon stop (frameshift), ou de délétions (Zeharia et al., 2008(51) ; Michot et 

al., 2010(18) et 2012(19) ; Meijer et al., 2015(52) ; Kanderi et al., 2022(53)). 

Le déficit en lipin-1 est une pathologie rare, héréditaire et autosomique récessive (n° OMIM 

268200) qui repose essentiellement sur des épisodes aigus de RM avec myoglobinurie pouvant être 

fatales et déclenchés le plus souvent par la fièvre, le jeûne ou un exercice musculaire intense.  Une 

faiblesse musculaire et/ou des myalgies peuvent également complétées ce tableau clinique en dehors 

des épisodes aigues de RM (Zeharia et al., 2008(51) ; Michot et al., 2012(19)), ainsi qu’une atteinte 

cardiaque de type cardiomyopathie voire insuffisance cardiaque (Michot et al., 2012(19) ; Legendre et 

al., 2018(54)). Les RM aigues surviennent principalement dans l’enfance, probablement car les 

infections virales sont plus fréquentes chez le jeune enfant, mais des cas ont aussi été rapportés chez 

l’adulte (Stepien et al., 2019(55) ; Minton et al., 2020(56) ; Indika et al., 2020(57)). Des cas de RM ayant 
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été détectés chez des patients traités par des statines et présentant une haploinsuffisance (mutation 

hétérozygote) du gène LPIN1 (Zeharia et al., 2008(51)), le déficit en lipin-1 est donc considéré comme 

un facteur de risque de myotoxicité lors d’un traitement par statine (Thompson et al., 2016(58)). Chez 

les patients, il n’y a pas de lipodystrophie car il semblerait que les adipocytes possèdent des 

mécanismes compensatoires, non présents dans les modèles murins, incluant une synthèse de 

triglycérides indépendante de lipin et une réduction de la lipolyse des triglycérides stockés (Temprano 

et al., 2016(59)). Cette absence de lipodystrophie est également corrélée à une absence de 

dyslipidémie, de stéatose hépatique et d’insulino-résistance chez les patients (Michot et al., 2010(18) ; 

Schweitzer et al., 2015(60)). Par opposition au modèle murin dont le phénotype est présenté ci-

dessous, il est à noter qu’un seul cas de neuropathie périphérique a été décrit chez l’Homme (Lu et al., 

2021(61)). 

Lorsqu’elle est réalisée en phase aigüe, notamment en cas d’autopsie, la biopsie musculaire 

des patients présentant un déficit en lipin-1 révèle une nécrose des fibres musculaires sans infiltration 

de cellules immunitaires (Bergounioux et al., 2012(62)). L’histologie du muscle est aussi caractérisée 

par une accumulation de gouttelettes lipidiques, retrouvée également lors de biopsies de muscle 

réalisées en dehors d’un épisode aigu de RM. En dehors des gouttelettes lipidiques, l’histologie du 

muscle en phase non aiguë ne montre pas de franche anomalie. L’étude lipidique réalisée à partir de 

tissus musculaires révèle l’accumulation d’intermédiaires lipidiques de la voie du glycérol 3-phosphate 

en amont du déficit enzymatique, notamment de l’acide phosphatidique et des phospholipides, sans 

modification de la quantité de diacylglycérol en aval du déficit (Zeharia et al., 2008(51) ; Michot et al., 

2010(18) et 2012(19)). 

Une étude menée par Michot et al., 2013 a montré dans des myoblastes primaires de patients 

déficients en lipin-1 que l’absence d’expression génique et protéique était associée à une diminution 

de son activité enzymatique PAP-1, sans modification de son activité transcriptionnelle. L’observation 

de l’accumulation de gouttelettes lipidiques et d’acides gras libres dans ces cellules musculaires a été 

corrélée en partie à une augmentation du gène Acetyl-CoA Carboxylase β (ACACB) et une diminution 

partielle de l’activité de Carnitine palmitoyltransferase I (CPT1), impliqués dans la synthèse et la β-

oxydation des acides gras respectivement. Ces altérations du métabolisme lipidique au niveau des 

cellules musculaires ont été exacerbées par le traitement de ces dernières par la combinaison de deux 

cytokines proinflammatoires (Tumor necrosis factor α (TNF-α) et interleukine (IL)-1β), mimant une 

infection, et diminuées en présence d’un glucocorticoïde de synthèse anti-inflammatoire 

(dexaméthasone). Ainsi, le mécanisme pathogénique de la RM chez les patients déficients en lipin-1 

résulte de l'altération constitutive du métabolisme lipidique qui est exacerbée par des cytokines pro-

inflammatoires (Michot et al., 2013(63)).  
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Afin de comprendre les mécanismes par lesquels un déficit en lipin-1 entraine des dommages 

musculaires, ont été mis en place des études sur plusieurs modèles murins notamment, dont les 

phénotypes sont présentés ci-dessous.  

2) Description du phénotype associé au déficit en lipin-1 dans les modèles murins 

Le modèle murin fld porte un réarrangement complexe du gène Lpin1 à l’origine d’une 

mutation nulle expliquant des troubles du métabolisme lipidique notamment. Une mutation 

ponctuelle (Gly84Arg) a également été décrite dans un modèle murin nommé fld2J, présentant un 

phénotype identique à celui du modèle murin fld (Péterfy et al., 2001(26)). Ces modèles murins sont 

caractérisés par un retard de croissance et une stéatose hépatique néonatale spontanément résolutifs, 

une lipodystrophie associée à une hypertriglycéridémie et à une insulinorésistance, ainsi que le 

développement d’une neuropathie périphérique et une infertilité chez le jeune adulte. Ce phénotype 

est cohérent avec le profil d’expression majoritaire de la protéine lipin-1 dans le tissu adipeux et les 

testicules, et une expression plus faible dans le foie (Donkor et al., 2007(31)). Afin de mieux 

appréhender les altérations musculaires du déficit en lipin-1, sans les effets confondants des 

perturbations métaboliques décrites dans l’organisme entier (lipodystrophie et neuropathie 

périphérique notamment), des modèles murins présentant une délétion spécifique de lipin-1 dans le 

muscle squelettique ont été générés (Phan et Reue, 2005(64) ; Schweitzer et al., 2019(65) ; Rashid et 

al., 2019(66)). 

Dans ces modèles murins, le phénotype musculaire correspond à une diminution de la force 

musculaire (Rashid et al., 2019(66)) et à une réduction de la tolérance à l’exercice associée à une 

augmentation des concentrations plasmatiques de CPK (Schweitzer et al., 2019(65)). L’histologie 

révèle une nécrose des fibres musculaires mais aussi des marqueurs de régénération musculaire 

(centralisation anormale des noyaux des fibres musculaires, fibrose et infiltrats de cellules 

immunitaires), notamment en condition de stress métabolique (jeûne de 12 à 16h environ) (Zhang et 

al., 2014(67) ; Schweitzer et al., 2019(65) ; Rashid et al., 2019(66)). Ces marqueurs de myopathie sont 

également associés à des modifications du profil lipidique musculaire, avec une accumulation de 

gouttelettes lipidiques, d’acide phosphatidique, de lipides neutres et de phospholipides. De par la 

construction des mutations de lipin-1 spécifiques du muscle et dissociant les deux fonctions 

moléculaires de la protéine, il a été démontré que ces altérations musculaires sont davantage liées à 

une perte de l’activité enzymatique PAP-1 de lipin-1 qu’à la perte de son activité transcriptionnelle 

(Schweitzer et al., 2019(65) ; Rashid et al., 2019(66)). 
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La lipodystrophie du modèle fld entraine une inversion des sources énergétiques musculaires 

mobilisées en fonction des régimes alimentaires : utilisation du glucose issu de la glycogénolyse lors 

d’un jeûne et des acides gras en période de nutrition (Xu et al., 2006(68)). Ainsi, la lipodystrophie serait 

à l’origine d’une augmentation des gènes impliqués dans la β-oxydation des acides gras et d’une 

diminution de la synthèse et du stockage de ces derniers au niveau du muscle en période de jeûne 

(Phan et Reue, 2005(64)). Des changements phénotypiques dans les fibres musculaires peuvent être 

associés et reflètent une adaptation à cette situation métabolique : augmentation des fibres de type 

glycolytiques aux détriments des fibres de type oxydatives (Sellers et al., 2019(69)). Cette adaptation 

des fibres musculaires n’est pas retrouvée dans un modèle présentant un déficit en lipin-1 spécifique 

du muscle, dans lequel l’expression des gènes impliqués dans la β-oxydation des acides gras est 

diminuée au profit de celle des gènes régulant la synthèse et le stockage de ces derniers (Phan et Reue, 

2005(64) ; Rashid et al., 2019(66)). Enfin, les modèles avec un déficit en lipin-1 spécifique du muscle 

ne présentent pas de diminution de la quantité musculaire de diacylglycérol (Schweitzer et al., 

2019(65) ; Rashid et al., 2019(66)), contrairement au modèle murin fld (Zhang et al., 2014(67)), se 

rapprochant des observations faites dans les myoblastes primaires de patients (Michot et al., 

2013(63)). 

La protéine lipin-1 est le seul paralogue présentant une expression significative musculaire 

chez l’Homme et une expression élevée chez la souris. Sa délétion spécifique au niveau musculaire est 

suffisante pour entrainer une myopathie chronique chez l’animal. De plus, un sauvetage de cette 

myopathie et de l’altération de l’utilisation des acides gras a été observé après une surexpression 

transgénique de lipin-1 au niveau du muscle dans le modèle murin fld (Phan et Reue, 2005(64) ; Zhang 

et al., 2014(67)). Ces observations, ainsi que la récurrence de RM sévères chez les patients présentant 

un déficit en lipin-1, suggère un effet intrinsèque de cette protéine au niveau du muscle. Par la suite, 

nous nous intéresserons donc aux éléments de physiopathologie au niveau musculaire pouvant 

expliquer les phénotypes présentés ci-dessus. 

C. Physiopathologie du déficit en lipin-1 au niveau musculaire 

1) Autophagie et mitophagie 

a. Présentation générale de l’autophagie 

La macroautophagie (ci-après dénommée autophagie) est une voie de dégradation lysosomale 

impliquée dans le recyclage et le renouvellement des macromolécules et des organelles 

intracellulaires. L’autophagie est caractérisée par la formation de novo de vésicules à double 
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membrane, les autophagosomes, dans lesquelles est chargé du matériel cytosolique (ou cargo) 

préalablement à sa dégradation lysosomale (Levine et Kroemer, 2008(70) ; Mizushima et al., 2008(71)). 

L’autophagie constitue un processus de remodelage membranaire regroupant plusieurs 

étapes : initiation, formation des autophagosomes à partir d’une membrane isolée, ou phagophore 

(comprenant les sous-étapes de nucléation, élongation et fermeture), fusion avec les structures 

endolysosomales, et dégradation lysosomale. L’exécution de l’ensemble de ces étapes implique la mise 

en place de protéines issues de gènes hautement conservés au cours de l’évolution, les gènes 

Autophagy related genes (ATG), notamment requis pour la formation des autophagosomes (Levine et 

Kroemer, 2019). A la suite de l’initiation de l’autophagie, la nucléation et l’élongation du phagophore 

sont sous le contrôle d’un complexe multiprotéique contenant principalement PI3K, dont la sous-unité 

catalytique Vps34, une fois activée, produit du phosphatidylinositol-3 phosphate (PI3P) permettant 

l’expansion des membranes autophagosomales jusqu’à leur fermeture (Parzych et Klionsky, 2014(72) ; 

Galluzzi et al., 2017(73)). L’élongation du phagophore est également associée à l'activité de deux 

systèmes de conjugaison, dont la forme lipidique de Microtubule-associated proteins 1A/1B light chain 

3B (LC3), notée LC3-II, générée sur les autophagosomes en formation. Ce dernier permet notamment 

l'absorption du cargo lors de sa liaison à plusieurs récepteurs de l'autophagie, dont p62, lors d’une 

autophagie sélective (Parzych et Klionsky, 2014(72) ; Galluzzi et al., 2017(73)). L'accumulation de LC3-

II, tout comme p62, et sa localisation dans les structures vésiculaires sont couramment utilisées 

comme marqueurs de l'autophagie (Mizushima et al., 2010(74) ; Pasquier, 2016(75) ; Klionsky et al., 

2021(76)). Enfin, la fusion de l’autophagosome mature avec le lysosome est nécessaire afin d’assurer 

la dégradation du cargo et  implique notamment la protéine Ras oncogene family 7 (Rab7), mais 

également aux Soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor activating protein receptor (SNARE), dont la 

syntaxine 17, et les complexes Homolytic fusion and vacuole protein sorting (HOPS) (Parzych et 

Klionsky, 2014(72) ; Galluzzi et al., 2017(73)).   

De par son rôle fondamental dans l’homéostasie cellulaire, l’autophagie est finement régulée 

de façon dynamique : elle présente un niveau basal constitutif qui peut être fortement exacerbée par 

de nombreux stimuli, tels que le jeûne par exemple durant lequel elle permet de dégrader le matériel 

cytoplasmique en métabolites pouvant être utilisés dans des processus de biosynthèse ou dans la 

production d'énergie, permettant ainsi la survie cellulaire (Yorimitsu et al., 2005). La régulation de 

l’autophagie est complexe et fait intervenir de nombreuses voies de signalisation qui convergent 

principalement vers la cascade de signalisation médiée par PI3K / Akt / mTOR, mTOR étant une 

sérine/thréonine kinase clé dans la régulation du métabolisme cellulaire, dont l’autophagie via sa sous-

unité mTORC1 (Jung et al., 2010(77) ; Kim et Guan, 2015(78)). A l’inverse, une altération de 

l’autophagie, notamment son inhibition, peut survenir dans des contextes pathologiques tels que la 
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formation de tumeurs, ainsi que des maladies neurodégénératives, infectieuses ou inflammatoires 

(Jiang et Mizushima, 2014 ; Klionsky et al., 2021). Il est intéressant de noter que des défauts au niveau 

de toutes les étapes de l’autophagie ont été associés à des pathologie des muscles squelettiques 

(Grumati et Bonaldo, 2012(79) ; Xia et al., 2021).  

b. Implication de lipin-1 dans l’autophagie et la mitophagie 

Altération de l’autophagie dans le déficit en lipin-1 

Dans différents modèles murins et humains ainsi que chez la drosophile présentant un déficit 

en lipin-1, un déficit du flux autophagique a été observé, notamment en phase terminale lorsque les 

autophagosomes fusionnent avec les lysosomes afin de former des autolysosomes matures 

permettant ainsi la dégradation des composants cellulaires endommagés (Ugrankar et al., 2011(80) ; 

Zhang et al., 2014(67) ; Schweitzer et al., 2019(65) ; Rashid et al., 2019(66) ; Hamel et al., 2021(81)). 

Grâce à un modèle murin entrainant la perte de l’activité PAP-1 uniquement (conservation de l’activité 

transcriptionnelle de la protéine lipin-1), il a été montré que l’implication de lipin-1 dans l’autophagie 

est dépendante de son activité enzymatique (Schweitzer et al., 2019(65)). Plusieurs mécanismes 

moléculaires sous-jacents ont été rapportés par la suite.  

Dans un modèle fld, la perte de l’activité enzymatique PAP-1 de la protéine lipin-1 a entrainé 

une diminution de diacylglycérol responsable d’une altération de la voie de signalisation médiée par 

la protéine kinase D (PKD) et Vps34 et d’une diminution des taux de PI3P, impliqué physiologiquement 

dans la formation des autophagosomes (Zhang et al., 2014(67)) (Figure 3). Par ailleurs, dans des 

myoblastes primaires humains, une diminution de PI3P au niveau des compartiments subcellulaires, 

tels que les autophagosomes et les endosomes tardifs, a été associée à un défaut de recrutement de 

la guanosine triphosphate (GTP) -ase Armus au niveau de ces structures entrainant une altération de 

la régulation dynamique de la protéine Rab7 maintenue sous forme active associée au GTP. L’état 

d’activation de Rab7 étant étroitement corrélé au trafic cellulaire bidirectionnel des structures 

autophagiques grâce à ses effecteurs FYVE And Coiled-Coil Domain Containing 1 (FYCO1) et Rab-

interacting lysosomal protein (RILP), son hyperactivation a entraîné des modifications de la localisation 

intracellulaire de ces structures qui, associées à une diminution de la fonction lysosomale, ont été à 

l’origine d’un blocage de la résolution autophagique (Hamel et al., 2021(81)) (Figure 3). 
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Figure 3 :  Implication de lipin-1 dans l’autophagie. Le déficit en lipin-1 ne permet pas la production de DAG, 

inhibant l’activation de la voie de signalisation médiée par PKD/Vps34 et donc la synthèse de PI3P au niveau de 

la membrane endosomale. L’absence de PIP3 inhibe le recrutement membranaire de la GTPase Armus 

responsable de la régulation dynamique de la protéine Rab7. La persistance de la forme GTP de Rab7 empêche le 

transport bidirectionnel des structures endosomales inhibant par conséquent la fusion avec le lysosome et ainsi 

la résolution autophagique. Créée avec BioRender.com. 

Le processus autophagique, dans lequel est impliqué l’activité PAP-1 de la protéine lipin-1, est 

dépendant de mTOR. En effet, le traitement par statines du modèle fld a pu exacerber un déficit en 

lipin-1, même partiel (ou haplo-insuffisance), par deux mécanismes différents : 1) diminution de 

l’activité de mTOR qui permet d’augmenter l’induction de l’autophagie ; 2) accumulation de l’acide 

phosphatidique avec diminution de l’activation de la PKD et donc inhibition de la maturation des 

autolysosomes (Zhang et al., 2014(67)). De plus, un traitement par le temsirolimus, un inhibiteur de 

mTOR, a permis d’améliorer l’altération du flux autophagique dans un modèle murin déficient en lipin-

1 (Rashid et al., 2019(66)). Enfin, il a été montré dans différents types cellulaires (cellules HEK293, 

C2C12 et 3T3) qu’une accumulation d’acide phosphatidique induit l’activité kinase de mTOR, en 



20 

 

maintenant sa dissociation avec son inhibiteur endogène DEP domain-containing mTOR-interacting 

protein (DEPTOR) (Yoon et al., 2015(82)).  

Altération de la mitophagie et dysfonctionnement mitochondrial dans le déficit en lipin-1 

L’altération du flux autophagique dans ces différents modèles a été associée à l’accumulation 

de mitochondries altérées morphologiquement et fonctionnellement, suggérant ainsi un défaut de 

mitophagie. Ces anomalies mitochondriales observées dans le déficit en lipin-1 pourraient reposer sur 

un défaut de la dynamique mitochondriale (fission/fusion) nécessaire à son homéostasie. En effet, il a 

été montré que la consommation d’acide phosphatidique par l’isoforme lipin-1β réduit son interaction 

inhibitrice avec la protéine Dynamin-related protein 1 (Drp1), ce qui promeut la fission mitochondriale 

(Baba et al., 2014(83) ; Kameoka et al., 2018(84)). Ainsi, un déficit en lipin-1 pourrait être associé à un 

dysfonctionnement mitochondrial. 

Afin de préciser l’altération mitophagique, deux mécanismes ont été proposés. D’une part, 

une étude a montré qu’une altération de l’interaction entre la protéine mitochondriale Bcl-2 

interacting protein 3 (Bnip3) et la protéine autophagosomale LC3-II induit un défaut de chargement de 

la mitochondrie dans l’autophagosome en formation et donc de la mitophagie (Alshudukhi et al., 

2018(85)) (Figure 5). D’autre part, une deuxième étude a démontré qu’un défaut de recrutement de 

lipin-1 à la membrane mitochondriale médiée par Parkin, et par conséquent l’absence de formation 

de diacylglycérol, entraine un défaut de dispersion des agrégats mitochondriaux et de formation des 

autophagosomes, étapes préliminaires à la mitophagie (Lin et al., 2022(86)) .  

2) Stress du réticulum endoplasmique 

a. Présentation générale du stress du réticulum endoplasmique 

Le RE possède de nombreuses fonctions physiologiques, comme par exemple son implication 

dans l’homéostasie calcique (principal réservoir de calcium intracellulaire), dans des processus 

métaboliques (gluconéogenèse et synthèse lipidique) ou dans l’autophagie (formation des 

autophagosomes). Il exerce également un rôle fondamental dans la régulation de la biogenèse, du 

repliement, de l'assemblage, du trafic et de la dégradation des protéines.  

De nombreux stimuli peuvent altérer sa fonction de dégradation protéique et ainsi entraîner 

une accumulation de protéines de conformation anormale (unfolded), définissant ainsi le stress du RE. 

Ces stimuli rassemblent, par exemple, des perturbations de l’homéostasie calcique du RE, des 

modifications de la composition lipidique de sa membrane, ou encore un stress oxydatif et/ou 

métabolique. L’accumulation protéines anormales déclenche une réponse adaptative du RE, 
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l’Unfolded protein response (UPR), dont la finalité est de restaurer le bon repliement des protéines ou 

de procéder à leur élimination par le système Endoplasmic reticulum-associated protein degradation 

(ERAD), ou par autophagie, permettant ainsi la survie cellulaire. En revanche, en cas de persistance du 

stress du RE, la réponse UPR peut également conduire à l’induction de signaux pro-apoptotiques (Hetz, 

2012(87) ; Almanza et al., 2019(88)). L'UPR est une voie complexe de transduction du signal qui est 

initiée par l'activation d'au moins trois récepteurs membranaires, Inositol-requiring protein 1 (IRE1), 

Protein kinase RNA-like endoplasmic reticulum kinase (PERK) et Activating transcription factor (ATF) 6. 

En l’absence de stress du RE, une protéine chaperonne BiP (ou GRP78) se lie à ces trois récepteurs 

membranaires afin d’inhiber leur activation. En cas de stress du RE, BiP se lie aux protéines anormales 

et se dissocie de ces récepteurs, dont l’activation permet d’initier les voies de signalisation de la 

réponse UPR (Hetz, 2012(87)) (Figure 4). 

A ce jour, IRE1α est le facteur de la réponse UPR le plus conservé au cours de l'évolution et le 

plus décrit. Grâce à son activité endonucléase, IRE1α, une fois activé par dimérisation et 

autophosphorylation, favorise l’épissage de X-box binding protein 1 (Xbp1). Par la suite, ce dernier agit 

comme un facteur de transcription permettant l’expression de gènes codant des protéines 

chaperonnes impliquées dans la restauration du bon repliement des protéines ou de leur dégradation 

par le système ERAD. Il a également été rapporté que IRE1α clive directement plusieurs acides 

ribonucléiques (ARN) messagers spécifiques, via un processus Regulated IRE1-dependent decay (RIDD), 

lui permettant d'atténuer la charge protéique au sein du RE. En cas de stress prolongé, l’activité kinase 

de IRE1α devient plus importante, ce qui conduit à l’activation des voies de signalisation pro-

apoptotique et proinflammatoires médiées par c-Jun N-terminal kinase (JNK) et Nuclear factor-κB (NF-

κB) respectivement (Hetz, 2012(87)) (Figure 4). Lors de son activation par dimérisation et 

autophosphorylation, PERK phosphoryle à son tour le facteur de transcription Nuclear factor erythroid 

2-related factor 2 (Nrf2), induisant une réponse anti-oxydative, et le facteur d'initiation de la traduction 

Eukaryotic translation initiation factor 2α (eIF2α), afin d’atténuer la synthèse générale protéique. 

Paradoxalement, cela permet d’augmenter la synthèse du facteur de transcription ATF4, augmentant 

ainsi l’expression de gènes impliqués dans l'autophagie, l'apoptose (notamment CCAAT-enhancer-

binding protein homologous protein ou CHOP), le métabolisme des acides aminés et des réponses 

antioxydantes (Hetz, 2012(87)) (Figure 4). En réponse au stress du RE, l'ATF6 se déplace du RE vers 

l'appareil de Golgi pour être clivé par des protéases Site protease (SP) 1 et 2. Par la suite, le fragment 

N-terminal d’ATF6 peut être transloqué au niveau nucléaire et devenir un facteur de transcription qui 

coopère avec Xbp1 épissé pour assurer les mêmes fonctions transcriptionnelles décrites 

précédemment pour IRE1α (Hetz, 2012(87)) (Figure 4). 
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Figure 4 : Schéma général de la voie de signalisation Unfolded Protein Response (UPR). Illustration modifiée de 

l’article Flamment et al., 2012, Trends in Endocrinology and Metabolism. Lors d’un stress du RE, les trois branches 

de la voie UPR médiée par IRE1, PERK et ATF6, conduisent à l’activation de facteurs de transcription XBP1, 

ATF4/Nrf2 et ATF6 respectivement, entrainant l’expression de gènes antioxydants ou apoptotiques, mais aussi 

des gènes codant des protéines chaperonnes ou de dégradation du RE. Ainsi, cette voie de signalisation permet 

de corriger le repliement des protéines ou entrainer leur dégradation, ainsi que de diminuer la traduction et donc 

la surcharge protéique au sein du RE en cas de stress. Sans résolution du stress du RE, la voie UPR peut également 

aboutir à l’induction de l’apoptose. 

b. Implication de lipin-1 dans le stress du réticulum endoplasmique 

Le modèle murin de Rashid et al., 2019 a montré que le défaut d’activité enzymatique de la 

protéine lipin-1 est suffisant pour entrainer une myopathie chez l’animal, caractérisée par une 

faiblesse musculaire mais aussi par une analyse histopathologique évocatrice (présence de fibres 

nécrosées avec infiltrat de cellules immunitaires notamment). Cette dernière a également montré une 

accumulation de lipides neutres et de phospholipides au niveau des fibres musculaires. Le défaut 

enzymatique de la protéine lipin-1 est associé à un stress sévère du RS, avec activation des voies UPR 
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IRE1α et ATF6 particulièrement, entrainant l’activation de facteurs lipogéniques SREBP1c/SREBP2, 

mais également une désorganisation du RS et par conséquent de la mitochondrie via ses sites de 

contact avec le RS. En conséquence, un dysfonctionnement du métabolisme lipidique est dû à une 

altération de la synthèse des acides gras et de leur β-oxydation, ainsi que sur un défaut de l’élongation 

et de la désaturation de leur chaine acyl. Ainsi, l’utilisation de la protéine chaperonne 

Tauroursodeoxycholic acid (TUDCA), aidant à la fonction de repliement des protéines par le RS, et du 

bezafibrate, activateur de la β oxydation des acides gras, est capable de réverser le phénotype 

musculaire observé dans le modèle déficient en lipin-1. Ceci renforce l’implication du stress du RE, 

tirant sous origine d’une altération du métabolisme lipidique, dans la physiopathologie du déficit en 

lipin-1 (Figure 5). 

 

Figure 5 : Implication de lipin-1 dans le stress du RS. Le déficit en lipin-1 entraîne un stress du RE dans le muscle 

squelettique. Ce stress va déclencher l’activation du facteur de transcription SREBP, facteur clé dans la régulation 

de la lipogenèse de novo entraînant une accumulation de lipides neutres sous forme de gouttelettes lipidiques 

dans le tissu musculaire. Le traitement par TUDCA et Bézafibrate, permettant de réduire le stress du RS et la 

biosynthèse du cholestérol et des acides gras respectivement, améliorer l'histologie et la force musculaire, ce qui 

suggère que le stress du RS et l'accumulation de lipides induite par le stress du RS sont des facteurs contribuant à 

la myopathie métabolique. Créée avec BioRender.com. 
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3) Inflammation 

Dans la littérature scientifique, le lien entre la protéine lipin-1 et l’inflammation apparait 

dépendant du type cellulaire. La protéine lipin-1 a été décrite comme un important modulateur des 

réponses inflammatoires de par son expression au sein de cellules du système immunitaire inné tels 

que les macrophages. Dans ces cellules, il a été montré que l’activité enzymatique PAP-1 de la protéine 

lipin-1 contribue à la signalisation intracellulaire médiée par les récepteurs de l’immunité inné, dont 

principalement le TLR4, mais aussi à l’activation de la phospholipase cytosolique A2α responsable de 

la synthèse d’eicosanoïdes impliqués dans l’initiation et la résolution de l’inflammation. Ainsi, le déficit 

en lipin-1 dans un modèle fld permet de diminuer l’inflammation dans différents contextes 

pathologiques tels que l’inflammation systémique, la colite et le cancer du côlon associé à une colite. 

Des modèles murins présentant un déficit en lipin-1 spécifique des cellules myéloïdes montrent 

également une réduction de l’inflammation au cours de l’athérosclérose ou de la stéatose hépatique 

par exemple. En revanche, un déficit en lipin-1 spécifique des hépatocytes entraîne une exacerbation 

de la stéatose hépatique alcoolique (Balboa et al., 2019(89)). Nous avons également décrit 

précédemment que la protéine lipin-1 répresse l’activité transcriptionnelle du facteur de transcription 

NFATc4 dans des adipocytes, inhibant la sécrétion de facteurs inflammatoires par ces derniers (Csaki 

et Reue, 2013(27) ; Chen et al., 2014(28) ; Zhang et Reue, 2017(29)).  

Dans le cas des RM, la biopsie musculaire de modèles murins atteints d’un déficit de lipin-1 

spécifique du muscle a révélé une infiltration de cellules immunitaires, notamment des macrophages 

(Schweitzer et al., 2019(65) ; Rashid et al., 2019(66)), associée à l’augmentation de l’expression de 

gènes proinflammatoires comme TNF-α, IL 6 et IL-1β (Schweitzer et al., 2019(65)). Cependant, il est 

important de rappeler que la biopsie musculaire des patients présentant un déficit en lipin-1 ne montre 

pas d’infiltrat immunitaire (Bergounioux et al., 2012(62)). Dans des myoblastes primaires de patients 

présentant un déficit en lipin-1, il a été montré que le défaut de mitophagie, peut entraîner une 

augmentation du stress oxydatif et de l'inflammation in vitro en condition de stress 

immunométabolique. En effet, l’accumulation de mitochondries altérées est associée à une 

augmentation de ROS et d’ADN mitochondrial, un ligand endogène du récepteur de l’immunité innée 

TLR9. Le défaut d’autophagie entraine la séquestration de TLR9 et de l’ADN mitochondrial dans des 

structures endolysosomales, et l’activation de TLR9 à l’origine de la production de cytokines 

proinflammatoires dont l’IL-6. L’hyperactivation de TLR9 est également responsable de l’altération du 

flux calcique et de la mort cellulaire des myoblastes des patients (Figure 6). Chez les patients, le 

caractère inflammatoire du déficit en lipin-1 a également été confirmée par la présence d’une 

signature interféron dans les cellules mononuclées sanguines périphériques et la détection de 
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cytokines proinflammatoires sériques (IL-8, Monocyte chemoattractant protein-1 (MCP-1) et 

Regulated on activation, normal T cell expressed and secreted (RANTES), en particulier lors des crises 

de RM. Enfin, le traitement des myoblastes primaires des patients par un anti-TLR9, la chloroquine 

(CQ), ou par un glucocorticoïde de synthèse, la dexamethasone, a permis de réduire l’inflammation et 

de prévenir la mort cellulaire. L’utilisation in vitro d’un d’antagoniste de TLR9 a aussi entraîné une 

amélioration du flux calcique. L’administration de dexaméthasone chez les patients a également réduit 

les taux circulants de CPK et leur douleur musculaire (Hamel et al., 2021(81) ; Annexe 1) (Figure 6). 

 

Figure 6 : Implication de lipin-1 dans l’inflammation. Le déficit en lipin-1 présente un défaut d’autophagie dans 

les myoblastes de patients, associé à une accumulation de mitochondries dysfonctionnelles, à l’origine d’un stress 

oxydatif et de l’activation de la voie de signalisation inflammatoire médiée par TLR9 à la suite de sa liaison avec 

son ligand endogène, l’ADNmt. L’utilisation de la CQ, une molécule « anti-TLR9 » permet de réduire cette 

inflammation. Créée avec BioRender.com. 
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D. Prise en charge du déficit en lipin-1 

En cas de suspicion d’un épisode aigu de RM chez les patients présentant un déficit en lipin-1, 

la prise en charge symptomatique repose sur l’utilisation d'un protocole standardisé et commun à 

l’ensemble des RM quel qu’en soit leur cause dans le service d’urgence puis de soins intensifs. Il 

consiste en une expansion volémique (NaCl 0.9%), suivie d’une hyperhydratation intraveineuse 

contrôlée (glucose 30%, bicarbonates 1,4% et NaCl 0.9%), afin de lutter contre l’hypovolémie et 

l’hypotension, ainsi que de compenser les troubles hydroélectrolytiques respectivement. Le potassium 

est au départ proscrit des perfusions et des médicaments hypokaliémiants peuvent être nécessaires. 

L'hémodialyse doit être envisagée en cas d’hyperkaliémie non contrôlée par les traitements 

médicamenteux et/ou entraînant des anomalies à l’électrocardiogramme, ainsi qu’en cas de 

complications rénales et/ou cardiaques menaçant le pronostic vital du patient. Ce dernier étant engagé 

à chaque épisode, la survie du patient dépend de la rapidité d’action (Pichler et al., 2015(90)).  

Devant l’implication d’une composante inflammatoire dans la physiopathologie du déficit en 

lipin-1, la mise en place d’un traitement par corticoïdes a été instaurée en complément du protocole 

décrit précédemment depuis 2015. Si possible et avec autorisation téléphonique d’un médecin, le 

traitement débute par une première prise orale de prednisone à domicile (1 à 2 mg/kg), relayé par une 

administration intraveineuse de méthylprednisolone (1 à 2 mg/kg/jour) dès l’arrivée à l’hôpital et 

prolongée sur trois jours. Une étude clinique rétrospective a été mise en place afin d’évaluer l’efficacité 

et la sécurité de cette nouvelle prise en charge (Tuchmann-Durand et al., 2023(91) ; Annexe 2). D’une 

part, cette étude a montré une absence d’effet indésirable imputable à la corticothérapie. D’autre 

part, la corticothérapie a été associée à une plus grande survie des patients soulignée par l'absence de 

décès des patients traités par corticoïdes malgré une sévérité plus élevée des RM observées chez ces 

patients. De par également sa facilité d’accès, la corticothérapie a donc été ajoutée au protocole de 

réanimation des patients présentant un déficit en lipin-1. 

Ainsi, tous les patients présentant un déficit en lipin-1 possèdent un protocole d’urgence 

récapitulant les points suivants : le bilan et le traitement d’urgence à mettre en place dès l’arrivée du 

patient aux urgences, les signes de gravité privilégiant l’admission du patient en réanimation, et enfin 

les éléments de physiopathologie expliquant les circonstances à risque de décompensation, les signes 

cliniques de décompensation et les contre-indications médicamenteuses (Annexe 3). 

Cependant, hormis la corticothérapie en phase aigüe de RM, la prise en charge des RM reste 

symptomatique, indépendante de l’étiologie sous-jacente. La découverte de l’implication du récepteur 

de l’immunité innée TLR9 dans la physiopathologie du déficit en lipin-1 en a fait une cible 

thérapeutique de choix. Parmi les médicaments sur le marché, seuls la CQ et son dérivé 
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l’hydroxychloroquine (HCQ) sont décrites comme possédant une activité « anti-TLR9 ». Aussi, l’HCQ, 

moins toxique que la CQ, a été considérée comme une option thérapeutique pour les patients, 

administrée de façon chronique afin d’éviter et/ou d’atténuer les symptômes aigus (RM) et/ou 

chroniques (fatigabilité et douleurs musculaires notamment). 
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CHAPITRE 3 : HYDROXYCHLOROQUINE 

A. Présentation générale de l’hydroxychloroquine 

1) Histoire de la découverte 

L’histoire des antipaludéens, dont fait partie l’HCQ, repose sur la découverte de l’utilisation 

ancestrale de l’écorce de l’arbre Cinchona par les populations indigènes d’Amérique du Sud pour ces 

vertus antipyrétiques. Après son importation en Europe dès le 17ème siècle par les jésuites, le principe 

actif de l’écorce, la quinine, est extraite et isolée pour la première fois par deux pharmaciens français, 

Pelletier et Caventou, en 1820. Cependant, la première synthèse chimique n’est réalisée qu’en 1944. 

Entre temps, due à la raréfaction et la mainmise sur les stocks de matières premières pendant la 

Seconde Guerre mondiale, l’objectif a été de mettre au point des antipaludéens plus faciles à fabriquer, 

plus efficaces et moins toxiques. La substance la plus prometteuse est la CQ, synthétisée par 

laboratoire Bayer en 1934. Cependant, de par ses nombreux effets indésirables, la CQ a été jugée trop 

toxique et a donné lieu aux développements d’autres antipaludéens de synthèse par 

pharmacomodulations successives, dont l’HCQ en 1950 (Monneret, 2020(92)).  

Durant la Seconde Guerre mondiale, il a été décrit une efficacité des antipaludéens sur la 

réduction de la sévérité des lésions et des symptômes de l'arthrite chez les soldats du front pacifique 

utilisant ces molécules en prophylaxie. Cela conduit à de nouvelles recherches sur l'efficacité et 

l'application des antipaludéens de synthèse pour le traitement des maladies rhumatismales auto-

immunes, avec des premières autorisations de mise sur le marché dans ce sens à partir de 1949 pour 

la CQ et de 1955 pour l’HCQ. Suite à la survenue de résistance des parasites aux antipaludéens de 

synthèse dès les années 1960, des études ont permis une meilleure connaissance des mécanismes 

d’action biologiques de ces molécules et leur repositionnement dans d’autres indications comme dans 

les viroses ou en oncologie par exemple (Monneret, 2020(92)). Ainsi, cette histoire des antipaludéens 

illustre le développement des sciences pharmaceutiques actuelles. 

2) Classification, structure et propriétés chimiques 

L’HCQ et la CQ, font partie des agents antipaludéens de synthèse de la classe des 4-

aminoquinolines. Cette dernière regroupe des molécules possédant un noyau quinoléine (deux cycles 

aromatiques fusionnés ayant des doubles liaisons conjuguées) hérité de la quinine (Kucharski et al., 

2022(93)). Des études de relation structure-activité (Kaur et al., 2010(94) ; Agnello et al., 2019(95)) ont 

montré l’existence d’un pharmacophore au sein de la CQ et de ses dérivés. Ce dernier repose sur le 
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noyau 7-Cl-4-aminoquinoline, avec un substituant chlore (C) en position 7 et un azote (N) dans le noyau 

quinoléine formant des liaisons avec les structures héminiques impliquées dans le mécanisme d’action 

antipaludéen. Le branchement d’une chaine latérale diaminoalkyle en position 4 du noyau quinoléine, 

et notamment l’amine tertiaire, confère à l’HCQ et à la CQ leur propriété basique, avec des constantes 

d’ionisation de 9,7 et 10,2 pour l’HCQ et la CQ respectivement. Ces groupements basiques s’ajoutent 

à celui du groupement azote du noyau quinoléine, avec des constantes d'ionisation de 8,3 et 8,1 pour 

l’HCQ et la CQ respectivement. Ainsi, l’HCQ et la CQ sont des bases faibles amphiphiles capables de 

traverser les membranes cellulaires au pH physiologique de 7,4 sous forme non protonée. En revanche, 

une diminution de pH peut entrainer une modification de la forme de ces deux molécules, mono ou 

bi-protonée, et ralentir, voire inhiber, leur passage transmembranaire (Martin et al., 2009(96) ; 

Solomon and Lee., 2009(97)), capital pour l’action de l’HCQ et de la CQ. En plus de l’amine secondaire 

du branchement latéral commun à la CQ, l’HCQ possède un deuxième groupement donneur 

d’hydrogène au niveau du groupement hydroxyl, augmentant sa capacité à se lier aux acides 

nucléiques (Wenzel et al., 2010(98) ; Sarkar et al., 2021(99)). Ce groupement hydroxyle permet 

également de diminuer les effets indésirables de la CQ et d’améliorer ainsi le profil de sécurité de 

l’HCQ. Enfin, l’HCQ et la CQ possèdent un centre chiral au sein de la chaine latérale diaminoalkyle à 

l’origine de deux formes énantiomères R(-) et S(+) de l’HCQ et la CQ. Bien qu’il existe une 

stéréosélectivité de ces molécules sur leurs paramètres pharmacocinétiques, aucune différence 

d’efficacité ni de toxicité in vitro entre les deux énantiomères n’a été démontrée à ce jour (Brocks et 

Mehvar, 2003(100)) (Figure 7). 



30 

 

 

Figure 7 : Structure moléculaire de l’HCQ et de la CQ. L’HCQ et la CQ présentent une homologie de structure 

centrée sur la présence d’un pharmacophore. Leurs principales différences résident dans : 1) la composition de 

leur branchement diaminoalkyle avec l’ajout d’un groupement hydroxyl pour l’HCQ ; et le nombre de 

groupements donneurs d’hydrogènes (orange) ; 3) les valeurs de leurs constantes d’ionisation reflétées par les 

pKa. Créée avec BioRender.com. 

 De par leur homologie de structure, l’HCQ et la CQ partagent des propriétés physico-chimiques 

similaires, permettant d’extrapoler les résultats concernant les mécanismes d’action de la CQ, plus 

largement fournis dans la littérature scientifique, à l’HCQ. Cependant, l’ajout du groupement 

hydroxyle rend l’HCQ plus polaire, plus soluble et moins lipophile que la CQ (Browning et al., 2014). 

Cette modification structurale entraine une diminution relative de la perméabilité de l’HCQ à travers 

les membranes (Ferrari et Cutler, 1991(101) ; Lamphier et al., 2014(102)) et impacterait donc son 

accumulation dans les compartiments intracellulaires (non démontré à ce jour). 

 

 



31 

 

B. Pharmacocinétique de l’hydroxychloroquine 

1) Profil ADME (Absorption – Distribution – Métabolisation – Élimination) 

Les connaissances sur la pharmacocinétique des antipaludéens de synthèse sont encore 

actuellement incomplètes et controversées. Les divergences des résultats, notamment sur le profil 

ADME (absorption, distribution, métabolisation et distribution), peuvent s’expliquer par le mode 

d’administration du médicament, les caractéristiques des populations étudiées (sexe, âge et 

comorbidités), mais également par les méthodes analytiques et l’origine de l’échantillon (sanguin ou 

plasmatique) (Nicol et al., 2020(103)). Les principaux paramètres pharmacocinétiques sont présentés 

dans le tableau ci-dessous. 

Absorption 

Quasi-complète et rapide au niveau du tractus digestif (pic 

maximal d’absorption en 3-5 heures) 

Biodisponibilité : 0,7-0,8 

Tett et al., 
1989(104)  

McLachlan et al., 
1994(105) 

Distribution 

Liaison aux protéines plasmatiques modérée (50 %) 

Liaison de forte affinité avec la mélatonine 

Grand volume de distribution plasmatique (〜 40 000 litres) 

Passage de la barrière placentaire et dans le lait maternel  

Tett et al., 
1989(106) ; 
McLachlan et al., 
1993(107) ; Furst 
et al., 1996(108) ; 
Ostensen et al., 
1985(109) ; 
Costedoat-
Chalumeau et al., 
2002(106)  

Métabolisation 

Biotransformation hépatique par CYP 3A4 et 2D6 (2C8) 

3 métabolites : désétylhydroxychloroquine, 

déséthylchloroquine et didéséthylchloroquine 

Qu et al., 
2015(110) ; 
Paludetto et al., 
2022(111)  

Élimination 

Excrétion rénale sous forme inchangée majortiairement 

Possibilité d’excrétion dans les selles et par la peau 

Demi-vie d’élimination terminale très longue (40-50 jours) 

Tett et al., 
1989(104)  

McLachlan et al., 
1994(105) 

Tableau 1 : Principaux paramètres pharmacocinétiques de l'hydroxychloroquine 

La biodisponibilité orale de l’HCQ justifie sa prise per os. La liaison de l’HCQ à la mélatonine 

explique son accumulation au niveau des yeux et donc le risque de toxicité oculaire de cette molécule. 

Il a également été reporté une accumulation relativement élevée de l’HCQ au niveau de la peau, des 

poumons, des reins, du foie et de la rate, ainsi que de façon moindre dans le cœur et les muscles. 
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Malgré le passage de la barrière placentaire et dans le lait maternel, il n’a pas été démontré de 

foetotoxicité ni d’iatrogénie médicamenteuse due à l’HCQ chez l’enfant (Ostensen et al., 1985(109) ; 

Costedoat-Chalumeau et al., 2002(106) ; Clowse et al., 2006(112)). Plusieurs polymorphismes 

nucléotidiques au niveau des gènes codant des enzymes du cytochrome P450 (CYP) peuvent affecter 

les concentrations sanguines d'HCQ et de ses métabolites, impactant ainsi leurs effets thérapeutiques 

et toxiques. Leur génotypage peut ainsi être associé au suivi des concentrations sanguine d’HCQ dans 

le cadre d’une prise en charge personnalisée des patients (Lee et al., 2016(113) ; Gao et al., 2022(114)). 

Le grand volume de distribution et la longue demi-vie d’élimination terminale permettent d’expliquer 

un début d’action graduel de l’HCQ présentant une efficacité prolongée même après arrêt de 

traitement. Des similitudes pharmacocinétiques entre la CQ et l’HCQ représentent un argument 

supplémentaire en faveur de l’extrapolation des résultats pharmacodynamiques de la CQ à l’HCQ, dont 

la pharmacocinétique complexe est à prendre en compte leur de la prise en charge des patients. 

2) Interactions médicamenteuses 

La co-administration de l’HCQ avec d’autres substances médicamenteuses peut entrainer des 

interactions à l’origine de modifications pharmacodynamiques et pharmacocinétiques de l’HCQ et/ou 

des autres médicaments coadministrés. Par principe de précaution, le risque d’interactions 

médicamenteuses identifiées avec la CQ sont également transposées à l’HCQ de par leurs similitudes 

pharmacocinétiques.   

A titre d’exemple, les inhibiteurs de pompe à protons modifient le pH gastrique entraînant une 

modification de l’ionisation de l’HCQ et, par conséquent, une diminution de son absorption et de sa 

biodisponibilité orale (Namazi, 2009(115)). La cimétidine, un pan-inhibiteur du CYP, est aussi 

responsable d’une diminution de la métabolisation de la CQ et donc d’une augmentation de son 

exposition (Ette et al., 1987(116)). La ciclosporine, par sa toxicité rénale, engendre également une 

diminution de la clairance rénale de la CQ (van den Borne et al., 1998(117)). A l’inverse, l’HCQ est 

capable de modifier la pharmacocinétique d’autres médicaments. Par exemple, par des changements 

de pH locaux, l’HCQ peut réduire l'absorption gastro-intestinale, et donc la biodisponibilité du 

méthotrexate (Carmichael et al., 2002(118)). L’HCQ inhibe aussi, par compétition, le métabolisme du 

métoprolol en inhibant sa biotransformation par le CYP 2D6 (Somer et al. 2000(119)). En inhibant 

l’activité de la glycoprotéine P, un transporteur de médicament, la CQ augmente également les 

concentrations plasmatiques de la digoxine, et donc son risque de cardiotoxicité (McElnay et al., 

1985(120)). De façon générale, des associations sont déconseillées avec des médicaments susceptibles 

d'induire une arythmie cardiaque, voire contre-indiquées pour certaines molécules (citalopram, 
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escitalopram, hydroxyzine, dompéridone et pipéraquine). Enfin, il a été montré un risque accru de 

toxicité oculaire avec l’association de la CQ au tamoxifène (Toimela et al., 1995(121)). 

Il est à noter que des études plus récentes n’ont montré aucune interaction médicamenteuse 

entre l'HCQ et les antiacides ou les inhibiteurs ou inducteurs des enzymes CYP (Jallouli et al., 

2015(122)). Cependant, les interactions médicamenteuses précédemment citées font l’objet d’un 

renforcement du suivi thérapeutique, notamment des dosages plasmatiques des molécules impliquées 

et du suivi de la survenue d’effets indésirables potentiels. 

C. Deux mécanismes d’action principaux de l’hydroxychloroquine 

Browning et al., 2014 ont répertorié une vingtaine d’effets bénéfiques transverses de l’HCQ et 

de la CQ. Une question importante est de savoir si ces différents effets partagent un mode d'action 

commun ou résultent d'une variété de processus distincts dépendants du modèle étudié. Ainsi, nous 

présenterons ci-dessous deux mécanismes majeurs de cette molécule : 1) impact sur les 

compartiments intracellulaires et le flux autophagique ; 2) interaction avec les acides nucléiques. 

1) Impact sur l’autophagie et les structures endolysosomales 

a. Lysosomotropisme de la molécule 

De par sa propriété de base faible diprotique, l’HCQ peut être présente sous deux formes au 

niveau de l’organisme, protonée et non protonée. Sous forme non protonée, l’HCQ peut diffuser de 

façon passive et libre à travers les membranes, plasmique et des organelles. Une fois protonée dans 

un milieu acide, l’HCQ reste trappée au niveau de structures subcellulaires acides (Martin et al., 

2009(96) ; Solomon et Lee., 2009(97)). L’accumulation de l’HCQ au niveau de ces structures est donc 

dépendante du gradient des ions hydrogène au sein de ces mêmes structures (de Duve et al., 

1974(123) ; Roos et Boron., 1981(124)). Ainsi, l’HCQ s’accumule préférentiellement au niveau des 

organites intracellulaires acides comme l’appareil de Golgi (Rivinoja et al., 2006(125) et 2009(126) ; 

Kellokumpu et al., 2019(127)) et les structures endolysosomales (Homewood et al., 1972(128) ; 

Ohkuma et Poole, 1978(129) ; Schlesinger et al., 1988(130) ; Morissette et al., 2004(131) ; Marceau et 

al., 2012(132) ; Dunmore et al., 2013(133) ; Khan et al., 2019(134)), définissant ainsi le 

lysosomotropisme. L’HCQ est par la suite capable d’alcaliniser ces structures (Schlesinger et al., 

1988(130) ; Khan et al., 2019(134) ; Kellokumpu et al., 2019(127)). Il a été également observé que, à 

l’inverse, la CQ est capable d’acidifier le cytosol ainsi que l’environnement proche extracellulaire (Xia 

et al., 2018(135) ; Halcrow et al., 2021(136)), propriété intéressante impliquée dans la tumorigenèse. 
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b. Inhibition de la fonction dégradative lysosomale et de la résolution autophagique 

La dégradation ou recyclage du matériel biologique au niveau cellulaire peut se faire via deux 

voies principales, endolysosomale ou par autophagie, selon la nature exogène ou endogène du 

matériel biologique respectivement. Les dernières étapes de ces deux voies sont similaires, 

correspondant à la fusion entre les endosomes (précoces puis tardifs) ou les autophagosomes avec les 

lysosomes pour former des endolysosomes et des autolysosomes respectivement. Ces deux voies 

reposent sur l’intégrité de la structure et de la fonction dégradative des lysosomes (Klionsky et al., 

2014(137) ; Birgisdottir et Johansen, 2020(138)). Pour assurer leurs fonctions de dégradation, les 

lysosomes contiennent une cinquantaine d’hydrolases acides différentes dont l’activité enzymatique 

nécessite un pH relativement bas (4–5) (de Duve 2005(139)), régulé par des pompes à protons ATPases 

lysosomales (Mindell, 2012(140)). L’alcalinisation du pH par lysosomotropisme de l’HCQ peut ainsi 

réduire, voire inhiber, l’activité des enzymes présentes dans ces structures et par conséquent réduire, 

ou inhiber, la dégradation lysosomale (Homewood et al., 1972(128) ; Wibo et Poole 1974(141) ; Seglen 

et al., 1979(142)). C’est pourquoi, empiriquement, l’HCQ et la CQ sont utilisés in vitro comme contrôles 

positifs du blocage du flux autophagique, et plus particulièrement de la résolution autophagique 

(Mizushima et al., 2010(74) ; Pasquier, 2016(75) ; Klionsky et al., 2021(76)). 

Cependant, la modification de l’acidité lysosomale par la CQ et de ses dérivés est controversée. 

Mauthe et al., 2018(143) a démontré in vitro et in vivo que la CQ n’entraine pas nécessairement une 

alcalinisation lysosomale comme décrite précédemment. En effet, les auteurs ont montré que l’action 

inhibitrice de la CQ et de l’HCQ sur la résolution autophagique est liée au défaut de fusion entre les 

autophagosomes et les lysosomes de façon indépendante du pH. Plus précisément, la CQ entraine une 

absence d’interaction entre les protéines SNARE autophagosomales syntaxine 17 et Synaptosome 

Associated Protein 29 (SNAP29) d’une part, et les protéines SNARE lysosomales Vesicle Associated 

Membrane Protein (VAMP) 7 et 8 d’autre part, nécessaire à la fusion entre autophagosomes et 

lysosomes (Itakura et al., 2012(144) ; Tian et al., 2021(145)), par défaut de recrutement de SNAP29 au 

niveau de la syntaxine 17. 

c. Perméabilisation de la membrane lysosomale 

L’impact de la CQ et de ses analogues structuraux sur les lysosomes ne se résume pas 

uniquement à l’inhibition de la fonction dégradative du lysosome et de la résolution du flux 

autophagique comme décrit précédemment. En effet, ces molécules peuvent adopter une propriété 

de type détergent au sein des lysosomes, responsable de la perméabilisation de la membrane 

lysosomale (Lysosomal membrane permeabilization ou LMP) (Boya et Kroemer, 2008(146) ; 

Enzenmüller et al., 2013(147) ; Circu et al., 2017(148) ; Sironi et al., 2019(149)). Cette LMP est définie 
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comme tout dommage à la membrane lysosomale entrainant le relargage du contenu lysosomal dans 

le cytosol, notamment les cathepsines et autres enzymes hydrolytiques (Boya et Kroemer, 2008(146) 

; Wang et al., 2018(150)). La LMP est impliquée par la suite dans différents types de mort cellulaire 

selon l’importance du relargage du contenu lysosomal et le contexte cellulaire (Wang et al., 

2018(150)), dont notamment l’apoptose médiée par la perméabilisation de la membrane externe 

mitochondriale avec activation de caspases (Boya et al., 2003(151)) ou la nécrose (Kroemer et Jäättelä, 

2005(152) ; Boya et Kroemer, 2008(146)). Il est intéressant de noter que ce double rôle de la CQ et de 

ses dérivés, à la fois inhibiteur de l’autophagie et inducteur de la LMP, repose sur un effet dose-

dépendant décrit in vitro par Park et al, 2014. Les auteurs ont ainsi découvert qu'à plus faibles doses 

(10 à 20 μM), la CQ agit comme un inhibiteur de l'autophagie tandis qu'à des concentrations plus 

élevées (40 à 160 μM), la CQ déclenche la LMP grâce à ses propriétés de type détergent (Park et Lee, 

2014(153)). 

d. Autres impacts au niveau des lysosomes et de l’appareil de Golgi  

Au-delà du lysosomotropisme de l’HCQ, des cibles moléculaires directes de l’HCQ dans le 

lysosome ont été identifiées, dont la palmitoyl-protéine thioestérase 1 (PPT1). Il s’agit d’une 

glycoprotéine lysosomale soluble impliquée dans le catabolisme lysosomale de protéines acylées. Il a 

été montré in vitro et in vivo que l’HCQ diminue l’activité de PPT1 à l’origine d’une altération de la 

localisation lysosomale des sous-unités des pompes à protons ATPases vacuolaires et donc d’une 

alcalinisation du pH lysosomal (Bagh et al., 2017(154) ; Rebecca et al., 2019(155)). 

L’HCQ et la CQ sont également capables de s‘accumuler au niveau de l’appareil de Golgi et des 

vésicules sécrétrices associées, entrainant des modifications morphologiques et fonctionnelles de ces 

structures (Kellokumpu et al., 2019(127)). Par exemple, il a été montré que la CQ permet d’affecter la 

glycosylation des protéines (Rivinoja et al., 2006(125) et 2009(126)) et l’exocytose des vésicules 

sécrétrices (Kokkonen et al., 2004(156)).  La CQ a également été décrite comme responsable d’une 

altération de la distribution des récepteurs mannose-6-phosphate et, par conséquent, de la diminution 

du recrutement des enzymes lysosomales dans le lysosome (Brown et al., 1984(157) ; Mauthe et al., 

2018(143)), ce qui expliquerait une autre façon de bloquer la résolution autophagique.  

2) Impact sur les voies de signalisation médiées par des acides nucléiques 

a. Interaction directe entre l’hydroxychloroquine et l’ADN 

Très précocement dans l’étude du mécanisme d’action des 4-aminoquinolines, une interaction 

directe entre ces molécules et l’ADN a été montrée in vitro par différentes techniques depuis la fin des 
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années 1940 (Wenzel et al., 2010(98) ; Punihaole et al., 2018(158)). Dans un premier temps, la nature 

de cette interaction avec l’ADN reposait sur deux hypothèses controversées, l’intercalation ou la 

liaison électrostatique ou ionique entre le cycle quinoléique protoné et les groupes phosphate 

anioniques de l'ADN (Parker et Irvin, 1952(159) ; Cohen et Yielding., 1965(160) ; O’Brien et al., 

1966(161) ; Wilson et Jones, 1981(162) ; Kwakye-Berko et Meshnick, 1989(163)). La liaison ionique 

étant relativement faible et très rapide, cette hypothèse a été supplantée par la découverte de liaisons 

hydrogènes entre les deux groupes donneurs d’hydrogène de l’HCQ (hydroxyle et amine du noyau 

quinoléine) et les bases nucléosidiques, avec une plus grande affinité au niveau de séquences riches 

en motifs guanine-cytosine (Feigon et al., 1984(164) ; Sarkar et al., 2021(99)). Enfin, il a été montré 

une relation entre la dose d’HCQ utilisé in vitro et la nature de la liaison entre cette molécule et l’ADN : 

des liaisons hydrogènes à faibles doses (inférieure à 5 µM) et un phénomène d’intercalation à plus 

fortes doses (supérieure à 5µM) (Bazoni et al., 2020(165)). Ces différents types d’interaction de la CQ 

et de ses dérivés avec l’ADN sont par la suite responsables de l’inhibition de sa réplication et de sa 

transcription (Wenzel et al., 2010(98) ; Punihaole et al., 2018(158)). 

b. Inhibition de la voie de signalisation des TLRs 

Un autre mécanisme d’action de l’HCQ et de la CQ décrit dans la littérature repose sur leur 

capacité à interférer avec les voies de signalisation proinflammatoires médiées par les TLRs 

endosomaux, TLR3, TLR7 et TLR9 (Leadbetter et al., 2002(166) ; Lee et al., 2003(167) ; Brentano et al., 

2005(168) ; Lau et al., 2005(169) ; Vollmer et al., 2005(170) ; Sacre et al., 2012(171)).  

Les dix TLRs identifiés chez l’Homme font partie des Pattern recognition receptor (PRR) qui 

permettent de reconnaître des signaux de danger pour la cellule, Damage-associated molecular 

patterns (DAMP) (ligands pathogènes ou Pathogen-associated molecular pattern (PAMP) et endogènes 

associés à des dommages cellulaires), et mettre en place des réponses immunitaires et inflammatoires 

appropriées. Par la suite, nous nous focaliserons uniquement sur le TLR9 présents au niveau de 

structures endolysosomales. Brièvement, TLR9 reconnait spécifiquement l’ADN double brin riche en 

motifs Cytosine-phosphate-guanine (CpG) non méthylés (Hemmi et al., 2000(172)), présents très 

largement au sein de l’ADN bactérien et viral, mais également au niveau de l’ADN mitochondrial de 

l’hôte. La liaison du ligand à son récepteur entraine un signal de transduction dont l’initiation est 

dépendante du recrutement de la protéine adaptatrice Myeloid differenciation primary response 88 

(MyD88) au niveau de TLR9 (Lin et al., 2010(173)). Le clivage de TLR9 grâce à différentes protéases 

endolysosomales actives à pH acide est essentiel pour son interaction avec MyD88 (Ewald et al., 

2008(174) ; Park et al., 2008(175)). Par la suite, différentes voies de signalisation permettent 

l’activation des facteurs de transcription Interferon regulatory factor (IRF), NF-κB et Activator protein 
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1 (AP-1) induisant la transcription de gènes codant des protéines proinflammatoires telles que TNF-α, 

IL-6 et IL-12 (Medzhitov et al., 1997(176), Blasius et Beutler, 2010(177) ; Kawasaki et Kawai, 

2014(178)). Une autre voie de signalisation dépendante de MyD88 est également décrite impliquant 

le facteur de transcription IRF7 et permettant une production abondante d’interférons (IFN) de type I 

(Honda et al., 2005(179) ; Blasius et Beutler, 2010(177) ; Kawasaki et Kawai, 2014(178)).  

 D’une part, comme décrit précédemment, l’HCQ peut modifier localement le pH intra-

endosomal, ce qui inhibe l’activation des TLRs endosomaux (Yi et al., 1998(180) ; Häcker et al., 

1998(181) ; Macfarlane et Manzel, 1998(182) ; Lafyatis et al, 2006(183)), cette activation étant 

dépendante du clivage des TLRs par des protéases endosomales à pH acide (Ewald et al., 2008(174) ; 

Park et al., 2008(175)). Étant donné le maintien de l’interférence de la CQ sur la signalisation médiée 

par TLR9 à des concentrations bien inférieures à celles nécessaires pour la modification du pH 

(Macfarlane et Manzel, 1998(182)), un mécanisme d'action différent a été envisagé. En effet, Rutz et 

al., 2004 a montré que la CQ pouvait exercer son effet inhibiteur de TLR9 par interférence directe avec 

la liaison ligand-récepteur. Cette interférence n’ayant pas été retrouvée avec la bafilomycine, un 

inhibiteur de l’autophagie par son action inhibitrice des pompes à protons ATPases vacuolaires, l’action 

de la CQ sur la liaison ligand-récepteur de TLR9 est indépendante du pH (Rutz et al., 2004(184)). Pour 

aller plus loin, Kuznik et al., 2011 a démontré que la CQ et l’HCQ étaient capable d’interagir, non pas 

avec TLR9, mais avec son ligand, l’ADN double brin mitochondrial. Cette interaction de la CQ et de 

l’HCQ avec les acides nucléiques a entraîné la modification de la structure secondaire des séquences 

nucléotidiques de l’ADN et un encombrement stérique, responsable d’un défaut d’activation de TLR9 

par absence de liaison ligand-récepteur, indépendamment de toute modification du pH endosomal 

(Kuznik et al., 2011(185)). Ce mécanisme d’action de la CQ et de ses dérivés semble être commun à 

d’autres TLRs tels que TLR3 et TLR7 (Kuznik et al., 2011(185) ; Lamphier et al., 2014(102)).  

c. Inhibition de la voie de signalisation de c-GAS-STING 

Un autre mode d'action potentiel de l’HCQ et de la CQ est l'interférence de ces dernières avec 

la voie de signalisation Stimulator of interferon genes (STING). En résumé, cette voie de signalisation 

cellulaire repose avant tout sur la reconnaissance de l’ADN, anormalement accumulé au niveau 

cytosolique, par l’enzyme cyclic guanosine monophosphate (GMP)-AMP synthase (cGAS) (Rotem et al., 

1963(186) ; Stetson et Medzhitov, 2006(187) ; Sun et al., 2013(188)). La liaison de l’ADN sur cette 

enzyme entraine son activation et la production du second messager cyclic GMP-AMP (cGAMP). Ce 

dernier est ensuite détecté par STING au niveau du RE. La liaison du cGAMP sur STING induit un 

changement de conformation de STING, sa relocalisation au niveau de l’appareil de Golgi et son 

activation. L’activation de STING permet à son tour le recrutement et l’activation de deux kinases 
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TANK-binding kinase 1 (TKB1) et Ikβ kinase (IKK). Les phosphorylations successives induites par ces 

deux kinases permettent la translocation activatrice de deux facteurs de transcription, IRF3 et NF-κB 

respectivement. Ces derniers activés permettent l’expression de gènes codant des cytokines 

proinflammatoires (TNF-α et IL-6) pour NF-κB et des IFN de type I (IFNβ) pour IRF3 (Hopfner et 

Hornung, 2020(189)). 

Afin d’inhiber la voie de signalisation STING, plusieurs étapes de cette voie peuvent être ciblées 

par des thérapeutiques. Grâce à un criblage de médicaments in silico, il a été prédit, puis validé in vitro, 

que plusieurs antipaludéens de synthèse, dont l’HCQ, sont capables d’inhiber l’activité de cGAS et de 

la production de l’IFNβ (An et al., 2015(190)). Pour expliquer ces effets, des études de modélisation 

moléculaire ont prédit une liaison stable entre les antipaludéens et le complexe cGAS-ADN, à proximité 

de plusieurs résidus de liaison à l'ADN cruciaux sur cGAS (An et al., 2017(191)). L'affinité de cette liaison 

étant en corrélation avec la puissance d'inhibition des antipaludéens, l’hypothèse d’un complexe 

tripartite catalytiquement inactif a été posée (An et al., 2017(191)).  

D. Implications cliniques de l’hydroxychloroquine 

1) Indication dans les maladies rhumatismales auto-immunes 

Les principales indications actuelles de l’HCQ et de la CQ sont les maladies rhumatismales auto-

immunes, tels que le lupus érythémateux systémique (LES) et la polyarthrite rhumatoïde (PR).  Ces 

pathologies sont définies par une perte de tolérance immunologique vis-à-vis des composants du soi, 

associée à une rupture de l’équilibre des réponses effectrices et régulatrices du système immunitaire, 

mettant en jeu à la fois l'immunité innée et adaptative, à l’origine de lésions cellulaires et tissulaires 

localisées ou systémiques (Tsokos et al., 2016(192) ; Firestein et McInnes, 2017(193)). L’HCQ et la CQ 

régulent négativement de nombreux aspects de ces réponses immunitaires innées et adaptatives par 

leurs effets immunomodulateurs et anti-inflammatoires (Nirk et al., 2020(194) ; Schrezenmeier et 

Dörner, 2020(195)) (Figure 8). 

a. Diminution de la production et de la sécrétion de cytokines inflammatoires 

La réponse immunitaire innée est initiée par la reconnaissance par les cellules immunitaires de 

débris cellulaires accumulés dans la circulation sanguine en condition pathologique, contenant 

notamment des acides nucléiques (ADN et ARN) isolés ou sous forme de complexes immuns, 

constituant des DAMPs (Tsokos et al., 2016(192) ; Firestein et McInnes, 2017(193)). L’HCQ et la CQ 

sont capables de diminuer la sécrétion de cytokines produites par les cellules mononucléaires 

périphériques sanguines via l’inhibition de différentes voies de signalisation déclenchées par ces 



39 

 

DAMPs, notamment celles médiées par les TLRs endosomaux (Leadbetter et al., 2002(166) ; Lee et al., 

2003(167) ; Brentano et al., 2005(168) ;  Lau et al., 2005(169) ; Vollmer et al., 2005(170) ; Sacre et al., 

2012(171)) et STING (An et al., 2015(190)) (Figure 8). 

b. Inhibition de la présentation antigénique 

En plus de son implication dans le système immunitaire inné, l’activation des TLRs au niveau 

de cellules présentatrices d’antigènes permet également l’activation du système immunitaire 

adaptatif initiée par la présentation antigénique médiée par le complexe majeur d'histocompatibilité 

(CMH) (Watts et al., 2010(196)). L’HCQ et la CQ peuvent inhiber cette présentation antigénique médiée 

par le CMH-II spécifiquement à plusieurs niveaux. En effet, de par l’augmentation du pH dans les 

structures endolysosomales, l’HCQ interfère avec la dégradation lysosomale des antigènes en 

peptides, mais également avec le clivage de la chaîne invariante du CMH-II permettant le chargement 

du peptide et donc la formation du complexe CMH-II/peptide (Ziegler et Unanue, 1985(197) ; Fox et 

Kang, 1993(198)) (Figure 8). 

c. Autres mécanismes d’action 

Torigoe et al., 2018 a également démontré que l’HCQ, via l’inhibition de TLR9 au niveau des 

cellules B, altère la production d’anticorps spécifiques par les plasmocytes en inhibant la 

différenciation des cellules B mémoires en plasmablastes. L’HCQ est également responsable de 

l’inhibition de la production de cytokines inflammatoires par chaque sous-type de cellules B exprimant 

TLR9 à leur surface (Torigoe et al., 2018(199)). En plus des modifications de pH et des voies de 

signalisation médiée par des acides nucléiques, d’autres mécanismes d’action de l’HCQ et de la CQ ont 

également été décrit dans la littérature. Par exemple, l’HCQ et la CQ peuvent entrainer l’inhibition de 

la phospholipase A2 ou l’altération de l’activation de l’inflammasome potassium-dépendante pour 

inhiber la production de cytokines inflammatoires (Bondeson et Sundler, 1998(200) ; Schroeder et al., 

2017(201)). La différenciation et l’activation des lymphocytes T et B ont également été diminuées par 

la CQ et l’HCQ via l’inhibition du facteur de transcription NFAT (Feske, 2007(202) ; Wu et al., 

2017(203)). 
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Figure 8 : Implication de l’HCQ et de la CQ dans l’activité anti-inflammatoire et immunomodulatrice des 

maladies auto-immunes. Dans les cellules immunitaires, l’HCQ et la CQ possèdent des effets immunomodulateurs 

et anti-inflammatoires grâce à deux mécanismes principaux : la diminution de la production de cytokines 

inflammatoires via l’inhibition des voies de signalisation inflammatoires médiées par les TLRs endosomaux et 

cGAS ; 2) inhibition de la présentation antigénique. Créée avec BioRender.com. 

2) Indication empirique dans le paludisme 

Le paludisme est une pathologie infectieuse dont l’agent pathogène est un parasite 

protozoaire unicellulaire du genre Plasmodium inoculé à l’Homme par un moustique femelle du genre 

Anopheles.  Chez l’Homme, le cycle de vie asexué du parasite est principalement divisé en deux phases, 

une phase dite pré-érythrocytaire au niveau des hépatocytes suivie d’une phase érythrocytaire (Sato 

et al., 2021(204)). L’HCQ et la CQ interviennent principalement au niveau du développement 

érythrocytaire du parasite, en limitant son apport énergétique et son système de détoxification, mais 

également au niveau des cellules immunitaires de l’hôte par leurs propriétés anti-inflammatoires et 

immunomodulatrices (Coban, 2020(205)). 
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a. Actions sur le stade érythrocytaire du parasite 

Altération de l’apport énergétique du parasite et son système de détoxification de l’hème libre  

Au cours du cycle de vie du parasite dans les érythrocytes, l'hémoglobine de l'hôte est 

dégradée successivement par des protéases parasitaires, dont les plasmepsines et falcipaines, pour les 

propres besoins du parasite en acides aminés (Goldberg et al., 1990(206) ; Nasamu et al., 2020(207)). 

La protéolyse de l’hémoglobine entraine également la formation d’hème libre toxique pour le parasite 

(Kumar et Bandyopadhyay, 2005(208)). Le système parasitaire de détoxification de l’hème libre repose 

sur son oxydation en hémine puis la formation de cristaux pigmentaires insolubles, appelés cristaux 

d’hémozoïne (Egan, 2008(209)). Les étapes de la protéolyse de l’hémoglobine à la formation des 

cristaux d’hémozoïne se réalisent au niveau de la vacuole digestive du parasite, compartiment 

parasitaire acide présentant des propriétés semblables aux structures lysosomales de l’hôte (Matz, 

2022(210)).  

La CQ, par augmentation du pH de la vacuole digestive comme par lysosomotropisme, inhibe 

la dégradation protéique dans les érythrocytes infectés par le parasite (Homewood et al., 1972(128) ; 

Krogstad et al., 1985(211) ; Goldberg et al., 1990(206)). Comme dans le cas de la perméabilisation des 

membranes lysosomales décrits précédemment, la CQ est également capable de déstabiliser la 

membrane des vacuoles digestives entrainant une extrusion de leurs protéases (Ch’Ng et al., 

2011(212)). Par conséquent, cette altération du compartiment digestif parasitaire ne permet plus des 

apports énergétiques suffisant au parasite entrainant son élimination. L’implication de l’alcalinisation 

du pH de la vacuole digestive par la CQ reste controversée due aux fortes doses nécessaires. En effet, 

la diminution de l’activité des protéases de la vacuole digestive parasitaire apparait davantage corrélée 

à l’inhibition de la formation de cristaux d’hémozoïne par la CQ (Gluzman et al., 1994(213) ; Herraiz et 

al., 2019(214)). Cette inhibition repose sur la formation de complexes entre la CQ et l’hème (Chou et 

al., 1980(215) ; Egan 2006(216) ; Gorka et al., 2013(217)), mais également par la fixation de la CQ 

directement sur les cristaux d’hémozoïne déjà formés (Sullivan et Meshnick, 1996(218) ; Olafson et al., 

2017(219)). Il a également été montré que la CQ inhibe l’hème polymérase, une des enzymes 

nécessaires à l’extension des cristaux formés (Slater et Cerami, 1992(220)). De par sa propriété de base 

faible, la CQ a également été décrite comme inhibant la stabilité d’hémozoïne pH-dépendante (Ursos 

et al., 2001(221)). 

Interaction directe de l’HCQ et la CQ avec les acides nucléiques du parasite 

Comme développé précédemment dans ce mémoire, l’HCQ et la CQ sont capables d’interagir 

directement avec l’ADN. Cependant, le génome du parasite du genre Plasmodium est davantage 

composé de motifs adénine-thymine que de motifs guanine-cytosine (Gardner et al., 2002(222)), sur 
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lesquels se lient préférentiellement l’HCQ et la CQ. Ainsi, leurs doses utilisées pour obtenir cet effet in 

vitro au niveau des acides nucléiques du parasite sont très élevées, voire toxiques, pour la croissance 

des cellules de l’hôte, et bien supérieures à celles requises in vivo pour la clairance du parasite (Kwakye-

Berko and Meshnick, 1989(163)). C’est pour cela que la recherche tend à développer des analogues de 

ces molécules afin d’améliorer leur spécificité d’action vis-à-vis des motifs A-T et ainsi augmenter leur 

efficacité thérapeutique antipaludéenne avec des effets cytotoxiques moindres (Wenzel et al., 

2010(98) ; Punihaole et al., 2018(158)). 

b. Actions sur le système immunitaire de l’hôte 

L'issue de l'infection palustre repose essentiellement sur l'équilibre entre la réponse 

immunitaire de l'hôte et les mécanismes de virulence du parasite. Des déséquilibres caractérisés par 

une croissance excessive du parasite, une exacerbation des réactions immunitaires de l’hôte ou une 

combinaison des deux sont responsables de la survenue des complications cliniques sévères 

(neuropaludisme, anémie sévère palustre, syndrome de détresse respiratoire aiguë par exemple) voire 

le décès des patients (Schofield et Grau, 2005(223) ; Deroost et al., 2016(224)). L’immunopathogenèse 

du paludisme repose sur une sécrétion accrue de cytokines proinflammatoires lors de la réponse 

immunitaire innée de l’hôte au détriment de cytokines anti-inflammatoires. Cette surcharge 

cytokinique est le résultat de différentes voies de signalisation médiés par différents couples PAMPs-

PRRs, dont TLR9 et cGAS pouvant être activés par l’ADN et l’hémozoïne (Gowda et Wu, 2018(225)). 

Ainsi, la CQ a été décrite comme limitant la réponse inflammatoire de l’hôte à l’infection en inhibant 

la cascade de signalisation proinflammatoire médiée par TLR9 (Coban et al., 2005(226) ; Zhu et al., 

2012(227)).  

Cependant, une résistance des parasites à l’HCQ et à la CQ a émergé dès les années 1960, 

amenant les prescripteurs à se tourner vers d’autres thérapeutiques, notamment des combinaisons à 

base d’artémisinine, et plus récemment vers de nouvelles stratégies préventives chez les enfants avec 

le vaccin recombinant antipaludéen RTS, S (Mosquirixâ). 

3) Indication antivirale 

L’action antivirale de l’HCQ est illustrée ici à travers l’exemple du virus Severe acute respiratory 

syndrome coronavirus (SARS-CoV) -2, virus responsable du Coronavirus disease 2019 (Covid-19). De 

par leur impact sur le fonctionnement des structures endolysosomales, l’autophagie et l’appareil de 

Golgi, notamment par alcalinisation de ces structures, l’HCQ et la CQ peuvent inhiber ces différentes 

étapes de cycle de vie du virus dans la cellule hôte depuis sa fusion jusqu’à la formation de particules 

virales infectieuses de novo (Savarino et al., 2003(228) ; Liu and al., 2020(229) ; Yang et Shen, 
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2020(230) ; Cheng et Geiger, 2020(231)) (Figure 9). Une cible thérapeutique majeure a été identifiée, 

le récepteur membranaire de la cellule hôte Angiotensin-converting enzyme 2 (ACE2) (Hoffmann et al., 

2020 a(232) et b(233)). L’affinité de ce récepteur pour la glycoprotéine virale spike a d’abord été 

démontrée dans le cas du SAS-CoV (Li et al., 2003(234)), puis reportée dans le contexte du SARS-CoV-

2 par homologie de structure des domaines de liaison aux récepteurs membranaires chez les deux 

virus (Xu et al., 2020(235)). Il a été montré que la CQ peut impacter la fonctionnalité de ACE2 par 

altération de sa glycosylation au niveau de l’appareil de Golgi, diminuant ainsi son affinité pour la 

glycoprotéine spike du SARS-CoV (Vincent et al., 2005(236)) (Figure 9). Par ailleurs, dans 

l’immunopathogenèse des cas sévères de la Covid-19, le choc cytokinique aggrave les dommages liés 

à l’infection virale et est corrélé positivement à la sévérité de la pathologie (Huang et al., 2020(237)). 

Ainsi, par repositionnement des mécanismes d’action anti-inflammatoires de la CQ et de l’HCQ 

explorés dans les maladies auto-immunes, il a été envisagé que ces deux molécules pourraient réduire 

le choc cytokinique (Oscanoa et al., 2020(238) ; Devaux et al., 2021(239)) (Figure 9). 

Le spectre d’activité antivirale in vitro de l’HCQ et de la CQ est relativement large avec une 

efficacité sur de multiple virus à ADN et à ARN répertoriés dans la revue de la littérature de Devaux et 

al., 2020. Ce dernier repose sur des mécanismes cités ci-dessus dans l’exemple du SARS-CoV-2. Par 

exemple, la CQ peut inhiber les modifications post-traductionnelles au niveau de l’appareil de Golgi : 

inhibition de la glycosylation de la glycoprotéine d’enveloppe virale gp120 pour le virus de 

l’immunodéficience humaine (VIH) (Savarino et Shytaj, 2015(240)), absence de clivage de la protéine 

prM pour le virus de la dengue (Randolph et al., 1990(241)) et formation de particules non infectieuses 

pour le virus de l’herpès simplex s’accumulant dans le trans-Golgi (Harley et al., 2001(242)). Tout ceci 

sans compter que les virus, parasites intracellulaires obligatoires, utilisent généralement le système 

endolysosomal pour leur infection et réplication (Robinson et al., 2018(243)).  

Les propriétés antivirales de l’HCQ et de la CQ décrites in vitro sont rarement reproduites dans 

les modèles animaux ou les essais cliniques. En effet, par exemple, la concentration d’HCQ ou de CQ 

requise pour entrainer l’alcalinisation des compartiments intracellulaires reste élevée (Al-Bari, 

2017(244)), ce qui implique l’apparition d’effets indésirables observés à fortes concentrations. Ces 

molécules ne sont donc pas recommandées comme un traitement antiviral. 
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Figure 9 : Implication de l’HCQ et de la CQ dans l’activité antivirale : exemple du SARS-CoV-2. L’HCQ et la CQ 

sont capables d’inhiber plusieurs étapes de cycle de vie du virus SARS-CoV-2 : son entrée cellulaire par liaison de 

sa glycoprotéine S  au récepteur membranaire de la cellule hôte ACE2 (1); le relargage de son génome virale et 

d’enzymes de réplication après digestion de son enveloppe dans les structures endolysosomales (2) et donc sa 

réplication virale ainsi que la synthèse de protéines virales (3) ; la formation de nouveaux virions après 

modifications post-traductionnelles et assemblage des protéines de structure (4) qui sont par la suite exocytés 

(5). Créée avec BioRender.com. 

4) Indications anticancéreuses 

Plusieurs revues de la littérature, dont celles de Manic et al., 2014 et Verbaanderd et al., 2017, 

ont répertorié l’efficacité antinéoplasique in vitro et in vivo de l’HCQ et de la CQ utilisées en 

monothérapie ou comme adjuvant de thérapies anticancéreuses.  

Le principal mécanisme anticancéreux étudié des antipaludéens de synthèse repose sur leur 

capacité à inhiber l’autophagie non seulement au niveau des cellules tumorales mais aussi dans les 
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autres cellules composant leur microenvironnement (Mulcahy Levy et al., 2017(245)). Cependant, 

l’emploi de traitement ciblant l’autophagie reste complexe de par l’ambivalence de son rôle lors du 

processus tumorale. En effet, à un stade précoce, l’autophagie permet d’inhiber l’initiation tumorale 

par élimination des différents dommages intracellulaires. A contrario, une fois la tumeur installée, une 

augmentation du flux autophagique est nécessaire pour la survie et la croissance des cellules 

tumorales pour répondre à leur besoin énergétique, mais également comme mécanisme 

d’échappement tumoral aux thérapeutiques cytotoxiques (White, 2012(246)). Ainsi, l’utilisation 

d’inducteurs ou d’inhibiteurs d’autophagie est contexte-dépendant. L’efficacité antitumorale de l’HCQ 

et la CQ a aussi été décrite comme dépendante de l’induction de LMP à l’origine de la mort des cellules 

tumorales (Enzenmüller et al., 2013(147) ; Circu et al., 2017(148) ; Sironi et al., 2019(149)). Des effets 

bénéfiques de la CQ ont également été décrits via l’inhibition de la voie de signalisation médiée par 

TLR9 in vitro dans différents types de cancer, tels que le cancer de la prostate, de l’œsophage, de 

l’estomac ou le cholangiocarcinome (Ilvesaro et al., 2007(247) ; Zhang et al., 2014(248) et 2015(249) ; 

Mohamed et al., 2022(250)). Cependant, l’implication anticancéreuse de TLR9 reste complexe, entre 

association à la progression et l’invasion tumorale, et à l’immunité anticancéreuse (Alzahrani et al., 

2020(251)).  

L’HCQ et la CQ possèdent également des effets anticancéreux indirects sur la vascularisation 

tumorale. En limitant l’hypoxie au cours du développement tumoral, la CQ a été décrite comme 

prévenant l’angiogenèse anarchique de néovaisseaux tumoraux dont la grande perméabilité participe 

à l’intravasation tumorale et la dissémination métastatique, mais également à la réduction de 

l’efficacité des thérapeutiques cytotoxiques (Maes et al., 2014(252)). Il a été démontré que cet effet 

bénéfique de la CQ repose sur une diminution de la sensibilité des cellules endothéliales à la voie de 

signalisation pro-angiogénique médiée par Vascular endothelial growth factor receptor-2 (VEGFR2) de 

par une altération du trafic endolysosomale (Schaaf et al., 2019(253)). 

5) Autres impacts cliniques 

Des études suggèrent que l’HCQ et la CQ peuvent retarder ou prévenir la résorption osseuse 

notamment chez les patients souffrant d’une maladie rhumatismale auto-immune (Lakshminarayanan 

et al., 2001(254) ; Mok et al., 2005(255) ; Akhavan et al., 2013(256)). La CQ a été décrite comme 

bloquant l’autophagie médiée par le Receptor activator of NF-κB ligand (RANKL), cette dernière étant 

nécessaire à la différenciation, la maturation et à la survie ostéoclastique pour la résorption osseuse 

(Lin et al., 2016(257) ; Sun et al., 2021(258)). Par lysosomotropisme, la CQ permet également de 

prévenir la dégradation lysosomale de facteurs inhibant la résorption osseuses (Voronov et al., 

2013(259) ; Xiu et al., 2014(260) ; Yao et al., 2017(261)). De façon intéressante, il a été montré que la 
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fonction anti-TLR9 de la CQ permet à cette dernière de prévenir le relargage de RANKL au niveau des 

ostéoblastes (Zou et al., 2003(262)). Une étude suggère également que l’HCQ est responsable d’une 

LMP au niveau des ostéoclastes entrainant le relargage d’enzymes lysosomales et de protons au niveau 

intra-ostéoclastique et non dans la lacune de résorption osseuse diminuant ainsi la résorption osseuse. 

Enfin, l’inhibition de la fonction dégradative lysosomale par la CQ permet également d’inhiber le 

clivage de la pro-cathepsine K en cathepsine K mature, enzyme protéolytique nécessaire à la résorption 

osseuse après son relargage au niveau de la lacune de résorption (Rieman et al., 2001(263)). 

Cependant, la prévention et la réduction de l’ostéoporose et des douleurs associées avec le traitement 

par l’HCQ reste controversée (Kingsbury et al., 2018(264) ; Lee et al., 2018(265)). 

L’HCQ et la CQ ont également été décrites comme possédant des effets protecteurs vasculaires 

à long terme, notamment chez les personnes prédisposées comme celles présentant une maladie 

rhumatismale auto-immune. En effet, ces molécules ont montré leur capacité à réduire la survenue 

d’événements cardiovasculaires à la fois par des propriétés antiagrégants plaquettaires, 

anticoagulantes et anti-thrombotiques, mais également par leur impact sur le métabolisme glucidique 

et lipidique (Rempenault et al., 2018(266) ; Liu et al., 2018(267)). Cependant, selon ces auteurs des 

études cliniques plus larges sont nécessaires pour quantifier le profil bénéfice-risque de l’HCQ dans la 

prévention des complications cardiovasculaires chez les patients atteints de maladies rhumatismales 

et d'autres cohortes non rhumatologiques.  

E. Effets indésirables de l’hydroxychloroquine 

Les principaux effets indésirables de l’HCQ et de la CQ peuvent être classés en deux grandes 

catégories. La première regroupe les effets gastro-intestinaux (nausées, vomissements, diarrhée et 

inconfort abdominal) et les manifestations cutanées (prurit, hyper ou dépigmentation), non rares mais 

disparaissant généralement après adaptation posologique sans nécessité d’arrêt de traitement. La 

deuxième catégorie rassemble diverses combinaisons plus rares de manifestations oculaires, 

cardiaques et neuromusculaires, dont la survenue dépendrait de la dose journalière utilisée et de la 

durée de traitement. Ces complications sont potentiellement plus sévères nécessitant généralement 

un arrêt de traitement avec résolution lente voire incomplète des symptômes (Costedoat-Chalumeau 

et al., 2014(268)). Le profil de sécurité de l’HCQ et de la CQ fait état d’une innocuité globale de ces 

médicaments, avec un profil potentiellement plus favorable pour l’HCQ (Ruiz-Irastorza et al., 

2010(269) ; Eljaaly et al., 2020(270)). Par la suite, nous nous intéressons aux mécanismes sous-jacents 

des effets indésirables du second groupe. 
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1) Rétinopathies 

Parmi les troubles ophtalmiques, l'atteinte rétinienne est à la fois la plus fréquente et la plus 

sévères. L’HCQ présente une forte concentration au niveau du tissu oculaire, due à sa liaison de forte 

affinité avec la mélanine, un composant abondant dans la rétine. La rétinopathie sous traitement par 

HCQ se caractérise par une dégénérescence périfovéolaire progressive des photorécepteurs au niveau 

de l’épithélium pigmentaire rétinien (EPR), pouvant aboutir à une maculopathie en œil de bœuf voire 

la cécité (Melles et Marmor, 2014(271)). L’HCQ a été décrite comme responsable d’une atteinte 

fonctionnelle de l’EPR en augmentant sa perméabilité et en y inhibant la dégradation lysosomale des 

segments externes des cellules photoréceptrices apicales (Sundelin et Terman, 2002(272) ; Yoon et al., 

2010(273) ; Korthagen et al., 2015(274)). Ces altérations lysosomales sont également responsables de 

l’accumulation de lipofuscine, un pigment lipidique formé à partir des débris cellulaires. Certains 

composants de la lipofuscine, dont le N-rétinylidène-N-rétinyléthanolamine (A2E), renforcent 

l’altération de la dégradation lysosomale par inhibition des pompes à protons lysosomales (Bergmann 

et al., 2004(275) ; Yoon et al., 2010(273)). De par sa propriété de base faible, l’HCQ inhibe aussi 

l'activité pH-dépendante du Organic anion transporting polypeptide 1A2 (OATP1A2). Cette inhibition 

empêche le recyclage du tout-trans-rétinol au niveau des cellules de l’EPR, dont l’accumulation conduit 

également à l’accumulation de lipofuscine (Xu et al., 2016(276)).  

2) Cardiomyopathie 

La cardiotoxicité sous traitement par HCQ comprend principalement des cardiomyopathies 

ainsi que des troubles du rythme et de la conduction cardiaque (Chatre et al., 2018(277)). Le 

mécanisme sous-jacent des cardiomyopathies est basé sur lysosomotropisme de l’HCQ au niveau des 

myocytes, responsable de l’accumulation notamment de glycogène et de phospholipides dans ces 

derniers (Frustaci et al., 2012(278) ; Tönnesmann et al., 2013(279)). Cette accumulation est à l’origine 

du développement d’une maladie de surcharge lysosomale acquise, conduisant à une désorganisation 

myofibrillaire, une atrophie et une fibrose pouvant conduire à une cardiomyopathie (Yogasundaram 

et al., 2014(280) ; Nadeem et al., 2020(281)). Des effets pro-arythmiques de l’HCQ ont été décrits, 

moins fréquents que pour la CQ, par blocage de canaux potassiques et calciques voltage-dépendants 

dans les cellules myocardiques (Delaunois et al., 2021(282)). 

3) Neuromyopathies 

L’HCQ peut être à l’origine d’une neuromyopathie caractérisée par une apparition progressive 

d’une myasthénie avec diminution des réflexes principalement au niveau des muscles proximaux des 
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membres inférieurs pouvant être associée à une neuropathie périphérique (Stein et al., 2000(283) ; 

Biguetti et al., 2021(284)). Le mécanisme sous-jacent principal de ces myopathies induites par l’HCQ 

semble être similaire à celui des cardiomyopathies décrit précédemment. En effet, il a été montré que 

le lysosomotropisme de l’HCQ est responsable d’accumulation de phospholipides et de glycogène dans 

les rhabdomyocytes, à l’origine d’une myopathie vacuolaire à corps curvilignes et d’une atrophie des 

fibres musculaires caractéristiques à la biopsie musculaire (Lee et al., 2012(285) ; Stein et al., 

2000(283) ; Biguetti et al., 2021(284)).  
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CHAPITRE 4 : STRESS OXYDATIF, UNE CIBLE THÉRAPEUTIQUE DE 

L’HYDROXYCHLOROQUINE ?  

A. Présentation générale du stress oxydatif 

L’oxygène est essentiel pour la survie de l’organisme aérobique, notamment par son 

implication dans la production d’énergie, lors de laquelle des produits secondaires sont également 

générés physiologiquement par l’organisme, les ROS. Parmi les ROS, sont retrouvés notamment deux 

espèces radicalaires, le radical superoxyde (O2•−) et le radical hydroxyl (HO•), et une espèce non 

radicalaire, le peroxyde d’hydrogène (H2O2). Les radicaux libres sont définis comme des entités 

moléculaires, capables d’existence indépendante, qui contiennent un ou plusieurs électrons non 

appariés dans leur orbite externe atomique, et caractérisés par leur instabilité, leur courte durée de 

vie et leur haute réactivité. Les espèces radicalaires sont plus réactives que les espèces non radicalaires 

et leur réactivité est directement corrélée aux potentiels dommages sur les molécules biologiques. 

Cependant, le peroxyde d'hydrogène (H2O2), liposoluble, peut diffuser à travers la membrane cellulaire 

et être converti en radical hydroxyl (HO•) par fission homolytique, induite par les UV ou par 

l'interaction avec des ions de métaux de transition (réaction de Fenton) (Phaniendra et al., 2015(286) ; 

Martemucci et al., 2022(287)). 

À des niveaux faibles ou modérés, les ROS peuvent être impliqués dans diverses fonctions 

physiologiques, comme notamment la défense immunitaire contre les pathogènes environnementaux 

au sein des cellules phagocytaires, mais également de nombreuses voies de signalisation 

intracellulaires dans d’autres types cellulaires (Valko et al., 2007(288)). En revanche, lors d’un 

déséquilibre entre la production de ROS et les capacités antioxydantes cellulaires, des dommages 

cellulaires et tissulaires peuvent survenir, regroupés sous le terme de stress oxydatif. De nombreuses 

pathologies ont pour origine un stress oxydatif, notamment les diabètes, des pathologies 

inflammatoires et auto-immunes, des maladies neurodégénératives et cardiovasculaires ainsi que 

certains cancers et le vieillissement (Phaniendra et al., 2015(286) ; Martemucci et al., 2022(287)).  

Plus précisément, les processus oxydatifs impliquant les ROS sont des réactions à l’origine du 

transfert d'un ou plusieurs électrons d'un donneur d'électrons (agent réducteur) à un accepteur 

d'électrons (agent oxydant). Les ROS peuvent ainsi oxyder les acides nucléiques, notamment l’ADN 

mitochondrial du fait de sa proximité avec les sources de ROS, à l’origine de leur fragmentation, de 

mutations et d’une altération de l’expression des gènes. Les ROS entrainent également la peroxydation 

des lipides, notamment des phospholipides, des acides gras polyinsaturés et du cholestérol, principaux 

constituants des membranes cellulaires, entrainant par conséquence une perturbation de la stabilité, 
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de la fluidité et de la perméabilité membranaire. Enfin, l’oxydation des protéines par les ROS peut 

conduire à leur dénaturation ou leur perte de fonction (Phaniendra et al., 2015(286) ; Martemucci et 

al., 2022).  

B. Sources endogènes des ROS 

Il existe de nombreuses sources exogènes à l’origine des radicaux libres : polluants 

environnementaux, métaux lourds et de transition, irradiations ultra-violets ou γ, certains 

médicaments et leurs métabolites par exemple. Ici, nous nous intéresserons uniquement aux sources 

endogènes de ROS : le métabolisme cellulaire incluant la mitochondrie, le RE et le peroxysome 

(Phaniendra et al., 2015(286) ; Martemucci et al., 2022(287)).  

1) Mitochondrie 

La mitochondrie est le siège de la phosphorylation oxydative, mécanisme aérobie permettant 

de produire de l’énergie nécessaire à l’homéostasie cellulaire sous forme d’ATP. Au cours de la 

phosphorylation oxydative mitochondriale, le transfert d’électrons le long de la chaine respiratoire 

mitochondriale (complexes I à IV) est à l’origine de réactions d’oxydoréduction successives permettant 

de créer un gradient électrochimique à travers la membrane interne mitochondriale utilisée par la 

suite par l’ATP synthase du complexe V. Chez les eucaryotes, une grande partie des ROS sont produits 

par la chaine de transfert d’électrons mitochondriale lors de la respiration, notamment au niveau des 

complexes I et III (Zorov et al., 2014(289) ; Forrester et al., 2018(290)). En plus de ces complexes de la 

chaine respiratoire mitochondriale, d’autres enzymes, comme l’α-cétoglutarate déshydrogénase, le 

pyruvate déhydrogénase et le complexe de la déshydrogénase des α-cétoacides ramifiés, sont 

responsables de la génération de ROS dans la matrice mitochondriale. Il est à noter également la 

présence du complexe nicotinamide adénine dinucléotide phosphate (NADPH) oxydase (NOX) 4 

(description détaillée plus bas) au niveau de la membrane externe mitochondriale, permettant de 

produire des ROS (Forrester et al., 2018(290)).  

2) Réticulum endoplasmique  

Au sein du RE, la fonction de repliement des protéines est très sensible au statut redox 

intraluminal. Réciproquement, la dérégulation du repliement protéique en réponse au stress du RE, 

notamment la formation de liaisons disulfures, augmente le stress oxydatif intraluminal, entraînant 

une altération des fonctions du RE (Forrester et al., 2018(290). L'une des voies les plus décrites pour 

expliquer le lien entre la fonction de repliement protéique et le stress oxydatif dans le RE est celle 
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impliquant la protéine disulfure isomérase (PDI) et l’oxydoréductine-1 du RE (Endoplasmic reticulum 

oxidoreductin 1 ou ERO1). PDI introduit des liaisons disulfures par oxydation du groupement thiol au 

sein des protéines en cours de repliement, à l’origine de sa réduction. La régénération de PDI sous sa 

forme oxydée, nécessaire à sa fonction, est assurée par ERO1, dont la réduction est également 

responsable de la production d’H2O2 (Cao et Kaufman, 2014(291)). Il est à noter que les facteurs de 

transcription ATF4 et CHOP induisent l’expression de l’isoforme ERO1α en cas de stress RE (Forrester 

et al., 2018(290). En plus de la voie médiée par PDI et ERO1, des ROS peuvent également être produits 

par le cytochrome p450, la cytochrome b5 réductase et le complexe NOX4 présents au niveau de la 

membrane du RE (Forrester et al., 2018(290) ; Martemucci et al., 2022(287)). 

3) Peroxysome 

Les ROS issus du peroxysome sont produits lors de diverses réactions enzymatiques telles que 

la β-oxydation des acides gras, la synthèse de polyamines, la désamination des acides aminés et 

l'oxydation de l'hypoxanthine. Le peroxysome possède également une chaine respiratoire non couplée 

à la production d’ATP mais dont le transfert séquentiel d’électrons peut être à l’origine de ROS. Il est 

à noter que cet organite semble produire plus largement de l’H2O2 de réactivité moindre que les 

radicaux libres (Forrester et al., 2018(290)). 

4) Autres sources de ROS, exemple des complexes NOX 

D’autres activités enzymatiques présentes au sein de ces différents organites peuvent être 

également à l’origine de ROS intracellulaires au niveau du cytosol ou de la membrane plasmique, à 

l’exemple des complexes NOX. 

La famille des complexes NOX est considérée comme une source majeure de ROS dans les 

cellules eucaryotes. Il s’agit de complexes enzymatiques multiprotéiques transmembranaires exprimés 

notamment au niveau de la membrane plasmique, du RE, du noyau et des mitochondries. Les 

différents isoformes de cette famille partagent une homologie de structure basée sur un noyau 

catalytique commun, historiquement décrit pour NOX2. Ce noyau est constitué principalement de 

deux sous-unités catalytiques constitutivement exprimées au niveau de la membrane plasmique 

(gp91phox et p22phox), formant le complexe transmembranaire initial flavocytochrome b558, et d’autres 

sous-unités régulatrices cytosoliques solubles, dont gp47phox notamment pour le complexe NOX2 

(Vermot et al., 2021(292)). Ces diverses sous-unités sont généralement maintenues physiquement 

dissociées dans un état inactif en l'absence de stimuli. Lors d’une stimulation, les sous-unités 

régulatrices migrent au niveau membranaire, où leur assemblage avec les sous-unités catalytiques 
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permet l’activation du complexe NOX (Clark et al., 1990(293)). Ce dernier permet le transfert 

d'électrons du NADPH vers l'oxygène moléculaire pour générer des ions superoxydes (Bromberg et 

Pick, 1984(294)). D’abord découverte au niveau des cellules phagocytaires (Bromberg et Pick, 

1984(294)), l’expression de NOX a été observée également au niveau d’autres types cellulaires comme 

les cellules endothéliales par exemple (Griendling et al., 2000(295)). Même si les fonctions 

physiologiques de NOX dans le système immunitaire et la régulation de la pression sanguine sont les 

plus documentées, sa distribution élargie dans différents tissus cellulaires explique des effets 

pléiotropiques de ce complexe (Bedard et Krause., 2007(296) ; Vermot et al., 2021(292)).  

C. Système antioxydant cellulaire 

1) Présentation générale du système anti-oxydatif 

Afin de contrebalancer cette production physiologique de ROS, il existe différentes sources 

exogènes et endogènes d’antioxydants. Les sources exogènes sont issues essentiellement de 

l’alimentation, notamment les vitamines C et E, les oligoéléments (sélénium, cuivre, zinc, manganèse) 

ainsi que des éléments phytochimiques comme les polyphénols. Les sources endogènes antioxydantes 

sont principalement basées sur des systèmes enzymatiques tels que les superoxyde dismutases (SOD), 

les catalases (CAT), les glutathion peroxydases (GPX), les glutarédoxines (GRX) et les peroxyrédoxines 

(PRDX). Ces différents systèmes antioxydants requièrent également des enzymes permettant leur 

synthèse, leur réduction et la régénération de leurs cofacteurs. La mitochondrie, le RE et le 

peroxysome possèdent ces différents systèmes enzymatiques antioxydants. D’autres sources 

endogènes non enzymatiques sont également présentes regroupant des métabolites antioxydants 

(acide lipoïque, glutathion (GSH), L-arginine, acide urique, bilirubine) (Phaniendra et al., 2014(286) ; 

Martemucci et al., 2022(287)). 

2) Focus sur la voie de signalisation médiée par Nrf2 

Le facteur de transcription Nrf2, découvert en 1994 par Moi et al., est impliqué dans de 

multiples processus biologiques de survie cellulaire en réponse à différentes sources de stress, 

permettant de maintenir l’homéostasie cellulaire (Ma, 2013(297) ; Cuadrado et al., 2019(298)). Dans 

des conditions homéostatiques, le facteur de transcription Nrf2 est liée à Kelch-like ECH-associated 

protein 1 (Keap1), une protéine adaptatrice de l’ubiquitine ligase de type E3, cullin 3 (Cul3), 

responsable de son ubiquitination et de sa dégradation continue par le protéasome. En réponse au 

stress oxydatif, des modifications des résidus cystéine de Keap1 entrainent des changements 
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conformationnels à l’origine de la dissociation de Keap1 avec Nrf2. La stabilisation de Nrf2 est suivie 

de sa translocation nucléaire où il forme un complexe hétérodimérique avec des membres de la famille 

des protéines small masculoaponeurotic fibrosarcoma (sMaf) afin de se fixer dans la région 

promotrice, sur une séquence spécifique Antioxidant element response (ARE). Ainsi, Nrf2 permet la 

transcription de nombreux gènes impliqués dans les mécanismes de défense cellulaire contre le stress 

oxydatif et xénobiotique. En effet, Nrf2 régule la transcription de composants des systèmes 

antioxydants du GSH et de la thiorédoxine, ainsi que des enzymes impliquées dans la détoxification 

des ROS et des xénobiotiques (exemple de la NADPH dehydrogenase quinone 1 (Nqo1)), dans le 

métabolisme de l'hème (exemple de l’hème oxygénase 1 (Hmox1)) et dans la régénération du NADPH 

(cofacteur obligatoire du système antioxydant Nqo1) et de détoxication des médicaments (CYP). Le 

facteur de transcription Nrf2 est également responsable de sa propre expression par la présence de 

séquences ARE-like au niveau de la région promotrice de son gène éponyme NFE2L2 (Tonelli et al., 

2018(299) ; Figure 10). Par la suite, pour une question de simplification, nous parlerons de gènes ARE 

pour désigner des gènes cibles de Nrf2 dont la régulation implique la séquence spécifique ARE. 

 
Figure 10 : Schéma globale de la voie de signalisation canonique médiée par Nrf2. En condition de stress, la 

dissociation du complexe Nrf2-Keap1 prévient l’ubiquitination et la dégradation par le protéasome de Nrf2, 

permettant sa translocation nucléaire et l’expression de gènes antioxydants. Créée avec BioRender.com. 
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En plus de son rôle dans l’homéostasie redox cellulaire, la voie de signalisation Nrf2-Keap1 est 

également impliquée dans l’homéostasie protéique. En effet, Nrf2 participe à la clairance de protéines 

altérées par autophagie car le gène Sequestosome 1 (SQSTM1), codant la protéine cargo 

autophagosomale p62, est un gène cible de Nrf2, tout comme de nombreux autres gènes 

autophagiques possédant une séquence consensus ARE dans leur région promotrice (Pajares et al., 

2016(300)). Réciproquement, p62 se lie à Keap1 avec une grande affinité de façon à dissocier le 

complexe Nrf2-Keap1 et permettre ainsi l’activité transcriptionnelle de Nrf2 (Jain et al., 2010(301) ; 

Lau et al., 2010(302)). L’implication de Nrf2 dans la protéostase en condition oxydative repose aussi 

sur sa phosphorylation activatrice par PERK lors de la réponse UPR (Cullinan et al., 2003(303)), ainsi 

que sur sa capacité à réguler l'expression des sous-unités du protéasome (Kwak et al., 2003(304)). 

Enfin, Nrf2 participe également à la résolution de l’inflammation notamment par inhibition de la voie 

de signalisation médiée par le facteur de transcription pro-inflammatoire NF-κB (Ma, 2013(297) ; 

Cuadrado et al., 2019(298)).  

D. Hydroxychloroquine, molécule oxydante ou antioxydante intracellulaire ? 

1) Stress oxydatif induit par l’hydroxychloroquine 

La génération d’un stress oxydatif par l’HCQ et la CQ est un des mécanismes sous-jacents à 

l’action antipaludéenne de ces molécules (Sugioka et al., 1987(305) ; Lehane et al., 2012(306)). En 

effet, en plus des deux mécanismes précédemment décrits (modifications de la dégradation 

lysosomale et de la résolution autophagique, ainsi que de la liaison aux acides nucléiques), le complexe 

formé par la CQ et l’hème a été décrit in vitro comme responsable d’une exacerbation de la 

peroxydation des lipides membranaires lors du cycle intra-érythrocytaire du parasite, permettant son 

élimination (Sugioka et al., 1987(305)). Il a également montré une diminution de la détoxification de 

l’hème libre dépendante du GSH par la CQ dans les érythrocytes infectés par le parasite (Ginsburg et 

al., 1998(307)). Par ailleurs, il a été observé in vivo qu’un traitement par CQ provoque un stress oxydatif 

chez l'hôte et cet effet est exacerbé chez les patients infectés par Plasmodium falciparum auxquels le 

médicament est administré : réduction de l’activité d’enzymes antioxydantes (CAT et GPX) dans les 

érythrocytes et diminution des concentrations plasmatiques d’autres antioxydants non enzymatiques 

(vitamines A et C, GSH et β-carotène) parallèlement à une augmentation des ROS (Farombi et al., 

2003(308)).  

L’implication de l’HCQ et de la CQ dans le stress oxydatif a également été montré dans 

plusieurs modèles animaux in vivo, notamment par une augmentation de la quantité de ROS et une 

diminution d’enzymes antioxydantes, CAT et GPX principalement, au niveau de différents tissus 
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(Bhattacharyya et al., 1983(309) ; Magwere et al., 1997(310) ; Ogunbayo et al., 2006(311) ; Uzar et al., 

2012(312) ; Giovanella et al., 2015(313)). L’augmentation par l’HCQ et la CQ du stress oxydatif dans la 

rétine (Bhattacharyya et al., 1983(309)) ainsi qu’au niveau du nerf sciatique chez le rat (Uzar et al., 

2012(312)) pourraient également expliquée la survenue de rétinopathie et de neuropathie comme 

effets iatrogènes de ces molécules chez l’Homme. 

Plus récemment, il a été suggéré une contribution du stress oxydatif systémique induit par 

l'HCQ et la CQ dans la survenue d’un syndrome de détresse respiratoire aiguë et d'hypoxie, causes 

principales de décès des patients atteints de la Covid-19 (Klouda et Stone, 2020(314)). 

2) Complexes NOX, cible thérapeutique de l’hydroxychloroquine ? 

D’autres études ont cependant mise en avant une activité antioxydante de l’HCQ. Il a été 

montré que le traitement par l’HCQ et la CQ permettait d’améliorer les effets pro-inflammatoires et 

cardiovasculaires, observés in vitro et in vivo dans des cas de LES (Gómez-Guzmán et al., 2014(315)), 

de syndrome des anticorps antiphospholipides (Müller-Calleja et al., 2017(316) ; Miranda et al., 

2019(317)) et de tubulopathie rénale d’origine diabétique (Kang et al., 2020(318)), via une diminution 

de l’activité des complexes NOX.  

Dans un contexte d’hypertension artérielle pulmonaire résistante du nouveau-né, Teng et al., 

2012 ont montré in vitro que la CQ diminue l’activité du complexe NOX2, et donc la quantité 

intracellulaire de ROS, prévenant ainsi l’altération de l’angiogenèse dans les cellules endothéliales. Il a 

été démontré que cet effet résulte à la fois d’une diminution de l’expression de la sous-unité p47phox 

et de son association avec la sous-unité gp91phox du complexe NOX2 (Teng et al., 2012(319)). Ce défaut 

d’assemblage des différentes sous-unités du complexe NOX2 a également été repris comme 

mécanisme d’action de l’HCQ dans un contexte de syndrome des anticorps antiphospholipides au sein 

de cellules immunitaires. En effet, Müller-Calleja et al., 2017 ont observé que l’HCQ prévient la 

translocation de la sous unité catalytique gp91phox du complexe NOX2 au niveau de l’endosome, cette 

sous-unité étant induite en condition de stress dans ce modèle afin d’initier la cascade de signalisation 

proinflammatoire du complexe NOX2. 

L’activité du complexe NOX2 présente un pH optimal relativement neutre compris entre 6,5 et 

8,0 (Morgan et al., 2005(320)). De plus, il a été démontré que ce complexe contribue lui-même à limiter 

l'acidification des endosomes précoces dans les cellules dendritiques (Mantegazza et al., 2008(321)). 

Enfin, dans la démonstration réalisée par Müller-Calleja et al., 2017, il n’a pas été montré de variations 

de pH. Ainsi, l'activité endosomale de NOX2 ne dépend pas de la capacité de l’HCQ à augmenter le pH 

dans les structures endolysosomales. Par contre, une implication de l’inhibition de l’autophagie dans 
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l’inhibition de l’activité de NOX2 par la CQ a été démontrée par des résultats similaires avec la 

bafilomycine (Teng et al., 2012(319)). 

3) Implication de l’hydroxychloroquine sur la voie de signalisation Nrf2 

Plusieurs articles ont démontré l’implication de l’HCQ et de la CQ dans l’augmentation de 

l’activité transcriptionnelle de Nrf2. Cependant, les mécanismes sous-jacents à cet effet sont différents 

selon le contexte pathologique étudié et les conséquences peuvent être délétères ou bénéfiques.  

Dans un contexte de trouble pulmonaire induit par le paraquat dans un modèle murin, Shen 

et al., 2017 ont montré in vivo que la CQ à forte dose permet de réverser l’inflammation et la fibrose 

pulmonaire observées dans ce modèle ainsi qu’une diminution de la quantité de ROS au niveau du 

tissu pulmonaire. Il a été démontré que cet effet antioxydant repose sur une exacerbation de l’activité 

transcriptionnelle de Nrf2 en condition de stress comme en témoigne une augmentation de 

l’expression génique et protéique de Hmox1 et Nqo1 ainsi qu’une augmentation de l’activité de SOD 

(Shen et al., 2017(322)).  

Une sur-activation de la voie de signalisation médiée par Nrf2 a également été décrite dans un 

contexte de myopathie vacuolaire autophagique. Sur biopsie musculaire de patients atteints de cette 

pathologie, Duleh et al., 2016 ont observé une séquestration de Keap1 dans des agrégats protéiques 

positifs à p62, accompagnée d'une augmentation des niveaux d’ARN messagers et de protéines de 

gènes cibles de Nrf2, dont HMOX1 et NQO1. De même, le traitement de myotubes murins C2C12 par 

la CQ a entraîné une augmentation protéique de Nrf2 nucléaire et de l'expression de gènes régulés par 

ce dernier. Tout comme le blocage de la résolution autophagique, les effets de la CQ sur l’activation 

de la voie Nrf2 augmentent en fonction du temps de traitement et de la concentration de la molécule 

(Duleh et al., 2016(323)). Cette activation prolongée non canonique de la voie Nrf2, par inhibition 

compétitive du complexe Nrf2-Keap1 par p62, avait préalablement été décrite comme étant 

également responsable d’une toxicité hépatique in vitro (Komatsu et al., 2010(324)). Ces résultats in 

vitro souligne qu’une activation prolongée de Nrf2 peut s’avérer aussi délétère que le stress oxydatif 

par dérégulation de l’homéostasie redox cellulaire, abordant la notion de stress réducteur (Bellezza et 

al., 2020(325)). 

Enfin, dans plusieurs lignées cancéreuses in vitro, Peng et al., 2021 ont également démontré 

une augmentation de l’activité transcriptionnelle de Nrf2 indépendante du blocage de l’autophagie 

par l’HCQ, mais reposant sur une accumulation au cours du temps de ROS intracellulaires par ce 

traitement. Dans cet article, l’HCQ est décrite comme une molécule pro-oxydative, dont 

l’accumulation de ROS intracellulaire entraine une réponse réflexe de la cellule par activation de la 
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voie antioxydante Nrf2, relançant le débat sur la fonction anti ou pro-oxydante de l’HCQ (Peng et al., 

2021(326)). 
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PROBLÉMATIQUE 

La protéine lipin-1 possède deux fonctions moléculaires (Csaki et Reue, 2013(27) ; Chen et al., 

2014(28) ; Zhang et Reue, 2017(29) ; Lutkewitte et Finck, 2020(30)) : une activité enzymatique PAP-1, 

permettant la production de diacylglycérol à partir d’acide phosphatique (Han et al., 2006(32) ; Donkor 

et al., 2007(31)), ainsi qu’une activité transcriptionnelle lui conférant un rôle dans la régulation de la 

lipolyse et de la lipogenèse, chacune finement régulée (Finck et al., 2006(33)). L’étude 

physiopathologique du déficit en lipin-1 dans différents modèles humains et murins a montré qu’un 

défaut enzymatique de cette protéine était responsable à la fois d’un défaut d’autophagie (Ugrankar 

et al., 2011(80) ; Zhang et al., 2014(67) ; Schweitzer et al., 2019(60) ; Rashid et al., 2019 ; Hamel et al., 

2021) et d’une perte de la dynamique mitochondriale (Baba et al., 2014(83) ; Kameoka et al., 

2018(84)), exacerbée par une diminution de la mitophagie (Alshudukhi et al., 2018(85) ; Lin et al., 

2022(86)) et à l’origine de l’activation de la voie de signalisation proinflammatoire médiée par TLR9 

(Hamel et al., 2021(81)), mais également d’un stress du RE (Rashid et al., 2019). Ces altérations 

biologiques sont en partie responsables de la survenue d’épisodes de RM aigus chez des patients 

atteints d’un déficit en lipin-1, engageant le pronostic vital de ces derniers (Zeharia et al., 2008(51) ; 

Michot et al., 2010(18) et 2012(19) ; Kanderi et al., 2022(53)). Le traitement actuel est non spécifique 

et uniquement basé sur une prise en charge symptomatique d’urgence. Ainsi, il existe une réelle 

urgence à trouver de nouvelles thérapeutiques spécifiques du lipin-1 permettant de prévenir les accès 

de RM notamment. 

L’HCQ est une molécule développée en 1950 empiriquement comme antipaludéen de 

synthèse par pharmacomodulation de la CQ. L’HCQ et la CQ possèdent une homologie de structure et 

un profil pharmacocinétique commun permettant de confondre leurs effets pharmacodynamiques 

(Kaur et al., 2010(94) ; Agnello et al., 2019(95)). Leur large spectre d’action (Browning et al., 2014(328)) 

est basé principalement sur deux mécanismes d’action majeurs sous-jacents : le lysosomotropisme, 

responsable notamment de l’inhibition de la fonction dégradative lysosomale et de la résolution 

autophagique (Homewood et al., 1972(128) ; Wibo et Poole 1974(141) ; Seglen et al., 1979(142)), ainsi 

qu’une interaction avec les acides aminés (Wenzel et al., 2010(98) ; Punihaole et al., 2018(158)), à 

l’origine de l’inhibition des voies de signalisation proinflammatoires intracellulaires médiées 

principalement par TLR9 (Macfarlane et Manzel, 1998(182) ; Rutz et al., 2004(184) ; Kuznik et al., 

2011(185) ; Lamphier et al., 2014(102)) et STING (An et al., 2015(190)). Ces mécanismes d’action 

permettent à l’HCQ et à la CQ de s’inscrire dans différentes stratégies thérapeutiques antipaludéennes 

(Coban, 2020(205)), mais aussi anti-inflammatoires et immunomodulatrices (Nirk et al., 2020(194) ; 

Schrezenmeier et Dörner, 2020(195)), antivirales (Al-Bari et al., 2017(244)) et anticancéreuses (Manic 
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et al., 2014(329) ; Verbaanderd et al., 2017(330)) par repositionnement. Il est à noter, cependant, que 

le lysosomotropisme de ces molécules est également responsable de la survenue d’effets indésirables 

sous traitement : rétinopathie (Sundelin et Terman, 2002(272) ; Bergmann et al., 2004(275) ; Yoon et 

al., 2010(273) ; Korthagen et al., 2015(274)), cardiomyopathie (Frustaci et al., 2012(278) ; Tönnesmann 

et al., 2013(279)) et neuropathie (Stein et al., 2000(283) ; Lee et al., 2012(285) ; Biguetti et al., 

2021(284)). 

Ainsi, l’activité anti-inflammatoire de l’HCQ par inhibition de la voie de signalisation médiée 

par le récepteur TLR9, identifié dans la physiopathologie du déficit en lipin-1 comme une cible 

thérapeutique, nous a incité à mettre en place un traitement de fond par HCQ chez les patients atteints 

d’un déficit en lipin-1, afin de prévenir les épisodes aigus de RM et de traiter les symptômes chroniques 

présents chez certains patients (fatigabilité et douleurs musculaires, cardiomyopathie). La posologie 

initiale a été basée sur la dose recommandée dans les principales indications antirhumatismales de 

l’HCQ (dose journalière de 6,5 milligrammes par kilogramme). En parallèle, un traitement par 

corticostéroïdes a été instauré chez l’ensemble des patients, traités ou non par HCQ, au moment des 

épisodes aigus de RM, sur une courte durée, afin de limiter l’ « orage » inflammatoire de ces épisodes 

(Tuchmann-Durand et al., 2023(91)). 

L’objectif de cette thèse a été d’évaluer l’efficacité et la toxicité du traitement par HCQ chez 

des patients présentant un déficit en lipin-1. En parallèle, nous avons mis en place une étude in vitro 

sur des myoblastes primaires de patients afin de comprendre l’efficacité thérapeutique de l’HCQ, en 

dépit de l’effet empirique de cette molécule sur la résolution de l’autophagie déjà altérée chez les 

patients traités. Nous avons donc voulu évaluer la balance bénéfice-risque du traitement par HCQ in 

vivo et in vitro. Afin d’évaluer l’efficacité de la molécule in vitro, nous avons choisi d’étudier le stress 

oxydatif. En effet, dans la littérature, il a été montré une implication de la mitochondrie et du RE dans 

le déficit en lipin-1, deux organelles décrits comme des sources endogènes majeures de ROS 

intracellulaires (Forrester et al., 2018(290) ; Phaniendra et al., 2014(286) ; Martemucci et al., 

2022(287)). Or, plus récemment, un troisième mécanisme d’action plus controversée de l’HCQ a été 

décrit : la réduction du stress oxydatif avec une inhibition de l’activité des complexes oxydatifs NOX 

(Teng et al., 2012(319) ; Müller-Calleja et al., 2017(316)) et/ou une augmentation de l’activité 

transcriptionnelle du facteur anti-oxydatif Nrf2 (Duleh et al., 2016(323) ; Shen et al., 2017(322)). Ainsi, 

la question d’un effet anti-oxydatif de l’HCQ dans les myoblastes des patients atteints d’un déficit en 

lipin-1 s’est posée, afin d’élucider les mécanismes d’action sous-jacents de cette molécule. 
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RÉSULTATS 

CHAPITRE 1 : ÉTUDE IN VITRO DES EFFETS DE L’HYDROXYCHLOROQUINE DANS 

LES MYOBLASTES PRIMAIRES DE PATIENTS PRÉSENTANT UN DÉFICIT EN LIPIN-

1 

A. Article : « Hydroxychloroquine sulfate: A novel treatment for lipin-1 

deficiency?” 

Le déficit en lipin-1 est une maladie rare caractérisée par la survenue de RM sévères engageant 

le pronostic vital des patients. Jusqu’à récemment, leur prise en charge restait limitée à un traitement 

symptomatique d’urgence en service de réanimation.  

Des travaux précédents ont montré l’implication du récepteur de l’immunité innée TLR9 dans 

la physiopathologie du déficit en lipin-1 à partir de myoblastes primaires de patients, faisant de ce 

récepteur une cible thérapeutique (Hamel et al., 2021(81) ; Annexe 1). De plus, le traitement in vitro 

de myoblastes primaires de patients par la CQ, molécule décrite comme ayant des propriétés anti-

TLR9, a permis de réverser des marqueurs de l’inflammation et de mort cellulaire. Ainsi, devant 

l’urgence à traiter les patients, l’efficacité in vitro de la CQ et l’absence de modèle animal mimant 

fidèlement le phénotype de RM aiguë chez l’Homme, une prescription hors autorisation de mise sur le 

marché de l’HCQ en usage compassionnel a été instaurée chez les patients atteints d’un déficit en lipin-

1. Cette nouvelle stratégie thérapeutique s’ajoute à l’instauration récente d’un traitement par 

corticoïdes au moment des épisodes de RM aigües depuis 2015, dont la collecte de résultats a permis 

de mettre en évidence une réduction de la mortalité lors des RM liées au déficit en lipin-1 par ce 

traitement (Tuchmann-Durand et al., 2023(91) ; Annexe 2). 

Dans l’article Renard et al., 2023, nous avons observé une amélioration sous traitement per os 

par HCQ des symptômes chroniques des patients tels que la douleur et la faiblesse musculaire, ainsi 

que l’intolérance à l’effort. La fonction cardiaque s’est aussi améliorée chez un patient souffrant d’une 

insuffisance cardiaque. Les patients présentaient également une diminution des cytokines 

inflammatoires plasmatiques IL-8 et MCP-1. Bien qu’ayant obtenu des résultats cliniques et 

biologiques encourageants chez ces patients, certains d’entre eux ont présenté des accès de RM sous 

traitement. Nous avons montré que ces derniers avaient une concentration plasmatique élevée d’HCQ 

par rapport aux patients davantage répondeurs au traitement, suggérant une potentielle efficacité et 

toxicité dose-dépendante de l’HCQ, ou des variations inter-patients. Une étude pharmacogénétique 
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des cytochromes et la mesure de l’incorporation cellulaire d’HCQ dans les myoblastes primaires issus 

de patients ont mise en évidence une absence de variabilité inter-patient. Nous avons ensuite montré 

in vitro qu'une concentration élevée d’HCQ (10 μM) induisait un blocage de l'autophagie en modifiant 

le pH endolysosomal, effets non observés à des doses plus faibles (0,1 et 1 μM). Par ailleurs, nous 

avons montré une accumulation de ROS, et par conséquent d’ADN oxydé, en condition de jeûne dans 

les myoblastes. Cette accumulation a été prévenue par une faible concentration d’HCQ (1 μM). Ainsi, 

nous avons montré in vitro que l’HCQ agit de façon dose-dépendante, renforçant le blocage de 

l’autophagie à forte dose, et réduisant « l’oxydation cellulaire » à plus faible dose.  Ces résultats 

pourraient expliquer que des concentrations élevées d’HCQ entrainent la survenue d’épisodes aigus 

de RM chez les patients atteints d’un déficit en lipin-1, et que des effets bénéfiques soient observés à 

de plus faibles concentrations. 
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A B S T R A C T   

Background: Lipin-1 deficiency is a life-threatening disease that causes severe rhabdomyolysis (RM) and chronic 
symptoms associated with oxidative stress. In the absence of treatment, Hydroxychloroquine sulfate (HCQ) was 
administered to patients off label use on a compassionate basis in order to improve their physical conditions. 
Methods: Eleven patients with LPIN1 mutations were treated with HCQ. Clinical and biological efficacy and 
tolerance were assessed, including pain and quality of life, physical capacities, cardiopulmonary parameters, 
creatine kinase levels and plasma proinflammatory cytokines. To explore a dose-dependent effect of HCQ, pri-
mary myoblasts from 4 patients were incubated with various HCQ concentrations in growth medium (GM) or 
during starvation (EBSS medium) to investigate autophagy and oxidative stress. 
Findings: Under HCQ treatment, patient physical capacities improved. Abnormal cardiac function and peripheral 
muscle adaptation to exercise were normalized. However, two patients who had the highest mean blood HCQ 
concentrations experienced RM. We hypothesized that HCQ exerts deleterious effects at high concentrations by 
blocking autophagy, and beneficial effects on oxidative stress at low concentrations. We confirmed in primary 
myoblasts from 4 patients that high in vitro HCQ concentration (10 µM) but not low concentration (1 µM and 0.1 
µM) induced autophagy blockage by modifying endolysosomal pH. Low HCQ concentration (1 µM) prevented 
reactive oxygen species (ROS) and oxidized DNA accumulation in myoblasts during starvation. 
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Interpretation: HCQ improves the condition of patients with lipin-1 deficiency, but at low concentrations. In vitro, 
1 µM HCQ decreases oxidative stress in myoblasts whereas higher concentrations have a deleterious effect by 
blocking autophagy.   

1. Introduction 

LPIN1 mutations cause recurrent episodes of severe rhabdomyolysis 
(RM) triggered by febrile illness, fasting or exercise [1–3]. Episodes of 
RM usually occur in infancy and rarely in adulthood [4,5]. The poor 
prognosis is due to complications, including renal failure, hyperkaliemia 
and arrhythmia that occur despite the use of aggressive management in 
intensive care units [6,7]. Between RM episodes, patients have normal 
or subnormal creatine kinase (CK) levels but can experience muscle pain 
and weakness, and cardiomyopathy [5,8]. Cardiac dysfunction con-
tributes to the poor prognosis [6,8], and lipin-1 has specific roles in 
cardiac lipid metabolism [9,10]. There is no treatment for this severe 
disease where a third of the patients die during RM crisis [2,6,11]. 
Corticosteroids is the only short-term treatment which could be pro-
posed at the time of RM to decrease the inflammatory burst [12]. 
Altogether, there is a crucial need to identify a treatment. 

Lipin-1 is abundantly expressed in adipocytes and skeletal muscle 
and plays several roles [13]. In the cytoplasm, lipin-1 functions as a 
phosphatidic acid phosphatase (PAP1, EC 3.1.3.4) that de-
phosphorylates phosphatidic acid to diacylglycerol (DAG), contributing 
to triacylglycerol and membrane phospholipid biosynthesis [14]. 
Alternatively, under fasting conditions, lipin-1 translocates to the nu-
cleus and is responsible for the regulation of genes involved in the 
mitochondrial β-oxidation pathway to ensure adequate fuel for meta-
bolism [15]. Consequently, lipin-1-deficient animal models present with 
abnormal triglyceride levels, lipodystrophy [16] and abnormal expres-
sion of various transcription factors [15], with early death in a fly model 
under starvation conditions [17]. However, patients with lipin-1 defi-
ciency display neither lipodystrophy nor decreased expression patterns 
of PGC-1α, PPARs and SREBP1 in adipocytes [18] and in skeletal muscle 
[19]. The key mechanism of RM results in defects in autophagy and 
mitophagy, processes particularly crucial for skeletal muscle during 
fasting and exercise [20], in both animal models and humans [21,22]. 
These defects arise from abnormal phospholipid synthesis, notably a 
decrease in phosphatidylinositol 3-kinase (PKD)-Vps34 and its product 
phosphatidylinositol 3-phosphate (PI3P) [21,22]. In myoblasts from our 
patients, we have previously reported that the decreased PI3P levels at 
the membrane of late endosomes alters the Armus GTPase activating 
protein that binds to PI3P, and consequently Ras-related protein 7 in 
brain (Rab7) activity, which has a major role in autophagy and 
mitophagy [22]. 

A defect in autophagy, in particular mitophagy, can lead to increased 
oxidative stress and inflammation in myoblasts of patients with lipin-1 
deficiency under stress conditions [22]. Indeed, altered mitochondria 
accumulate and increase both reactive oxygen species (ROS) and mito-
chondrial DNA (mtDNA), a natural ligand of Toll-like receptor 9 (TLR9). 
Inflammation, related to the hyperactivation of TLR9, has been also 
confirmed in patients’ sera with high levels of pro-inflammatory cyto-
kines especially during flares. Thus, lipin-1 deficiency is an emerging 
inflammatory metabolic disease, with acute episodes recently being 
treated with corticosteroids [12]. Hydroxychloroquine sulfate (HCQ) is 
well known to decrease TLR9 activity, essential property in the indica-
tion of immune-mediated inflammatory disorders such as systemic lupus 
erythematosus (SLE). Moreover, in the past decade, antioxidative ac-
tivities of HCQ have emerged [23,24]. Here, we treated eleven patients 
with HCQ, starting with the doses proposed for SLE and showed that 
patients improved their physical capacities. Despite the clinical benefit 
observed in patients, two patients with high blood HCQ concentrations 
(1000 µg/L, concentrations recommended in SLE) had recurrence of RM. 
Then, we postulated that HCQ could have a dual effect in patients 

depending on its blood concentration, improving chronic symptoms 
below 700 µg/L and be deleterious at 1000 µg/L. To test this hypothesis, 
primary myoblasts were incubated with various HCQ concentrations in 
feeding or in fasting conditions. In vitro, we showed that 10 µM of HCQ 
exacerbated autophagy blockage in patients’ myoblasts, while low 
concentrations (1 µM) did not and reduced oxidative stress (ROS and 
oxidized DNA levels). 

2. Methods 

2.1. In vivo study: action of HCQ on patients’ physical capacities 

Patients with lipin-1 deficiency harbored two LPIN1 variants found 
by PCR analysis of DNA from blood [2] or next-generation sequencing 
with an HiSeq (Illumina) using Agilent technologies probes. This disease 
was suspected in young children with severe and recurrent RM triggered 
by fasting. In the absence of biological markers, genetic study was 
directly performed. 

In the absence of treatment for this life-threatening disease, we ob-
tained the approval of the local Ethics Committee (Committee for the 
Protection of Persons (CPP) Ile de France II) to treat patients with HCQ 
off label use on a compassionate basis (CPP reference 2015–09–12). 
Each patient or legal representative was informed of the benefits and 
risks associated with HCQ. We collected consent forms from patients or 
parents/legal representatives. This paper describes clinical and biolog-
ical data collected from medical records issued from this retrospective 
and observational study off label use. 

The efficacy and safety of HCQ in patients were assessed by clinical 
and biological evaluations performed at baseline (before HCQ treat-
ment) and at regular intervals after the initiation of HCQ treatment 
when patients were routinely examined. The evaluation of the tolerance 
of HCQ included examinations for allergies and abdominal pain, 
ophthalmoscopy and retinography at 0, 12, and 24 months after HCQ 
treatment initiation. 

The clinical parameters encompassed the number of RM episodes 
and several parameters of heart and muscle function based on age. 

The VAS questionnaire was completed by patients and their parents 
to evaluate muscle pain, with responses of 4 (not painful) to 40 (very 
painful). Two quality-of-life assessments (PedsQL™), adapted to the age 
of the patient, were completed by either the patients or parents. The 
score ranged from 4 (very good quality of life) to 92 (very poor quality of 
life). VAS and PedsQL™ scores were not administered to P2, P5 and P7 
because they suffered from other diseases (see above). 

The 6MWT and 3MST [25] were performed in the subgroup of pa-
tients > 6 years old. The objectives were to walk and climb steps as far as 
possible for 6 and 3 min, respectively. These tests were not administered 
to P7 (intellectual disability). 

Systolic cardiac function was evaluated using heart ultrasounds 
using a Vivid 9 system (General Electric Vingmed Ultrasound, Horten, 
Norway) [8,26]. The LVEF was measured by biplane left ventricular 
end-diastolic and end-systolic cavity volumes calculated using Simp-
son’s rule from paired apical four-chamber and two-chamber echocar-
diographic images [26]. 

Patients > 6 years old except one (P7, intellectual disability), un-
derwent CPETs to assess their maximal exercise capacity using a cycle 
ergometer with cardiac output assessment using a thoracic bioelectrical 
impedance device as previously described [8]. We calculated the slope 
of the relationship between cardiac output (L/min) (Q) and oxygen 
utilization (L/min) (VO2) during exercise (dQ/dVO2 slope) using mea-
surements of Q and VO2 at rest as well as during submaximal and 
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maximal exercise. Normally, cardiac output increases by 5–6 liters per 
liter of supplementary oxygen utilized (dQ/dVO2 slope at 5), even when 
the subject is deconditioned. In contrast, a high dQ/dVO2 slope (>> 5) is 
observed when the oxidative phosphorylation of exercising skeletal 
muscles is impaired including patients with lipin-1 deficiency [27,28]. 
This parameter was not relevant in P3, who had impaired cardiac 
function that affected the cardiac output response to exercise. 

The biological parameters measured in blood or plasma were CK levels, 
HCQ concentrations, and inflammatory cytokine levels. A molecular 
study of genes encoding drug metabolism enzymes was performed. 

Blood samples were collected in 5 mL EDTA tubes, then stored at +
4 ◦C until HCQ assay. After protein precipitation, HCQ concentration 
was assayed using High-Performance Liquid Chromatography (HPLC) 
(Pharmacology/Toxicology Department of the University Hospitals 
Cochin and La Pitié-Salpétrière) [29]. HCQ concentrations in lysed 
myoblasts were also measured by HPLC-FD. 

Cytokine concentrations were measured in plasma using a ten-plex 
Cytometric Bead Assay (CBA) kit from BD Biosciences according to the 
manufacturer’s instructions and then analyzed by flow cytometry (ARIA 
II; BD Biosciences) with CBA Analysis Software (FCAP Array version 3.0; 
Soft Flow, St Louis Park, Minnesota). The results were expressed in pi-
cograms per milliliter. 

CYP3A4, CYP3A5, CYP2C8 and CYP2D6 genotyping was performed 
in the Biochemistry Laboratory of European Georges-Pompidou Uni-
versity Hospital. DNA was extracted from whole blood using the 
Maxwell_16 LEV Blood DNA kit (Promega, Charbonnières-les-Bains, 
France) according to the manufacturer’s instructions. CYP3A4 * 22, 
CYP3A5 * 3, CYP2C8 * 3 and CYP2C8 * 4 were detected by allelic 
discrimination real-time PCR using Taq Man Drug Metabolism Geno-
typing Assays (C_59013445_10, C__26201809_30; C__25625782_20, 
C__25761568_20; Applied Biosystems-Thermo Fisher Scientific, France). 
The 9 exons of the CYP2D6 gene and the 5 bp of exon flanking regions 
were sequenced using next-generation sequencing (Ion AmpliSeq™ 

Custom IAD71386_241, Life Technologies™, Carlsbad, CA). Complete 
deletion (CYP2D6 *5) and gene duplication (CYP2D6 *2xN) were 
detected by quantitative PCR using TaqMan allelic discrimination. 

2.2. In vitro study: HCQ effect on autophagy and oxidative stress 

Because high blood concentrations of HCQ were associated with RM 
in patients, in vitro studies of HCQ dose-effect were performed on pri-
mary myoblasts (M1 to M4) from the skeletal muscle (deltoid) biopsy 
samples of 4 patients (P1, P4, P6 (Table 1) and another untreated patient 
harboring the same homozygous deletion as P6, although unrelated). 
Myoblasts were isolated and grown as previously described [19]. The 
biopsy collection was declared to the Ministère de la Santé, and the study 
was approved by the CPP. No protein expression could be detected in 
myoblasts from patients by Western blot analysis (data not shown) [19]. 
To mimic environmental stress, GM was replaced by EBSS medium (ref: 
24010043, ThermoFisher Scientific) with or without the TLR9 agonist 
CpGA (ODN2216, ref: tlrl-2216–5, InvivoGen). These primary myoblasts 
were incubated with various HCQ concentrations (0.1 µM, 1 µM, 10 µM) 
in growth medium (GM) or in stress conditions. HCQ was incubated 
overnight and maintained during myoblasts’ culture with and without 
stress. We investigated autophagy (LC3II levels), lysosomal pH, ROS 
levels (CellROX®) and DNA alterations (8-OHdG detection). 

2.3. Concentration of HCQ in patients’ myoblasts 

Patient myoblasts were incubated with 1 µM HCQ for 16 h and then 
lysed with 500 µL RIPA buffer. HCQ concentrations were measured with 
a method adapted from a previously published HPLC method (Phar-
macology/Toxicology Department of the University Cochin Hospital) 
[29]. HCQ concentrations were normalized to the protein concentration 
of each lysate, as determined by the classic bicinchoninic acid (BCA) 
assay. 

2.4. Reactive oxygen species (ROS) quantification 

Intracellular ROS were measured using 10 µM CellROX™ deep red 
reagent (ref: C10422, Invitrogen) according to the manufacturer’s in-
structions. Specificity was assessed by incubating myoblasts with tert- 
butyl hydroperoxide (TBHP, ref: C10491, InvitroGen) to induce 

Table 1 
Clinical characteristics of eleven patients suffering from lipin-1 deficiency.  

Patient Sex Number of rhabdomyolysis episodes 
(CK > 6 000 U/L) 

Chronic symptoms Variants Amino acid change 

P1 M  6 Muscle pain 
Fatigability 

c 0.1162 C>T/c 0.1162 C>T p.Arg388X 
p.Arg388X 

P2 M  5 Muscle pain 
Fatigability 
Crohn’s disease# 

c 0.1162 C>T/c 0.1162 C>T p.Arg388X 
p.Arg388X 

P3 M  1 Muscle pain 
Fatigability 
Cardiac failure at age 17 years 

c.1441 + 2 T > C 
c.2295–866_2410–30del 

p.Asn417LysfsX22 
p.Glu766_Ser838del 

P4 M  3 Muscle pain 
Fatigability 

c.1441 + 2 T > C 
c.2295–866_2410–30del 

p.Asn417LysfsX22 
p.Glu766_Ser838del 

P5 F  3 Muscle pain 
Fatigability 
Psychiatric symptoms # 

c.1441 + 2 T > C 
c.2295–866_2410–30del 

p.Asn417LysfsX22 
p.Glu766_Ser838del 

P6 F  2 No c.1642del 
c.1642del 

p.Ser548Profs* 45 
p.Ser548Profs* 45 

P7 F  2 Syndromic 
intellectual disability # 

c 0.181 C>T 
c 0.181 C>T 

p.Arg61X 
p.Arg61X 

P8 F  0 No c.1642del 
c.1642del 

p.Ser548Profs* 45 
p.Ser548Profs* 45 

P9 M  4 No c.2295–863_2410–27del 
c.2295–863_2410–27del 

p.Glu766_Ser838del 
p.Glu766_Ser838del 

P10 M  3 Muscle pain 
Fatigability 

c.377_380dup 
c.2295–863_2410–27del 

p.Met128GlnfsX45 
p.Glu766_Ser838del 

P11 M  4 Muscle pain 
Fatigability 

c 0.2041 G>A 
c.2295–863_2410–27del 

p.Gly681Arg 
p.Glu766_Ser838del 

Clinical characteristics of the lipin-1-deficient patients, including sex, the number of rhabdomyolysis episodes before treatment with hydroxychloroquine (HCQ) 
sulfate, chronic symptoms and mutations. P1 and P2 are brothers; P3, P4 and P5 are siblings; P6 and P8 are sisters. M, male; F, female; CK, creatine kinase; #, not linked 
to lipin-1 deficiency. 
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chemical oxidative stress with or without N-acetyl cysteine (NAC, ref: 
C10491, InvitroGen) as an antioxidant (Fig. S3A). Fluorescence was 
detected within 2 h with a confocal microscope (spinning disk, Zeiss) 
using a 63x (NA 1,4) oil immersion objective. The total level of cellular 
fluorescence was quantified with FIJI software (v 2.3.0/1.53f51) and 
expressed as the corrected total cell fluorescence (CTCF) = integrated 
density – (area of selected cell X mean fluorescence of background 
readings) (http://rsbweb.nih.gov/ij/download.html). 

2.5. Immunofluorescence (IF) staining for LC3 and 8-OHdG 

LC3 and oxidized DNA levels in myoblasts were assessed by IF after 
staining with rabbit-anti-LC3B (1:100, clone 4E12, MBL International) 
or mouse-anti-8-OHdG (1:100, sc-66036, Santa Cruz Biotechnology), 
respectively. The incubation of myoblasts with TBHP induced oxidized 
DNA, which was detected by the mouse-anti-8-OHdG antibody 
(Fig. S3B). Fluorescence was detected by confocal fluorescence micro-
scopy on a spinning disk microscope (Zeiss) using a 63x (NA 1.4) oil 
immersion objective. Quantification was performed by analyzing cells 
using Ilastik (v1.3.3 post3) and Icy software (v 1.9.5.1 BioImage Anal-
ysis unit, Institut Pasteur, France) as previously described [22]. 
Figures were made with a FIJI plugin: FigureJ (v 1.36). 

2.6. Western blot analysis for LC3 and lysosomal pH studies 

Autophagy induced by starvation was analyzed by the accumulation 
of LC3-II (1:1000, clone 4E12, MBL International), and quantification 
was performed by standardization to the β-actin level (1/1000, ref: sc- 
81178, Santa Cruz Biotechnology). Lysosomal pH was assessed with 
cathepsin D maturation (mouse anti cathepsin D dil 1:1000, ref sc- 
377299, Santa Cruz Biotechnology), as previously described [22]. 

2.7. RNAseq data analysis from the literature data 

To compare modifications of gene expression by different Chloro-
quine (CQ) concentrations in myoblasts, we analyzed published data 
from transcriptomic study on myotonic dystrophy type 1 (DMT1) 
myoblasts. The raw data and the raw count tables of a previous study 
stated that “increased muscleblind levels by CQ treatment improves 
myotonic dystrophy type 1 phenotypes in vitro and in vivo models” [30], 
and these data are available in the Gene Expression Omnibus (GEO) 
repository under the ID GSE128844. Read count normalizations and 
group comparisons were performed by three independent and comple-
mentary statistical methods: Deseq2, edgeR, and LimmaVoom. Flags 
were computed from counts normalized to the mean coverage. All 
normalized counts < 20 were considered background (flag 0), and those 
> 20 were considered signal (flag=1). P50 lists were used for the sta-
tistical analysis to regroup the genes showing flag= 1 for at least half of 
the compared samples. The results of the three methods were filtered at 
a p value > 0.05 and fold changes of 1.2, 1.5, and 2 were compared and 
grouped by Venn diagram. Statistical computing and functional analyses 
were carried out using R project (http://www.ingenuity.com) and In-
genuity Pathway Analysis (IPA, Qiagen, http://www.r-project.org), 
respectively. 

2.8. Statistical analysis 

Statistical analysis was performed with GraphPad Prism software 
using a two-tailed, paired Wilcoxon rank test for clinical data and 
Kruskal–Wallis or Mann–Whitney tests for in vitro data. 

2.9. Role of funders 

The role of the funders was to allow in vitro studies on patients’ 

myoblasts. 

3. Results 

In the absence of treatment for lipin-1 deficiency apart from short- 
term corticoids during RM [12], eleven patients with lipin-1 defi-
ciency, 9 children and 2 adults born from 7 families, were enrolled for 
open-label use as a compassionate treatment (Table 1). The patients 
reported severe episodes of RM defined as creatine kinase (CK) levels >
6 000 U/L (normal < 160 U/L) triggered by viral illness, fasting or 
prolonged exercise, except one (P8, the sibling of P6) who was less than 
two years old. This last patient was treated without waiting for a RM 
because her brother died of RM and her sister had several severe RM. 
Seven patients (P1 to P5, P10, P11) presented with chronic symptoms 
such as muscle pain, fatigability, exercise intolerance, or more rarely, 
cardiac features that developed at 17 years (P3) [31] (Table 1). P2 also 
presented with Crohn’s disease, P5 with psychosis and P7 with distinct 
syndromic intellectual disability. 

The 11 patients were treated with oral HCQ during a mean [min- 
max] period of 33 [6–53] months (Table 2) and we retrospectively 
collected clinical and biological data. The first patients (P1 to P7) were 
treated with HCQ at an initial dose of 6.5 mg/kg/day in one intake (the 
dose indicated for SLE), not exceeding 400 mg/day. Tablets (200 mg) 
were administered to patients over 6 years old, and soluble forms were 
administered to patients under 6 years old [32]. Because of the possible 
deleterious effect of HCQ at high concentration (autophagic flux 
blockage, see below), the dosage was adjusted according to whole blood 
HCQ concentrations during the treatment period for P6 and from the 
beginning of their treatment for the next treated patients, P8 to P11, to 
achieve a therapeutic concentration between 200 and 700 µg/L. 

3.1. In vivo study - Clinical and biological effects of HCQ in lipin-1 
deficient patients 

Neither allergy symptoms nor retinopathy were observed. Side ef-
fects associated with HCQ were abdominal pain in 5 patients (P1 to P5). 

3.1.1. Clinical physical performances, cardiac function and hemodynamic 
response to exertion 

Under HCQ treatment, we observed a general improvement in 
physical condition for all the patients, especially the 7 patients experi-
encing chronic muscle or cardiac symptoms. 

The assessment of pain using a visual analog scale (VAS) question-
naire completed by the patients and their parents showed an improve-
ment in 5 tested patients (median score: 12 before treatment with HCQ; 
7 under treatment; p = 0.058) and no difference in the 2 patients who 
had no pain during their RM crises (Fig. 1A). 

Before treatment, quality-of-life assessment (Pediatric Quality of Life 
Inventory (PedsQL™)) revealed an elevated median score of 26 in the 7 
patients, suggesting a poor quality of life. Under treatment, the quality 
of life perceived by the children and their parents was significantly 
improved (median score of 14, p = 0.016) (Fig. 1B). 

The distance walked during the 6-minute walk test (6MWT) 
increased following treatment compared to results obtained prior to 
HCQ treatment in all patients except one (p = 0.055) (Fig. 1C). Simi-
larly, under HCQ treatment, patients significantly climbed a higher 
number of steps during the 3-minute step test (3MST) (p = 0.013) 
(Fig. 1D), confirming that HCQ treatment improved their physical 
performance. 

All patients but one (P3) displayed normal resting cardiac function 
before and under treatment, as determined by echocardiography. P3 
exhibited slight left ventricular dysfunction at rest (left ventricular 
ejection fraction (LVEF) at 50% then 45%) and a lack of increased stroke 
left ventricular volume during cycle ramp exercise [8]. The patient’s 
LVEF improved from 45% to 62% 3 months after HCQ initiation, which 
remained stable at 63% in the subsequent evaluations. Afterward, he 
stopped HCQ after 12 months of treatment (noncompliance), and his 
cardiac dysfunction worsened, with an LVEF of 55% at 18 months. 
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Five out of six patients had an abnormally high dQ/dVO2 slope 
(ranging from 7 to 9.1) during cardiopulmonary exercise tests (CPETs) 
(Fig. 1E), a marker of altered oxidative phosphorylation of skeletal 
muscle during exercise. P10 developed an acute episode of RM (max. CK 
levels 75 000 U/L) following the baseline test. Under HCQ treatment, no 
patient experienced RM after an exertion test. The muscle performance 
of the five patients improved under HCQ treatment, as demonstrated by 
the decrease in their dQ/dVO2 slope (Fig. 1E), in favor of an improve-
ment of the oxidative phosphorylation of exercising skeletal muscles. 
When they stopped HCQ treatment, submaximal exercise test perfor-
mance worsened for P1, P2 and P5, with a dramatic increase in the dQ/ 
dVO2 slope over the range of normal values for P2 and P5 (Fig. 1E). 

All these data show that HCQ treatment improves exercise skeletal 
muscle performance parameters and/or resting cardiac function. 

3.1.2. Number of RM episodes related to blood HCQ concentration 
A summary of the number of RM episodes prior to and under HCQ 

treatment is shown in Tables 1 and 2, respectively. The number of RM 
episodes before treatment was 33 for all 11 patients. Under treatment, 8 
patients did not experience any acute RM episode, but P5, P6 and P8 
experienced one, two and four RM episodes, respectively. These latter 
occurred in the context of gastroenteritis or viral infection (Table 2). 
Measurements of whole blood HCQ levels showed that 2 of the patients 
who experienced RM episodes (P5, P6) presented with the highest HCQ 
concentrations, with mean concentrations of 1048 µg/L and 1040 µg/L, 
respectively (Table 2). Because of the possible deleterious effect of HCQ 
at a high concentration (autophagic flux blockage, see below) [33], we 
decided to reduce HCQ doses. The goal was to achieve target concen-
trations between 200 and 700 µg/L in these patients. Afterward, none of 
the patients with dose optimization (P6, P9, P10 and P11) experienced a 
RM episode except P8; their median whole blood HCQ level ranged from 
253 to 634 µg/L (Table 2). P8 (the sibling of P6) continued to experience 
severe RM episodes despite lower whole blood HCQ concentrations (<
700 µg/L); HCQ treatment was therefore discontinued. 

Because P8 experienced RM despite HCQ dose adjustment based on 
the whole blood HCQ concentration, we could not exclude the existence 
of a patient-dependent effect as described for SLE patients. In SLE pa-
tients, variation in whole blood HCQ concentrations has been associated 
with polymorphisms of the drug metabolism enzyme CYP450 [34]. The 
main enzymes involved in HCQ metabolism (CYP3A4, CYP3A5, CYP2C8 
and CYP2D6) were genotyped in all included patients. No difference in 
the pharmacogenetics results of P8 and that of other patients was found 
(table S1). 

3.1.3. Plasma levels of inflammatory cytokines on HCQ treatment 
As patients with lipin-1 deficiency presented with high inflammatory 

states during RM flares [22], we measured circulating levels of inflam-
matory cytokines in plasma from patients before and during HCQ 
treatment. Plasma levels of Interleukine 8 (IL-8) (Fig. 1F) and Monocyte 
chemoattractant protein-1 (MCP-1) (Fig. 1G) were decreased during 
HCQ treatment in all patients tested. 

3.2. In vitro study - HCQ impacts autophagy and oxidative stress in 
primary myoblasts 

As the two patients who experienced RM under treatment had high 
blood HCQ concentrations and as HCQ is known to block autophagy, we 
suspected that high HCQ concentration could be deleterious in patients 
with lipin-1 deficiency. We tested this hypothesis in primary myoblasts 
(M1-M4) obtained from 4 patients with lipin-1 deficiency [22], incu-
bated with different HCQ concentrations in GM or in stress conditions. 
Autophagy and oxidative stress were studied. Because autophagy is 
blocked by HCQ at 10 µM [35–37], we tested whether lower HCQ 
concentrations (1 µM and 0.1 µM) also modulate it. 

3.2.1. HCQ incorporation in the myoblasts of the different patients 
In order to confirm that there is no difference in HCQ cellular 

metabolism between patients, we compared HCQ incorporation in the 4 
patients’ myoblasts by HPLC. Our results showed that HCQ uptake was 
equally effective in all primary myoblasts, with a median HCQ con-
centration of 0.094 A.U. (0.057–0.1333) (Fig. S1). Because no signifi-
cant differences in HCQ incorporation were observed among the 
myoblasts of the 4 patients, we excluded the fact that HCQ may be 
differentially incorporated into myoblasts. 

3.2.2. Autophagy and pH modification in patients’ myoblasts incubated 
with different concentrations of HCQ 

As autophagy blockage is a well-known mechanism of action of HCQ 
in various models [33], we hypothesized that depending on its con-
centration, HCQ could worsen the autophagy defect in lipin-1-deficient 
myoblasts when subjected to starvation (EBSS minimal medium) with or 
without a TLR9 agonist (10 µg/mL CpGA). This hypothesis was assessed 
by measuring LC3-II accumulation by immunofluorescence (Fig. 2A) 
and western blot (Fig. 2B). Both studies show that immunometabolic 
stress induced the formation of LC3-positive vacuoles indicating auto-
phagy induction. Moreover, HCQ induced LC3 accumulation in a 
dose-dependent manner, with a drastic effect at 10 µM and a smaller or 
no effect at lower concentrations (Fig. 2A). Western blot analysis indi-
cated that 10 µM HCQ increased LC3-II levels by a factor of 10. 

Table 2 
Follow-up of eleven patients suffering from lipin-1 deficiency and treated with HCQ.  

Patient Age at the beginning of 
treatment 
(years) 

Treatment 
duration 
(months) 

Number of severe RM episodes (CK > 6 000 U/L) during 
treatment 

Plasma HCQ (µg/ 
L) 
mean (median) 

HCQ dosage (mg/kg/ 
day) 
mean (median) 

P1  7  39  0  318 (325)  5.99 (6.06) 
P2  12  37  0  116 (116)  3.43 (3.43) 
P3  17  12  0  724 (854)  6.93 (6.93) 
P4  11  12  0  627 (597)  5.49 (5.49) 
P5  7  12  1  1048 (955)  6.81 (6.81) 
P6  4  12  2  1040 (1092)  6.35 (6.25) 
P7  9  53  0  541 (420)  3.60 (3.46) 
Adjusted 

doses           
P6  4  19  0  599 (516)  3.92 (4.02) 
P8  2  6  1  290 (263)  2.63 (2.68) 
P9  4  33  0  634 (332)  3.77 (3.84) 
P10  20  35  0  630 (516)  2.28 (2.27) 
P11  24  10  0  253 (253)  2.86 (2.86) 

Rhabdomyolysis (RM) characteristics for lipin-1-deficient patients with age at the beginning of treatment, treatment duration, number of severe rhabdomyolyses under 
HCQ treatment, whole blood HCQ concentration and posology. P6, P8, P9, P10 and P11 received adjusted doses. 
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Fig. 1. Improvements in chronic symptoms under hydroxychloroquine (HCQ) treatment in eleven patients suffering from lipin-1 deficiency. Clinical evaluation of 
lipin-1-deficient patients prior to and following treatment with hydroxychloroquine (HCQ) based on the assessment of A) pain with a visual analog scale (VAS); B) 
quality-of-life with the Pediatric Quality of Life Inventory™ (PedsQL™) adapted to age for children and their parents; C) the 6-minute walk test (6MWT) distance; D) 
the 3-minute step test (3MST) number of steps; and E) cardiac output and oxygen uptake relationship upon exertion (dQ/dVO2 slope). (F,G) Inflammatory cytokine 
(IL-8 and MCP-1) levels in the plasma of lipin-1-deficient patients were also measured prior to and following treatment with HCQ. 
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Fig. 2. High HCQ concentration potentiates the accumulation of autophagosomes observed under stress conditions and increases lysosomal pH at steady state. (A-C) 
Total amount of LC3 (light chain 3) II measured after the incubation of patient primary myoblasts in basal conditions (GM) or nutrient-poor medium (EBSS) with the 
TLR9 agonist CpGA (EBSS+CpGA), both alone or with the addition of HCQ at different concentrations (0.1, 1 or 10 μM). A) LC3 staining by immunofluorescence of 
patient primary myoblasts (scale=20 µm). B, C) Representative immunoblots of LC3 and their quantification after treatment with different HCQ concentrations under 
stress conditions (B) or steady-state conditions (C). D) Representative immunoblots of cathepsin D (a pH-dependent protease) cleavage and their quantification after 
treatment with different HCQ concentrations at steady state. Data = mean + standard error of the mean (SEM); 4 independent patient’s myoblasts; expression by fold 
change in comparison to EBSS+CpGA (B) or GM (C and D); Mann–Whitney test between GM and EBSS+CpGA, Kruskal–Wallis test between GM or EBSS+CpGA and 
different HCQ concentrations (*p < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001). 
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However, lower concentrations were less deleterious, with a 2-fold 
LC3-II increase at 1 µM and no effect at 0.1 µM (Fig. 2B). Similar re-
sults were observed under basal conditions: 10 µM HCQ increased basal 
LC3-II levels (21-fold), whereas 1 µM HCQ increased LC3-II levels by a 
factor of 2.9, and 0.1 µM HCQ had no effect on LC3-II (Fig. 2C). 

As previously described [33], we postulated that autophagy blockage 
results from pH alkalinization. We analyzed pH modification by 
assessing cathepsin D maturation, which requires low pH. We showed 
that cathepsin D maturation was decreased with a high concentration of 
10 µM HCQ but not with 1 µM or 0.1 µM, indicating that these con-
centrations do not modify lysosomal pH (Fig. 2D). These data suggest 
that via its effect on pH, a high concentration of HCQ potentiates 
autophagy blockage in lipin-1-deficient myoblasts which is deleterious 
for patients, while low concentrations of HCQ do not exert this delete-
rious action. 

We previously described an accumulation of ROS and oxidized DNA 
in myoblasts from lipin-1-deficient patients [22]. Thus, we determined 
whether HCQ could modulate these two parameters to explain the 
clinical protective effect of HCQ at low concentrations. 

3.2.3. ROS production in patients’ myoblasts incubated with different 
concentrations of HCQ 

As previously described, starvation induced a rapid and substantial 
accumulation of ROS (7.6- to 23.4-fold) in lipin-1-deficient myoblasts 
(Fig. 3). Since HCQ has been described with anti-oxidative actions [23, 
24], we tested this function in patients’ myoblasts. In all patient’s cells, 
the ROS accumulation was reduced by HCQ treatment in a 
dose-dependent manner (Fig. 3). Altogether, the strongest effect was 
observed at 1 µM HCQ, with a significant mean fold reduction (from 1.5 
to 3.4) compared to the starvation condition (p = 0.011). The 0.1 µM 
HCQ concentration led to a similar decrease (1.1–3.6). In contrast, with 
a 10 µM HCQ concentration, ROS levels were decreased only in myo-
blasts from one patient (M3, 1.5-fold) (Fig. 3). These in vitro results 
confirm that low concentrations of HCQ have beneficial effects on 
cellular oxidative stress. 

3.2.4. Oxidized DNA in patients’ myoblasts incubated with different 
concentrations of HCQ 

One consequence of high intracellular ROS is DNA damage, leading 
to increased levels of oxidized DNA, as previously shown in lipin-1- 
deficient myoblasts [22]. As expected, immunofluorescence with an 
anti-8-OHdG antibody revealed an accumulation of oxidized DNA upon 
starvation compared to basal conditions (from 1.7- to 8.1-fold) (Fig. 4). 
In all myoblasts, except those from one patient (M2), HCQ (1 µM and 
0.1 µM) induced a reduction in 8-OHdG ranging from 1.7 to 60-fold 
when compared to starvation conditions (Fig. 4). At 10 µM HCQ, 
8-OHdG levels were variable among patients’ myoblasts (Fig. 4). 

3.2.5. Re-analysis of a transcriptomic analysis published in the literature 
using myoblasts incubated with different concentrations of Chloroquine 

To understand which mechanisms of action could explain the action 
of HCQ on oxidative stress in myoblasts, we analyzed transcriptomic 
data from the immortalized-derived myoblasts of patients suffering from 
myotonic dystrophy type 1 (DM1) treated with 2 concentrations (0.1 or 
10 μM) of Chloroquine (CQ) [30]. Our new analysis of the raw count 
tables showed a total enrichment of 9 642 genes with treatment by CQ 
0.1 μM and CQ 10 μM compared to untreated cells (fold induction of 1.2 
for this analysis) (Fig. S2A). The transcript expression profile of the 
samples treated with CQ 0.1 μM was similar to that of untreated samples 
(489 modulated genes), whereas we observed strong differential 
expression in transcripts between samples treated with CQ 10 μM and 
untreated samples (9 493 genes modulated, Fig. S2B). This suggests a 
more specific action of CQ at low concentrations and a wide range of 
nonspecific actions at high concentrations. As an example, we explored 
the enrichment of genes related to autophagy (a list of 875 genes 
generated by Ingenuity Pathway Analysis software). There was an 

enrichment of more than 50% of autophagy-related genes under CQ 
treatment at 10 μM (522 genes) and less than 5% under CQ treatment at 
0.1 μM (19 genes) (Fig. S2B). These results confirm the strong 
dose-dependent impact of CQ/HCQ on autophagy. 

4. Discussion 

The present study provides the first in vivo and in vitro data on HCQ in 
lipin-1-deficient patients who experience acute life-threatening RM ep-
isodes, associated in some patients with chronic symptoms comprising 
fatigability, muscle pain, impaired peripheral skeletal muscle adapta-
tion to exertion and, more rarely, cardiac damage [8]. Patients were 
treated under compassionate use in the absence of any other treatment. 
The data were retrospectively collected from medical records. The 
overall condition of muscles in treated patients improved, including 
muscle pain, walking, climbing capacities and submaximal exercise tests 
along with their quality of life. The cardiac symptoms of the patient who 
had cardiac dysfunction improved but then worsened after treatment 
disruption. The first treated patients did not experience any RM episode 
under HCQ treatment, and in addition to the improvement in their 
clinical parameters, their plasma inflammatory profiles were normal-
ized. Based on these preliminary data, we obtained the Orphan Drug 
Designation from the European Medicines Agency for HCQ 
(EMA/OD/177/17) in January 2018. 

However, the following two treated patients (P5 and P6) presented 1 
and 2 RM episodes, respectively, in the context of gastroenteritis. 
Because both patients had the highest whole blood HCQ concentrations 
(>1000 µg/L), we suspected that high blood concentrations could have 
deleterious effects and we went back to an in vitro study on patients’ 

myoblasts to investigate this hypothesis. We have assumed that HCQ can 
differentially act depending on its in vitro concentration on autophagy 
and oxidative stress. In line with this, although less toxic than CQ, severe 
long-term and dose-dependent complications of HCQ have been re-
ported, including cardiomyopathy [38] and vacuolar myopathy. These 
complications are due to the lysosomotropic effect of the drug and the 
disruption of autophagosome-lysosome fusion, extensively described in 
the literature [33], including transcriptomic studies [30] (Fig. S2). Thus, 
we postulated that blocking autophagy with high concentrations of HCQ 
can be dangerous in patients, notably patients with comorbidities in 
whom autophagy blockage preexists, e.g., patients with lipin-1 defi-
ciency in the present study but also patients with coronavirus disease 
(COVID-19) [39], often elderly, in whom autophagy is already impaired 
[40]. 

Our in vitro results on lipin-1-deficient myoblasts validate the hy-
pothesis of the dose-dependent effect of HCQ on autophagy. Stress 
conditions induced LC3-II accumulation, which drastically increased 
when myoblasts received a high concentration of HCQ (10 μM) whereas 
low concentrations (0.1, 1 µM) were less effective. As described in other 
models [33], we showed that autophagy blockage in myoblasts results 
from the effect of HCQ on pH alkalinization. Interestingly, in our study, 
autophagy blockage and pH alkalinization were restricted to high con-
centrations of HCQ, as they were not observed at lower concentrations of 
HCQ (1 µM or 0.1 µM). Altogether, these results advise caution when 
using this drug and the importance of whole blood monitoring of HCQ 
over the treatment course [39] despite the fact that no direct relation-
ship could be made between in vitro and in vivo HCQ concentrations. 
Interestingly, therapeutic doses of HCQ vary accordingly to the disease. 
In inflammatory auto-immune diseases, as SLE for example, whole blood 
HCQ concentrations ranging from 750 to1000 µg/L are necessary to 
improve refractory symptoms [41] by blocking autophagy and altering 
lysosomal pH in overactivated immune cells [23,24]. In lipin-1 disease, 
these high concentrations appeared to be deleterious by blocking 
autophagy. 

We next investigated which intracellular mechanisms may explain 
the beneficial action of HCQ at low concentrations (below 700 µg/L) on 
lipin-1-related chronic symptoms. As previously shown, lipin-1-deficient 
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Fig. 3. Low concentration hydroxychloroquine (HCQ) at 1 µM decreases intracellular reactive oxygen species (ROS) accumulation under stress conditions. Intra-
cellular ROS quantity measured after the incubation of patient primary myoblasts in basal conditions (GM) or nutrient-poor medium (EBSS), alone or with the 
addition of HCQ at different concentrations (0.1, 1 or 10 μM). CellROX® staining by fluorescence (intensity indicated by royal Lookup Tables (LUT); scale= 20 μM) 
and the quantification of the corrected total cell fluorescence (CTCF) for each patient cells. Data = mean ± standard error of the mean (SEM); 4 independent pa-
tient myoblasts. 
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Fig. 4. Low concentration hydroxychloroquine (HCQ) at 1 µM decreases oxidized DNA accumulation under stress conditions. Oxidized DNA quantity measured the 
after incubation of patient primary myoblasts in basal conditions (GM) or nutrient-poor medium (EBSS), alone or with the addition of HCQ at different concentrations 
(0.1, 1 or 10 μM). 8-OHdG staining by immunofluorescence (intensity indicated by royal LUT; scale=20 μM) and the quantification of fluorescence intensity for each 
patient cells. Data = mean ± standard error of the mean (SEM); 4 independent patient myoblasts. 
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myoblasts respond to metabolic stress by an increased accumulation of 
ROS, leading to a subsequent increase in DNA alteration. CQ has been 
previously described to be able to decrease ROS levels by impacting both 
ROS production and degradation. HCQ and CQ have been shown to 
decrease ROS levels via a decrease of NOX complexes activity in both in 
vitro and in vivo models, e.g. in cases of SLE [42] and other models 
[43–46]. CQ can improve the antioxidant system by increasing the ac-
tivity of the transcription factor Nrf2, leading to expression of antioxi-
dant genes both in vitro and in vivo [47,48]. Interestingly, our results 
showed that HCQ was able to reduce starvation-induced ROS and 
oxidized DNA accumulation and that the optimal concentration to 
obtain beneficial action was 1 µM, while HCQ at 10 µM was less effec-
tive. Future work should focus on the exact mechanism by which HCQ 
reduces oxidative stress. Thus, the effects of HCQ at high concentrations 
on autophagy blockage and its antioxidant effects at lower concentra-
tions may have significant implications in patient populations and re-
quires concentration monitoring for their safety [39]. Thus, we 
continued to offer this treatment at low doses to our lipin-1 deficient 
patients, with whole blood HCQ monitoring to achieve target concen-
trations between 200 and 700 µg/L. 

Despite the improvements in the chronic symptoms in our patients 
treated with low concentrations of HCQ, the youngest patient (P8) dis-
played RM regardless of the HCQ concentration. The pharmacokinetics 
of HCQ is known to be largely variable between patients treated for SLE 
[49]. Some clinical and biological characteristics such as Body Mass 
Index, renal function and cytochrome P450 (CYP) polymorphism have 
been identified as determinants of this variability [34,50]. In the present 
study, we did not find any influence of CYP polymorphisms on neither 
whole blood HCQ exposure nor HCQ myoblast incorporation. 

During RM, we recommend the discontinuation of HCQ because the 
patients are at risk of renal failure, and HCQ is eliminated through the 
kidneys. We also propose a short course of systemic corticosteroids 
following emergency admission for RM or for situations at risk of RM, in 
association with supportive treatment (hydration and close monitoring 
of complications) [12]. 

In conclusion, HCQ at a low concentration improves the physical 
capacities of patients with lipin-1 deficiency (whole blood HCQ <
700 µg/L) and decreases oxidative stress in patients’ myoblasts (in vitro 
HCQ concentration 1 µM). This treatment could be given in the baseline 
condition of patients with chronic symptoms associated with cortico-
steroids during episodes of acute RM. 
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Figs. S1, S2, S3: 3 
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Figure S1. Primary myoblasts from different patients show an absence of hydroxychloroquine 

(HCQ) cellular incorporation in vitro. HCQ dosage measured by liquid chromatography associated 

with fluorescence detection (HPLC-FD), in cell lysate of patient’s primary myoblasts after their 

incubation of sixteen hours with HCQ at 1µM. Data = mean + standard error of the mean (SEM), 

4 independent patient myoblasts (n = 3 for each patient). 
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Figure S2. Effect of chloroquine (CQ) on RNA expression of autophagy-related genes. A) 

Heatmap representing transcript expression of 875 genes related to autophagy under CQ treatment 

(0.1 or 10M) compared to no treatment condition. B) Venn diagram showing the number of 

modulated autophagy-related genes compared to the number of total modulated genes under CQ 

treatment (0.1 and/or 10M). 
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Figure S3. Reactive oxygen species (ROS) and 8-OHdG signals by microscopy are specific of 

oxidative stress. A) Intracellular ROS quantity measured after the incubation of patient primary 

myoblasts in basal conditions (GM), alone or with the addition of tert-butyl hydroperoxide (TBHP) 

during 45 minutes, with or without pre-treatment with N-acetyl cysteine (NAC) for 1 hour, or NAC 

alone. CellROX® staining by fluorescence (intensity indicated by royal LUT; scale=20 μM). B) 

Oxidized DNA quantity measured after the incubation of patient primary myoblasts in basal 

conditions (GM), alone or with the addition of TBHP during 45 minutes. 8-OHdG staining by 

immunofluorescence (intensity indicated by royal LUT; scale=20 μM). 
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Table S1. Hydroxychloroquine (HCQ) pharmacogenetic study of eleven patients suffered from 

lipin-1 deficiency. Polymorphism analysis of drug metabolism enzymes CYP450 (CYP3A4, 

CYP3A5, CYP2C8 and CYP2D6) with the copy number variant and the activity score of CYP2D6 

for eleven patients suffered from lipin-1 deficiency and treated by HCQ. Each allele of these 

enzymes noted *1 for wild allele and the others for mutant allele; a copy variant number and an 

activity score of CYPD6 equal to 2 are considered as normal; VUS = variation of uncertain 

significance. 

 

Patient CYP3A4 CYP3A5 CYP2C8 CYP2D6 

CYP2D6 

Copy Number 

Variant 

CYP2D6 

Activity score 

P1 *1*1 *3*3 *1*1 *1*41 + VUS 2 1,5 

P2 *1*1 *3*3 *1*1 *1*41 + VUS 2 1,5 

P3 *1*1 *1*1 *1*1 *1*1 2 2 

P4 *1*1 *3*3 *1*1 *1*1 2 2 

P5 *1*1 *3*3 *1*1 *1*1 2 2 

P6 *1*1 *3*3 *1*1 *1*1 2 2 

P7 *1*1 *3*3 *1*1 *2*2 2 2 

P8 *1*1 *3*3 *1*1 *1*1 2 2 

P9 *1*1 *3*3 *1*1 *1*35 2 2 

P10 *1*1 *3*3 *1*1 *1*35 2 2 

P11 *1*1 *3*3 *1*1 *2*2 2 2 

 

 
 



81 

 

B. Caractérisation de l’ADN oxydé 

En condition de jeûne, nous avons précédemment observé une augmentation de la quantité 

d’ADN oxydé, induite par une accumulation intracellulaire de ROS, dans les myoblastes primaires des 

patients atteints d’un déficit en lipin-1 (Renard et al., 2023(331)). L’introduction d’un traitement par 

HCQ à la dose de 1 μM a permis de prévenir cette augmentation d’ADN oxydé (Renard et al., 

2023(331)). Par la suite, nous avons donc cherché à caractériser la nature de cet ADN oxydé afin de 

mieux comprendre les dommages cellulaires du stress oxydatif et les mécanismes sous-jacents de 

l’effet antioxydant de l’HCQ dans ce contexte pathologique. Du fait de la proximité de l’ADN 

mitochondrial avec la source principale endogène des ROS, la mitochondrie (Forrester et al., 

2018(290)), et l’efficacité moindre de son système de réparation par rapport à celui de l’ADN nucléaire, 

notre hypothèse est une origine mitochondriale des ROS à l’origine de l’oxydation de l’ADN 

mitochondrial préférentiellement. 

La stratégie utilisée afin de quantifier l’ADN oxydé et d’en déterminer sa nature repose sur des 

différences d’efficacité d’amplification de gènes d’intérêt mitochondriaux en fonction de leur degré 

d’oxydation. Pour cela, nous avons utilisé l’enzyme formamidopyrimidine DNA glycosylase (FPG), 

enzyme issue d’E. coli et orthologue de l’enzyme humaine human oxoguanine glycosylase 1 (hOGG1). 

Cette dernière possède une double fonction glycosylase et lyase qui permet de reconnaitre et d’exciser 

des sites endommagés de l’ADN, dont les motifs 8-OHdG (8-hydroxy-2'-deoxyguanosine), bloquant 

ainsi l’élongation par la polymérase lors d’une Polymerase chain reaction (PCR). Ainsi, la différence 

d’efficacité d’amplification entre la condition traitée et la condition non traitée par l’enzyme FPG, 

permet de quantifier l’ADN oxydé (Movassaghi et al., 2019(332)). Afin de déterminer la nature de 

l’ADN oxydé, nous avons utilisé des couples d’amorces amplifiant le gène MT-RNR1 (12S) pour l’ADN 

mitochondrial et ACTB (β-actine) pour l’ADN nucléaire. Pour la mise au point de cette technique, nous 

avons utilisé deux composés induisant l’oxydation cellulaire : le peroxyde d’hydrogène (H2O2) à la dose 

de 1 mM pendant 10 minutes ou 1 heure et le tert-butyl hydroperoxide (TBHP) à la dose de 100 μM 

sur 45 minutes.  Dans des myoblastes primaires, aucune de ces deux molécules ne modifie l’efficacité 

d’amplification de l’ADN mitochondrial ou nucléaire (Figure 11A), alors que le TBHP augmente la 

quantité de ROS intracellulaires dans les myoblastes de patients (Renard et al., 2023(331) ; Figure S3). 

Nous avons fait l’hypothèse que l’absence d’identification d’ADN oxydé par cette technique était due 

à la petite taille des amplicons (211 et 295 paires de base pour les gènes du 12S et de la β-actine 

respectivement), qui présentaient une probabilité faible de contenir des nucléotides endommagés 

comme discuté par Lin et al., 2003(333) et Lin et al., 2008(334)).  
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Par la suite, nous avons donc augmenté la taille des amplicons afin d’augmenter la probabilité 

de modification de l’ADN mitochondrial (1531 et 1534 paires de base pour les gènes MT-RNR1 et de 

MT-ND2 (NADH dehydrogenase subunit 2) respectivement). Pour quantifier une éventuelle altération, 

nous avons normalisé les résultats d’amplification de ces fragments longs sur celle de fragments plus 

courts du même gène (Figure 11B). L’utilisation du TBHP, dans les conditions oxydantes 

précédemment décrites, ne montre pas de modification de l’intensité des bandes après PCR. Ce 

résultat suggère que la présence de motifs 8-OHdG n’est pas suffisante pour inhiber l’ADN polymérase. 

Afin d’augmenter l’effet de l’oxydation de l’ADN sur l’efficacité d’amplification de la PCR, il a été 

montré que l’association de l’oxydation à l’action d’une ADN glycosylase, comme l’enzyme FPG, 

permet de générer une cassure du brin d’ADN bloquant efficacement la polymérase (Vartanian et al., 

2017(335) ; Gureev et al., 2017(336)). S’il serait intéressant de réaliser cette étude dans notre modèle, 

nous avons préféré orienter notre projet vers d’autres stratégies. En effet, un autre marqueur de RM 

est l’accumulation cytosolique de calcium, paramètre pour lequel nous avons recherché un effet de 

l’HCQ dans les myoblastes des patients. 

 

Figure 11 : Mise au point de la caractérisation de l’ADN oxydé. Oxydation de l’ADN mesurée après incubation 

des myoblastes primaires de patients et de contrôles en condition basale avec ou sans traitement par TBHP à 100 

μM ou H2O2 à 1 mM. A) Quantification de l’ADN oxydé par mesure de la différence d’efficacité d’amplification 

(ΔCt) en PCR des gènes MT-RNR1 et ACTB dans les myoblastes primaires d’un contrôle et d’un patient après 

traitement par TBHP 45 minutes, et d’un contrôle après traitement par H2O2 10 minutes et 1 heure; B) Schéma 

représentatif de la taille des amplicons pour les amorces MT-RNR1 et MT-ND2 utilisées en (C) ; C) Gel représentatif 

de l’expression des gènes MT-RNR1 et MT-ND2 (amplicons longs et courts) après PCR dans les myoblastes 

primaires d’un patient (P) et d’un contrôle (C)  après traitement par TBHP 45 minutes en condition basale. 
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Figure 11 (légende sur la page précédente) 
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C. Étude du flux calcique dans les myoblastes primaires 

L’accumulation de calcium cytosolique dans les fibres musculaires est un point clé dans la 

physiopathologie de la RM (Giannoglou et al., 2007(9) ; Chavez et al., 2016(11)). Or, le RE est le 

principal réservoir de calcium intracellulaire, et les échanges calciques avec le cytosol y sont finement 

régulés (Rossi et al., 2019(7) ; Hyatt et Powers, 2020(8)). De plus, la protéine lipin-1 est localisée au 

niveau de membranes cellulaires riches en acide phosphatidique comme le RE (Zhang et Reue, 

2017(29)) et il a été montré précédemment que son déficit peut entrainer un stress du RE (Rashid et 

al., 2019(66)). Nous avons donc étudié la régulation du contenu en calcium (Ca2+) du RE dans des 

myoblastes primaires de patients présentant un déficit en lipin-1 (Figure 12). Nous avons constaté que 

le jeûne induit une diminution du contenu calcique du RE par rapport à l’état basal dans les myoblastes 

primaires de patients et de contrôles (diminution moyenne de 38% et 23% respectivement). L’effet du 

jeûne sur le contenu calcique du RE a été exacerbé significativement chez les patients par rapport aux 

contrôles (p = 0,0159) (Figure 12A). Ce résultat suggère que les myoblastes primaires de patients ont 

une capacité réduite à remplir le RE ou une capacité augmentée de sortie du calcium du RE en 

condition de stress métabolique, dont les mécanismes sous-jacents restent à élucider. Par la suite, 

nous avons montré que le traitement par HCQ aux doses de 10 et 1 µM dans les myoblastes primaires 

de patients ne permet pas de restaurer l’appauvrissement en calcium du RE en condition de stress 

métabolique (Figure 12B), suggérant que l’effet bénéfique observé de l’HCQ dans les myoblastes 

primaires de patients est indépendant de la régulation du calcium au niveau du RE. Dans la suite de 

notre projet, nous nous sommes donc concentrés sur l’étude de l’HCQ sur le stress oxydatif. 
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Figure 12 : Le jeûne exacerbe la fuite de calcium du réticulum endoplasmique dans les myoblastes primaires 

des patients, non inversée par l’HCQ. Contenu calcique (Ca2+) du RE mesuré après incubation des myoblastes 

primaires de patients et de contrôles en condition basale ou en milieu pauvre en nutriments (EBSS), avec ou sans 

traitement par HCQ à différentes doses (1 ou 10 μM). Quantification du contenu Ca2+ du RE en condition de stress 

entre les myoblastes des contrôles et des patients (A) ou dans les myoblastes de chaque patient (M1 à M4) après 

traitement par différentes doses d’HCQ en condition de stress (B). Données = moyenne +/- erreur type de la 

moyenne ; chaque point représentant la moyenne des données obtenues de myoblastes primaires issus de 5 

contrôles et 4 patients indépendants (A) ou une expérience pour (B) ; expression en ratio par rapport au GM (A et 

B) ; test de Mann-Whitney pour (A), test ANOVA 1 facteur / test post hoc de Friedman pour (B) (*p < 0,05). 
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CHAPITRE 2 : ÉTUDE DES MÉCANISMES ANTI-OXYDATIFS DE 

L’HYDROXYCHLOROQUINE DANS DES MYOBLASTES IMMORTALISÉS DE 

PATIENTS ET DE CONTRÔLES 

A. Caractérisation des myoblastes immortalisés de patients 

1) Expression génique et protéique de lipin-1 

De façon générale, plusieurs inconvénients sont à considérer lors de l’utilisation des 

myoblastes primaires de patients in vitro.  En effet, la capacité proliférative des myoblastes primaires 

est limitée et associée à une variation de leur phénotype lors de l'amplification in vitro (Mamchaoui et 

al., 2011(337)). Une immortalisation des myoblastes primaires des patients a donc été réalisée par une 

équipe de l’Institut de Myologie (Paris) afin de proposer un modèle augmentant la capacité de 

prolifération des myoblastes primaires tout en maintenant leur phénotype myogénique (cf. partie 

matériel et méthode). Avant l’utilisation des myoblastes immortalisés, l’étape préalable a été leur 

caractérisation grâce à l’étude de l’expression génique et protéique de lipin-1. Les myoblastes 

immortalisés de patients (notés IMEA et IMFA) sont issus de l’immortalisation des myoblastes 

primaires de patients présentant un déficit en lipin-1 (notés M2 et M3 dans Renard et al., 2023(331)) 

dont les mutations géniques sont rappelées dans le tableau de la Figure 13A. Il s’agit de mutations 

nulles basées sur la génération précoce de codons stop, soit directement après une substitution (M2), 

soit après une délétion responsable d’un décalage du cadre de lecture (M3), codant des protéines 

tronquées non fonctionnelles rapidement dégradées (Zeharia et al., 2008(51) ; Michot et al., 2010(18) 

et 2012(19) ; Schweitzer et al., 2015(60)). Les myoblastes immortalisés de contrôles fournis par 

l’Institut de Myologie seront notés par la suite IMAB et IMKM. 

La diminution de l’expression génique de LPIN1 a été confirmée par PCR quantitative dans les 

myoblastes immortalisés de patients par rapport à celle des myoblastes immortalisés de contrôles, de 

façon similaire aux myoblastes primaires (Figure 13C). L’absence de protéine lipin-1 a également été 

confirmée par Western Blot dans les myoblastes immortalisés de patients, comme dans les myoblastes 

primaires dont ils sont issus (Figure 13D). Ainsi, nous avons vérifié que l’immortalisation des 

myoblastes primaires n’a pas modifié l’expression génique et protéique de lipin-1, validant l’utilisation 

de ces cellules pour étudier le déficit en lipin-1. 
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Figure 13 : L’immortalisation des myoblastes primaires ne modifie pas l’expression génique et protéique de 

lipin-1. A) Tableau récapitulatif des variants génétiques et des changements d’acides aminés des patients 

présentant un déficit en lipin-1 et pour lesquels les myoblastes ont été utilisés ; B) Schéma représentatif du 

positionnement du couple d’amorces sur la séquence du gène LPIN1 par rapport aux mutations des patients ; C) 

Quantification de l’expression relative du gène LPIN1 mesurée en RT-qPCR dans les myoblastes primaires de 

contrôles (Cx) et de patients (Mx) (à gauche) et dans les myoblastes immortalisés de contrôles (IMKM et IMAB) 

et de patients (IMEA et IMFA) (à droite) ; D) Expression protéique de lipin-1 mesurée par Western Blot dans les 

myoblastes primaires de contrôles (Cx) et de patients (Mx) (à gauche) et dans les myoblastes immortalisés de 

contrôles (IMAB et IMKM) et de patients (IMEA et IMFA) (à droite). Pour C (à gauche), données = moyenne +/- 

erreur type de la moyenne (n = 2 dans les myoblastes primaires de 3 contrôles et 2 patients). 
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2) Stress oxydatif 

Les myoblastes immortalisés ont été utilisés afin de comprendre les mécanismes d’action anti-

oxydatifs de l’HCQ. Une étape de validation des myoblastes immortalisés a donc été réalisée 

préalablement afin de reproduire la réduction du stress oxydatif par l’HCQ à la dose de 1µM.  

Dans un premier temps, comme dans les myoblastes primaires, nous avons quantifié les ROS 

intracellulaires grâce à la détection en microscopie du signal de fluorescence émis par la sonde 

CellROX® oxydée (Figure 14A). A l’état basal, une quantité très faible de ROS intracellulaires a été 

détectée dans les myoblastes immortalisés des patients et des contrôles, non modifiée par l’ajout 

d’HCQ à la dose de 1μM. En revanche, une augmentation importante des ROS intracellulaires, similaire 

entre les myoblastes immortalisés des patients et des contrôles, a été observée lors d’un stress par le 

jeûne (Earle's Balanced Salt Solution ou EBSS). Par la suite, nous avons montré que l’HCQ à la dose de 

1 μM diminue la quantité de ROS intracellulaires en condition de stress dans ces cellules (Figure 14A). 

Par la suite, nous avons validé ces résultats avec une autre méthode de quantification des ROS, 

reposant sur la détection d’un signal de fluorescence émis par la sonde Chloromethyl 

dichlorodihydrofluorescein diacetate (CM-H2DCFDA) une fois oxydée, qui est plus facilement 

quantifiable. Pour cela nous avons utilisé un lecteur de microplaque capable de détecter 

simultanément l’intensité du signal de fluorescence dans l’ensemble des conditions expérimentales. 

Comme pour la technique précédente, aucun signal n’a été mesuré en condition basale dans les 

myoblastes immortalisés des patients et des contrôles, indiquant une quantité indétectable de ROS 

intracellulaires dans ces cellules (Figure 14B). Par la suite, la condition de stress EBSS a entrainé une 

augmentation quasi instantanée de la quantité de ROS intracellulaires (Figure 14B), avec une vitesse 

maximale similaire dans les myoblastes immortalisés des patients et des contrôles (vitesse moyenne 

de 4,5 U.A et 4,2 U.A respectivement avec p = 0,6667). Le traitement par HCQ à la dose de 1 μM en 

condition de stress EBSS a permis de diminuer cette vitesse d’accumulation des ROS intracellulaires de 

façon significative dans les myoblastes immortalisés des deux patients (diminution moyenne de 32% 

et 21% chez IMEA et IMFA respectivement avec p = 0,0286) et du contrôle IMKM (diminution moyenne 

de 30% avec p = 0,0286) (Figure 14C). Enfin, l’HCQ à une dose plus forte de 10 μM n’a pas eu d’effet 

significatif sur la vitesse d’accumulation des ROS intracellulaires, confirmant l’effet dose-dépendant de 

l’HCQ observée dans les myoblastes primaires de patients.  

Ces modifications de la quantité de ROS intracellulaires, en condition de stress et en présence 

d’HCQ, dans les myoblastes immortalisés de patients reproduisent celles observées dans les 

myoblastes primaires dont ils sont issus (Renard et al., 2023(331) ; Figure 3), permettant l’utilisation 

des myoblastes immortalisés pour étudier les mécanismes antioxydants de l’HCQ. 
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Figure 14 (légende sur la page suivante)  
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Figure 14 : Le jeûne induit un stress oxydatif dans les myoblastes immortalisés, réduit par un effet antioxydant 

de l’HCQ. Quantification des ROS intracellulaires mesurée après incubation des myoblastes immortalisés de 

patients et de contrôles en condition basale (GM) ou en milieu pauvre en nutriments (EBSS), avec ou sans 

traitement par HCQ à différentes doses (1 ou 10 μM). A) Marquage CellROX® par fluorescence (intensité du signal 

indiquée sur une échelle royale Lookup Table (LUT) ; échelle = 20 μm) dans les myoblastes immortalisés de 

contrôles (IMAB et IMKM) et de patients (IMEA et IMFA)  ; B) et C) Marquage H2DCFDA par fluorescence et sa 

quantification dans les myoblastes immortalisés de chaque contrôle (IMAB et IMKM) et patient (IMEA et IMFA) ; 

B) Graphes représentatifs du suivi de l’intensité du signal au cours du temps (gauche) et sa normalisation (droite) ; 

C) Quantification de la vitesse maximale de montée du signal dans les myoblastes immortalisés de chaque 

contrôle (IMAB et IMKM) et patient (IMEA et IMFA) après traitement à l’HCQ en condition de stress. Données = 

moyenne +/- erreur type de la moyenne ; chaque point représentant une expérience ; test ANOVA 1 facteur / test 

post hoc de Friedman pour (C) (*p < 0,05). 

 

B. Étude de la dégradation des ROS intracellulaires  

Afin d’expliquer la diminution de la quantité de ROS intracellulaires par l’HCQ, nous nous sommes 

demandé si cette molécule modulait la production et/ou la dégradation des ROS. 

1) Exploration transcriptomique  

Nous avons étudié deux transcriptomes issus de la littérature. Le premier transcriptome a 

comparé l’expression de gènes de myotubes dérivés de myoblastes primaires de contrôles et de 

patients présentant un déficit en lipin-1 en condition de base (Michot et al., 2013(63)). Le second 

transcriptome a été réalisé sur des myotubes issus de la différenciation de myoblastes immortalisés à 

partir de myoblastes primaires de patients atteints de dystrophie myotonique de type 1 (DMT1), traités 

ou non par la CQ à la dose de 0,1 ou 10 µM (Bargiela et al., 2019(338)). Ce dernier transcriptome nous 

a semblé pertinent car il repose à la fois sur une myopathie génétique, tout comme notre pathologie 

d’intérêt (déficit en lipin-1), et le traitement par la CQ à différentes doses, molécule dont est dérivé 

l’HCQ utilisée dans ce projet de thèse. Dans ce transcriptome, il a été précédemment observé que le 

profil d'expression génique issus des échantillons traités avec CQ 0,1 μM est similaire à celui des 

échantillons non traités (489 gènes modulés), alors qu’il existe une forte expression différentielle entre 

les échantillons traités avec CQ 10 μM et les échantillons non traités (9 493 gènes modulés) (Renard 

et al., 2023(331) ; Figure S2B). La dose de 0,1 µM de CQ n’ayant ainsi que peu d’impact sur l’expression 

génique dans ce dernier transcriptome, nous nous sommes donc concentrés sur le traitement de CQ à 

la dose de 10 µM par la suite.  

Nous avons analysé le transcriptome utilisant la CQ 10 µM et mis en évidence la modification 

d’expression de gènes intervenant dans plusieurs voies canoniques, répertoriés dans le logiciel 

d’analyse transcriptomique QIAGEN Ingenuity Pathway Analysis, impactant potentiellement la 
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quantité de ROS intracellulaires. Comme attendu, nous avons observé un impact de la CQ 10 µM sur 

l’autophagie (facteur d’induction de 4,37 et z-score de 3,064). Nous avons également relevé que ce 

traitement permet de réguler à la hausse à la fois la voie de signalisation médiée par le facteur de 

transcription Nrf2 (facteur d’induction de 7,34 et z-score de 1,180), mais également la voie de réponse 

UPR (facteur d’induction de 4,82 et z-score de 1,147). Le traitement par la CQ à la dose de 10 µM a 

également entrainé une diminution de la voie de signalisation intracellulaire médiée par le calcium 

dans une moindre mesure (facteur d’induction de 1,62 et z-score de 0,507). Il a aussi été noté ici une 

absence d’effet de la CQ à la dose de 10 µM sur l’expression génique relative à la dysfonction 

mitochondriale (regroupant essentiellement l’expression de gènes impliqués dans le fonctionnement 

de la phosphorylation oxydative mitochondriale (facteur d’induction de 0,354) (Figure 15A). Nous 

avons donc recherché si ces différentes voies modulées par la CQ 10 µM, et non à la dose de 0,1 µM, 

étaient affectées par l’HCQ à la dose d’intérêt de 1 µM. 

A la vue de l’effet majeur de la CQ à la dose de 10 µM sur la voie de signalisation médiée par 

le facteur de transcription Nrf2, nous nous sommes intéressés plus particulièrement à cette voie-ci 

dans un premier temps. En effet, ce traitement a impacté plusieurs groupes de gènes antioxydants 

ARE pouvant être régulés par Nrf2, dont par exemple des gènes codant des protéines impliquées dans 

les systèmes anti-oxydatifs médiés par le GSH, les perorédoxines ou les thiorédoxines, dans le 

métabolisme du fer et de l’hème (hème oxygénase ou ferroxydases) ou dans la régulation de Nrf2 

(Keap1 et p62 en autres), ainsi que d’autres enzymes antioxydantes (CAT, SOD ou Nqo1 par exemple) 

(Figure 15B). Plus précisément, nous nous sommes concentrés par la suite sur quatre gènes qui sont 

le plus décrits dans la littérature lors de l’étude de la voie de signalisation médiée par le facteur de 

transcription Nrf2 : NFE2L2, HMOX1, NQO1, SQSTM1. Il est à noter que l’expression de deux gènes, 

HMOX1 et NQO1, avait été décrite comme diminuée dans les myotubes de patients présentant un 

déficit en lipin-1 par rapport à des myotubes en condition de base (Michot et al., 2013(63)) (Figure 

15C). 
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Figure 15 : La CQ régule l’expression de gènes impliqués dans des voies de signalisation du stress oxydatif. 

Analyse transcriptomique de données issues de Bargelia et al., 2019. A) Schéma représentatif de voies canoniques 

impliquées dans le stress oxydatif et impactées par la CQ à 10 μM dans des myotubes de patients présentant une 

DMT1 ; 2) Schéma représentatif de la régulation par la CQ 10 μM des gènes ARE dont l’expression est médiée par 

le facteur de transcription Nrf2 ; C) Tableau récapitulatif de l’expression de 4 gènes ARE au sein des deux 

transcriptomes présentés dans le mémoire. 
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2) Implication de la voie Nrf2 dans la dégradation des ROS 

A la suite de l’étude transcriptomique, nous avons posé l’hypothèse qu’un des mécanismes 

d’action possibles de l’HCQ était une modification de l’expression de gènes ARE via leur régulation par 

le facteur de transcription Nrf2. Pour cela, nous avons mesuré à la fois l’expression des gènes ARE, 

mais aussi l’activité protéique de Nrf2. 

Tout d’abord, par Reverse transcription (RT)-PCR quantitative (PCRq), nous avons mesuré 

l’expression des gènes ARE pour lesquels la CQ 10 μM avait un impact significatif dans le modèle de 

l’étude transcriptomique explorée ci-dessus (NFE2L2, HMOX1, NQO1, SQSTM1) (Bargiela et al., 

2019(338)). A l’état basal, l’expression de ces quatre gènes n’est pas modifiée significativement dans 

les myoblastes immortalisés des patients déficients en lipin-1 et des contrôles (Figure 16A). Nous 

n’avons donc pas reproduit de différence d’expression des gènes HMOX1 et NQO1 dans les myoblastes 

immortalisés des patients et des contrôles, comme décrit précédemment (Michot et al., 2013(63)). 

Cette différence de résultats pourrait refléter l’état de différenciation cellulaire puisque notre étude 

est réalisée dans des myoblastes non différenciés en myotubes. Par la suite, l’expression des quatre 

gènes ARE a également été inchangée en condition EBSS 1h par rapport à l’état basal (Figure 16B), 

suggérant que l’expression de ces gènes n’est pas impliquée dans l’accumulation des ROS 

intracellulaires en condition de stress. Enfin, le traitement par HCQ à la dose de 1 μM n’a pas non plus 

modifié l’expression des gènes ARE dans les myoblastes des patients et des contrôles, ni à l’état basal 

ni en condition EBSS 1h, suggérant que cet effet n’est observé qu’à forte dose (10 µM) et que la 

régulation de l’expression des gènes ARE ne constitue pas un mécanisme d’action antioxydant de l’HCQ 

à la dose de 1 μM (Figure 16B). De plus, nous avons étudié la translocation nucléaire de la forme 

phosphorylée active du facteur de transcription Nrf2 permettant la régulation de l’expression des 

gènes ARE (Figure 17). Des résultats préliminaires en immunofluorescence ont montré que le stress 

EBSS (1h) augmentait le pourcentage de cellules présentant une translocation nucléaire de la forme 

phosphorylée active de Nrf2. En revanche, l’HCQ à la dose de 1 μM ne semble pas modifier cette 

translocation ni en condition basale et ni en condition de stress, suggérant que l’HCQ à la dose de 1 

μM ne modifie pas l’activité transcriptionnelle de Nrf2.  

 L’absence de modification d’expression des gènes ARE et de la translocation nucléaire de la 

forme phosphorylée de Nrf2 suggèrent que l’effet antioxydant de l’HCQ 1 μM dans les myoblastes ne 

repose pas sur une modification de l’expression de gènes ARE via leur régulation par le facteur de 

transcription Nrf2. Ainsi, l’HCQ ne semblant pas être impliquée dans la dégradation des ROS 

intracellulaires, nous nous sommes intéressés à son rôle dans la production de ces derniers au sein des 

myoblastes immortalisés.
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Figure 16 : L’HCQ ne modifie pas l’expression de gènes ARE. Analyse de l’expression relative de 4 gènes ARE 

(NFE2L2, HMOX1, NQO1, SQSTM1) mesurée par RT-qPCR après incubation des myoblastes immortalisés de 

patients et de contrôles en condition basale ou en milieu pauvre en nutriments (EBSS), avec ou sans traitement 

par HCQ à la dose de 1 μM. Expression relative des 4 gènes dans les myoblastes de chaque contrôle (IMAB et 

IMKM) et patient (IMEA et IMFA) en condition basale (A) ou dans les myoblastes de contrôles et de patients après 

traitement par HCQ à 1 μM en condition de stress (B). Données = moyenne +/- erreur type de la moyenne (n = 3 

dans les myoblastes immortalisés de 2 contrôles et de 2 patients indépendants) ; chaque point représentant une 

expérience pour (A) ; test ANOVA 1 facteur / test post hoc de Friedman pour (A) ; test ANOVA 2 facteurs / test 

post hoc de Tukey pour (B). 
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Figure 17 : L’HCQ ne modifie pas la translocation nucléaire de Nrf2 à la dose de 1 μM. Translocation nucléaire 

de Nrf2 mesurée après incubation des myoblastes immortalisés d’un patient et d’un contrôle en condition basale 

ou en milieu pauvre en nutriments (EBSS), avec ou sans traitement par HCQ à différentes doses (1 ou 50 μM). A) 

Observation du marquage de la forme phosphorylée de Nrf2 (Phospho-Nrf2) en immunofluorescence (intensité 

du signal indiquée sur une échelle royale Lookup Table (LUT) ; échelle = 20 μm) dans les myoblastes immortalisés 

d’un contrôle (IMKM) et d’un patient (IMEA) ; B) Quantification du nombre de cellules avec un marquage nucléaire 

de Phospho-Nrf2 dans les myoblastes immortalisés d’un contrôle (IMKM) et d’un patient (IMEA).  Données = 

moyenne +/- erreur type de la moyenne (n = 2 dans les myoblastes immortalisés du patient IMEA) ; test ANOVA 

2 facteurs / test post hoc de Tukey.  
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C. Étude de la production de ROS intracellulaires 

1) Implication du stress du RE dans la production de ROS 

Le RE peut être une source de production de ROS, notamment au cours du stress RE (Cao et 

Kaufman, 2014(291) ; Forester et al., 2018(290)). Nous sommes donc intéressés aux effets du jeûne 

sur le stress du RE dans les myoblastes immortalisés de patients et de contrôles et si l’HCQ à la dose 

de 1 μM pouvait inverser cet effet. Pour cela, nous avons étudié le stress du RE à travers des marqueurs 

recouvrant les trois voies de signalisation impliquées dans la réponse UPR : l’épissage de XBP1 en PCR 

et l’expression des gènes BIP et CHOP en RT-PCRq.   

Dans les myoblastes immortalisés à l’état basal, nous n’avons pas observé de clivage de XBP1 

ni de différence d’expression des gènes CHOP et BIP entre les patients et les contrôles, suggérant que 

la réponse UPR n’est pas activée différemment entre les patients et les contrôles (Figure 18 A, B). En 

condition EBSS 1h, laps de temps suffisant pour entraîner une accumulation significative de ROS, aucun 

clivage de XBP1 n’a été observé dans les myoblastes des patients ou des contrôles, contrairement au 

clivage obtenu avec le traitement par la thapsigargine (contrôle positif) (Figure 18 A). Dans cette même 

condition de stress EBSS 1h, l’expression de BIP n’a pas également été augmentée que ce soit dans les 

myoblastes des patients ou des contrôles (Figure 18 C). Une augmentation de la durée du stress EBSS 

2h30 n’a pas entrainé non plus de clivage de XBP1. En revanche, l’expression de CHOP a été augmentée 

en condition EBSS 1h de façon significative dans les myoblastes des patients (facteur 1,8 avec p = 

0,0332) (Figure 18 D). Ces résultats suggèrent l’apparition d’un stress du RE au sein des myoblastes 

des patients par une voie non canonique autre que celle médiée par IRE1, en l’absence de clivage de 

XBP1, potentiellement davantage par les voies de signalisation médiées par PERK ou ATF6, qui 

pourraient être impliquées dans l’augmentation des ROS intracellulaires. L’ajout d’HCQ à la dose de 1 

μM n’a pas permis d’inverser cette augmentation de l’expression de CHOP en condition de stress EBSS 

(Figure 18 D), suggérant l’implication d’un autre mécanisme protecteur de l’HCQ. En l’absence d’effet 

de l’HCQ 1 µM sur le stress du RE, nous avons donc étudié son implication au niveau de la 

mitochondrie, une autre source endogène de ROS.  
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Figure 18 : Le jeûne induit un stress du réticulum endoplasmique dans les myoblastes immortalisés, non inversé 

par l’hydroxychloroquine. Stress du RE mesuré après incubation des myoblastes immortalisés de patients et de 

contrôles en condition basale ou en milieu pauvre en nutriments (EBSS), avec ou sans traitement par HCQ à la 

dose de 1 μM. A) Observation du clivage du transcrit XBP1 dans les myoblastes de chaque contrôle (IMAB et 

IMKM) et patient (IMEA et IMFA) en condition de stress ; Expression relative des gènes BIP et CHOP mesurée par 

RT-qPCR dans les myoblastes de chaque contrôle (IMAB et IMKM) et patient (IMEA et IMFA) en condition basale 

(B) ou dans les myoblastes de contrôles et de patients en condition de stress (C) ; D) Expression relative du gène 

CHOP mesurée par RT-qPCR dans les myoblastes de contrôles et de patients après traitement par HCQ à 1 μM en 

condition de stress.  Données = moyenne +/- erreur type de la moyenne (n = 3 dans les myoblastes immortalisés 

de 2 contrôles et de 2 patients indépendants) ; chaque point représentant une expérience pour (B) ; test ANOVA 

1 facteur / test post hoc de Friedman pour (B) ; test ANOVA 2 facteurs / test post hoc de Sidak pour (C) et (D) (*p 

< 0,05). 
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2) Implication de la mitochondrie dans la production de ROS 

La mitochondrie est une source principale de ROS intracellulaires, notamment par la 

phosphorylation oxydative mitochondriale mettant en jeu le transfert d’électrons au niveau de sa 

chaîne respiratoire (Zorov et al., 2014(289) ; Forrester et al., 2018(290)). L’hypothèse émise repose 

donc sur un effet anti-oxydatif de l’HCQ par la prévention ou la réversion de l’altération de la 

phosphorylation oxydative à l’origine d’une production excessive de ROS en condition de jeûne. Ainsi, 

afin d’étudier le fonctionnement de la chaine respiratoire, nous avons évalué la modification du 

potentiel de membrane interne de la mitochondrie à travers la détection du signal de fluorescence 

émis par la sonde cationique tetramethylrhodamine, ethyl ester (TMRE) (Figure 19). 

Il n’a pas été détecté de différence significative du potentiel de membrane interne de la 

mitochondrie entre les myoblastes des patients et des contrôles, ni à l’état basal ni en condition EBSS 

1h, contrairement à la diminution obtenue avec le traitement par le Carbonyl cyanide-p-

trifluoromethoxyphenylhydrazon (FCCP) (contrôle positif). Un temps plus long d’EBSS de 2h30 a 

également été utilisé afin de coïncider avec le temps pour lequel il avait été observé un défaut du flux 

calcique dans les myoblastes primaires de patients. Cet allongement du temps du stress EBSS a 

entraîné une altération significative du potentiel de membrane interne de la mitochondrie dans les 

myoblastes des deux contrôles (diminution moyenne de 19% (p = 0,0094) et 13% (p = 0,0267) chez 

IMAB et IMKM respectivement), et une altération non significative dans les myoblastes des deux 

patients (diminution moyenne de 15% avec p = 0,0678 chez IMEA et de 17% avec p = 0,1542 chez IMFA) 

(Figure 19 A). Des résultats préliminaires sur le traitement par HCQ à la dose de 1 µM des myoblastes 

immortalisés en condition de stress ne permettent pas pour l’instant de conclure sur l’effet de ce 

traitement sur le potentiel de membrane interne, et donc sur le fonctionnement de la chaîne 

respiratoire mitochondriale (Figure 19 B).  

Afin de confirmer l’implication de la mitochondrie dans le stress oxydatif et a fortiori les effets 

de l’HCQ sur ce dernier, il serait intéressant d’étudier directement le fonctionnement de la chaîne 

respiratoire mitochondriale par le Seahorse®, mais la mise au point sur les myoblastes immortalisés 

s’est avérée non concluante pour le moment.
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Figure 19 : Le jeûne induit une altération fonctionnelle de la mitochondrie dans les myoblastes immortalisés. 

Analyse du fonctionnement mitochondrial mesuré après incubation des myoblastes immortalisés de patients et 

de contrôles en condition basale ou en milieu pauvre en nutriments (EBSS), avec ou sans traitement par HCQ à la 

dose de 1 μM. Quantification du marquage TMRE par fluorescence dans les myoblastes de chaque contrôle (IMAB 

et IMKM) et patient (IMEA et IMFA) en condition de stress (A) ou après traitement l’HCQ à 1 μM en condition de 

stress (B). Données = moyenne +/- erreur type de la moyenne ; chaque point représentant une expérience ; test 

ANOVA 1 facteur / test post hoc de Friedman (*p < 0,05) ; ** p < 0,01). 
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MATÉRIEL ET MÉTHODES 

Matériel biologique : myoblastes primaires et immortalisés humains 

Les myoblastes primaires humains sont issus de biopsies du muscle squelettique réalisées à l’Hôpital 

Necker Enfants Malades (Paris) sur 4 patients présentant un déficit en lipin-1 (dont les variations 

géniques et protéiques sont décrites dans l’article princeps, Tableau 1) et de contrôles. Les cellules ont 

été isolées et conservées par le Centre de Ressources Biologiques Cochin après déclaration auprès du 

Ministère de la Santé et autorisation d’un Comité de protection des personnes de leur utilisation à des 

fins diagnostiques et de recherche. Les myoblastes immortalisés ont été obtenus après transduction 

de myoblastes primaires de patients et de contrôles des vecteurs human telomerase reverse 

transcriptase (hTERT) et cyclin-dependent kinase-4 (Cdk-4) par l’équipe Thérapie des maladies du 

muscle strié (Institut de Myologie, Paris) (Mamchaoui et al., 2011(337)), soumise également aux 

autorisations éthiques et réglementaires nécessaires. 

Culture cellulaire des myoblastes et traitements 

Les myoblastes primaires ont été cultivés dans du F-10 Nut Mix 1X + GlutaMAX (réf. 41550-021, Life 

Technologies) supplémenté avec 20% de sérum bovin fœtal (Foetal Bovine Serum ou FBS South Africa, 

réf.1300, Biowest). Les myoblastes immortalisés ont été cultivés dans du Skeletal Muscle Cell Growth 

Medium Kit (réf. C-23160, PromoCell). Les milieux sont également supplémentés avec de la pénicilline-

streptomycine (Pen Strep, 100X, réf. 15140-122, Life Technologies) et de l’amphotéricine B (Fungizone, 

0,25 μg/L, réf. 15290-026, Life Technologies). Les cellules ont été cultivées à 37°C, 5% de CO2, dans des 

flasques de type T75 ou T25, préalablement gélatinées selon le protocole du laboratoire (Gelatin from 

porcine skin, réf. G1890-100G, Sigma Aldrich) pour les myoblastes primaires. Une confluence cellulaire 

estimée de 80 % est recherchée pour débuter les différentes expériences. 

Afin de reproduire la RM in vitro, les myoblastes primaires et immortalisés ont été cultivés dans un 

milieu pauvre en nutriments (EBSS, réf. 24010-043, Thermo Fisher Scientific). Pour étudier les effets in 

vitro de l’HCQ, ces myoblastes ont été incubés avec différentes concentrations d’HCQ (PLAQUENIL, Cip 

: 3400936441460, Sanofi-Adventis) selon les expériences (0,1, 1 ou 10 μM) dans leur milieu de 

croissance (Growth medium ou GM) ou en condition de stress EBSS. L'HCQ a été incubée la nuit ou 24 

h et maintenue le lendemain pendant la stimulation des myoblastes. Différents contrôles positifs ont 

été utilisés lors des expériences : le découplant de la chaîne respiratoire mitochondriale FCCP (FCCP 

Tocris Bioscience, réf. 04-531-0, Fisher Scientific) à 10 µM ; les molécules oxydatives peroxyde 

d’hydrogène (H2O2, réf. H1009, Sigma Aldrich) et (TBHP (réf. C10491, Invitrogen) à 1 mM et 100 μM 
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respectivement ; l’inhibiteur des pompes Sarco-endoplasmic Reticulum Calcium ATPase (SERCA) 

thasigargine (réf. T-650, Alomone Labs) à 1 μM. 

Étude génomique et transcriptionnelle 

Extraction ADN génomique 

L’extraction d’ADN a été réalisée à partir de culots cellulaires lysés dans le tampon suivant : protéinase 

K 0,2 mg/ml (réf. 70663, Sigma Aldrich), sodium dodecyl sulfate 0,2 % (SDS, 3 M, ph 5,2, réf.71196, 

Sigma Aldrich), éthylènediaminetétraacétique 0,5 mM (EDTA, réf. A5097, AppliChem) et Phosphate 

buffered saline (PBS 1X, réf. 10010023, Gibco). Après incubation 1 h à 50 °C au bain Marie de la 

suspension, l’ADN a été précipité par ajout de sodium acétate (3M, ph 5,2, réf. 567422, Sigma Aldrich) 

et d’isopropanol incubés pendant au moins 20 min à -20 °C. Après centrifugation à 16 000 g, 30 min à 

4 °C, le culot a été lavé avec de l’éthanol 70 %. Un deuxième lavage a été réalisé après centrifugation 

à 16 000 g, 5 min à température ambiante.  A la suite de l’évaporation de l’éthanol, l’ADN extrait a été 

resuspendu dans de l’eau désionisée et dosé par spectrophotométrie (NanoDrop 2000/2000c, Fisher 

Scientific). 

Utilisation de l’enzyme FPG 

Afin de quantifier l’ADN oxydé, l’enzyme FPG (réf. M0240S, New England BioLab) a été utilisé à raison 

de 3 unités d’enzyme par 50 ng d’ADN et selon les indications fournies par le fabricant. Une préparation 

d’échantillon d’ADN sans enzyme FPG a également été réalisé dans les mêmes conditions comme 

contrôle négatif. Pour assurer le fonctionnement optimal de l’enzyme puis son inactivation, les 

différentes préparations ont été incubées 1 h à 37 °C et 10 min à 60 °C respectivement. 

Extraction ARN et rétrotranscription inverse 

L’extraction d’ARN a été réalisée à partir de culots cellulaires avec le kit NucleoSpin RNA XS (réf. 

740902250, Macherey –Negel,Germany), en utilisant le protocole fourni. Une fois purifié et 

resuspendu dans de l’eau dépourvu d’ARNase, la concentration en ARN a été mesurée par 

spectrophotométrie (NanoDrop 2000/2000c, Fisher Scientific). Par la suite, l’ADN complémentaire a 

été obtenu après une étape de rétrotranscription inverse à l’aide du kit High Capacity cDNA Reverse 

Transcription Kit (réf. 4368814, Thermo Fischer), en respectant le protocole fourni. 
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PCR quantitative et PCR 

L’ADN est quantifié PCRq dans un thermocycleur (CFX96 Touch Real-Time PCR qPCR system, Bio-Rad) 

grâce à une sonde fluorescente (Power SYBR Green PCR Master Mix, réf. 4367659, Thermo Fisher 

Scientific) en présence d’oligonucléotides à la concentration finale de 500nM (dont les séquences sont 

présentées dans le tableau ci-dessus) en respectant le cycle de températures présenté ci-après. Les 

données ont été analysées dans le logiciel associé à la machine (CFX Maestro, réf.12004128, Bio-rad) 

en fixant le seuil à 100 pour déterminer les différentes valeurs de cycle threshold (CT). La méthode de 

quantification des données est relative (méthode ∆∆ Ct) et analysée sous Excel (Microsoft Office 

Standard 2016, Etats-Unis).  

 

Figure 20 : : Cycle de température commun aux PCR quantitatives 

L’ADN génomique (gènes MT-RNR1 ou MT-ND2) ou complémentaire (gène XBP1) est amplifié dans un 

thermocycleur (Biometra PCR Thermal Cycler, analytik jena) par la polymérase LongAmp Taq 2X Master 

MIX (réf. M0287, New England BioLab), selon les instructions données par le fournisseur, en présence 

d’oligonucléotides à la concentration finale de 500nM (dont les séquences sont présentées dans le 

tableau ci-dessus) et selon les cycles de température donnés ci-dessous. Après amplification des 

échantillons, ces derniers ont migré dans un gel d’agarose 2% (gènes MT-RNR1 ou MT-ND2) ou 3% 

(gène XBP1), supplémenté avec une sonde fluorescente marquant les acides nucléiques (GelRed 

Nucleic Acid Stain, réf. 41003, Biotum), pendant environ 1 h 30 à 100 V. Après migration, les données 

sont obtenues par lecture du gel (Uvidoc HD6, Uvitec). 

 

 

Figure 21 : Cycle de température des PCR. Gènes MT-RNR1 et MT-ND2 (haut) ; gène XBP1 (bas) 

 

 

 

 

50°C 2 min 95°C 5 min
40 cycles : 95°C 
30 s, 60°C 30 s, 

72°C 30 s

95°C 1 min

61°C 30 s 

95°C 30 s

94°C 
(Préchauffage)

94°C 30 s
35 cycles : 94°C 
10 s, 56°C 30 s, 

65°C 2 min
65°C 10 min

94°C (Préchauffage) 94°C 30 s
30 cycles : 94°C 30 s, 60°C 

30 s, 65°C 30 s
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Gène Cible Technique Séquence (5’-3’) 

NFE2L2 PCRq 
Forward : CAC ATC CAG TCA GAA ACC AGT 

Reverse : GGA ATG TCT GCG CCA AAA GC 

HMOX1 PCRq 
Forward : AGG GTG ATA GAA GAG GCC AAG ACT 

Reverse : TCC TGC AAC TCC TCA AAG AGC 

NQO1 PCRq 
Forward : AAT GAA GGG ATT GGA CCG AG 

Reverse : CCC AGC CGT CAG CTA TTG T 

SQSTM1 PCRq 
Forward : GAA GCT GCC TTG TAC CCA CA 

Reverse : CAG CCG CCT TCA TCA GAG AA 

ACTB PCRq 
Forward : CAG CGG AAC CGC TCA TTG CCA ATG G 

Reverse : TCA CCC ACA CTG TGC CCA TCT ACG A 

CHOP PCRq 
Forward : GAA CCA GGA AAC GGA AACA 

Reverse : ATT CAC CAT TCG GTC AAT CA 

BIP PCRq 
Forward : CAT CAC GCC GTC CTA TGT CG 

Reverse : CGT CAA AGA CCG TGT TCT CG 

XBP1 PCR 
Forward : CTG GTT GCT GAA GAG GAG G 

Reverse : GCT GGT AAG GAA CTG GGT C 

MT-RNR1 PCR 

Forward : TAG CCC TAA ACC TCA ACA GT 

Reverse :  

- Amplicon court : ATG AAG GCT ACA AAG TAA GCG CA 
- Amplicon long : GGT CCC TAT TTA AGG AAC AA 

MT-ND2 PCR 

Forward : CTA TCT CGC ACC TGA AAC 

Reverse :  

- Amplicon court : TTA ATT CCA TCC ACC CTC 
- Amplicon long : CGG AGT AGT AAG TTA CAA TAT 

Tableau 2 : Liste des couples d’amorces pour PCRq et PCR 

Mesure du flux calcique 

Les myoblastes primaires ont été ensemencés à 10 000 cellules par puits dans une microplaque 96 

puits pour fluorescence (réf. 655090, Greiner Bio-one). Après stimulation, les cellules ont été incubées 

avec la sonde fluorogénique sensible au calcium Cal-520 AM (réf. 21130, AAT Bioquest) à la 

concentration finale de 4 µM dans du milieu de croissance (GM) pendant 45 min à 37°C. Après deux 

lavages dans un milieu d’enregistrement sans calcium, le signal de fluorescence (Excitation 490 nm / 
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Émission 515 nm) a été enregistrée simultanément dans les 96 puits à 1 Hz pendant 20 min à 37°C 

grâce au lecteur de microplaque Functional drug screening system (FDSSµCELL C13299, Hamamatsu 

Photonics).  

Au cours de l’acquisition, les trois premières minutes d’enregistrement ont permis de déterminer le 

niveau de base du signal de fluorescence, représentant ici la concentration cytosolique de calcium dans 

nos conditions expérimentales. L’ajout de thapsigargine 1 µM, simultanément dans l’ensemble des 96 

puits, a induit une libération rapide du calcium réticulaire détectée par la sonde au niveau cytosolique. 

Par la suite, une lente décroissance du signal de fluorescence de la sonde a été obtenue grâce à la 

sortie extracellulaire du calcium par l’intermédiaire des pompes calciques Plasma membrane Ca2+ 

ATPases (PMCA) situées au niveau de la membrane plasmique. L’absence de calcium dans le milieu 

d’enregistrement a permis de s’affranchir d’un influx calcique qui prolongerait la durée du signal de 

fluorescence. Enfin, le signal de fluorescence a été normalisé sur le signal de fluorescence maximal 

obtenu après ajout d’une solution de digitonine (D-5628, Sigma Aldrich) en présence de calcium aux 

concentrations finales respectives de 50 µM et 6mM. Ainsi, cette méthode a permis de déterminer 

une aire sous la courbe approximant le contenu en calcium du RE (Bergling et al., 1998(339)), analysée 

à l'aide du logiciel Origin (version 2018, OriginLab).  

Mesure de la quantité de ROS intracellulaires 

Afin de mesurer la quantité de ROS intracellulaires, deux techniques ont été mises en place basées sur 

la détection d’un signal de fluorescence. 

Pour la première technique, les myoblastes immortalisés ont été ensemencés dans une lamelle en 

verre compartimentée (µ-Slide 8 Well Glass Bottom, réf. 80827, ibibi) à raison de 5 000 cellules par 

puits. Au cours de la stimulation, la sonde fluorogénique CellROX™ deep red reagent (réf. C10422, 

Invitrogen) a été directement ajoutée au milieu d’intérêt (GM ou EBSS) à la concentration finale de 10 

µM pendant 30 min à 37 °C. Après lavages au PBS 1X, l’état cellulaire a été fixé avec de la 

paraformaldéhyde 4 % (Fixative solution 4 %, réf. FB0024, Invitrogen) pendant 15 min à température 

ambiante, suivi de lavages en PBS 1X. L’oxydation de la sonde en présence de ROS intracellulaires a 

permis la détection d’un signal de fluorescence (longueur d’onde d’émission : 665nm). Les images ont 

été acquises à l’aide d’un microscope confocal Spinning Disk (Zeiss) (objectif x63, ouverture numérique 

1.4). Les figures d’immunofluorescence ont été réalisées grâce au module FigureJ (version 1,36) du 

logiciel Fiji (version 2.3.0/1.53f51). 

Pour la deuxième technique, les myoblastes immortalisés ont été ensemencés à 10 000 cellules par 

puits dans une microplaque 96 puits pour fluorescence (réf. 655090, Greiner Bio-one). Les cellules ont 

été chargées avec la sonde fluorogénique CM-H2DCFDA (réf. C6827, Invitrogen) à la concentration 
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finale de 5 µM dans du milieu de croissance (GM) pendant 45 min à 37 °C. Après lavage dans le milieu 

d’intérêt (GM ou EBSS), les cellules ont été incubées dans ce même milieu dans un lecteur de 

microplaque FDSSµCELL. L’oxydation de la sonde en présence de ROS intracellulaires a permis la 

détection d’un signal de fluorescence (longueur d’onde d’émission : 517–527 nm). Le signal de 

fluorescence a été enregistrée simultanément dans les 96 puits à 0,5 Hz pendant 90 min à 37 °C. Les 

résultats ont été analysés à l'aide du logiciel Origin (version 2018, OriginLab). Les données ont été 

normalisées à la phase de plateau atteinte pendant la durée de nos enregistrements afin de 

déterminer et de comparer la vitesse de montée du signal de fluorescence au sein de nos différentes 

conditions expérimentales.  

Analyse transcriptomique 

Les données faisant l’objet d’une nouvelle analyse transcriptomique sont issues d’une précédente 

étude (Bargelia et al., 2019) et disponibles sur la plateforme GEO (Gene Expression Omnibus) avec le 

numéro d’identification ID GSE128844. Le traitement de ces données brutes a été effectué par trois 

méthodes statistiques indépendantes et complémentaires : Deseq2, edgeR et LimmaVoom. Les flags 

ont été calculés à partir de données normalisées par rapport à la couverture moyenne. Tous les 

comptages normalisés inférieurs à 20 ont été considérés comme du bruit de fond (flag = 0) et ceux 

supérieurs ou égaux à 20 comme du signal (flag = 1). Les listes P50 utilisées pour l'analyse statistique 

ont regroupés les gènes ayant un flag = 1 pour au moins la moitié des échantillons comparés. A l’issu 

des trois méthodes citées ci-dessus, les résultats ont été considérés comme significativement relevant 

avec une valeur de p-value supérieure à 0,05 et des facteurs de changement de 1.2, 1.5 ou 2, et 

regroupés par diagramme de Venn. Les calculs statistiques et les analyses fonctionnelles ont été 

effectués à l'aide des logiciels R project (http://www.r-project.org) et Ingenuity Pathway Analysis (IPA, 

Qiagen, http://www.ingenuity.com) respectivement. 

Mesure de la translocation nucléaire de Nrf2 

Les myoblastes immortalisés ont été ensemencés sur des lamelles en verre (réf. 100040, Dutscher) à 

raison de 10 000 cellules par puits. Après stimulation, les cellules ont été lavées au PBS 1X puis fixées 

avec de la paraformaldéhyde 4 % pendant 15 min à température ambiante. Après fixation, les cellules 

ont de nouveau été lavées au PBS 1X. La perméabilisation et le blocage ont été réalisés dans une 

solution de saponine 0,2 % (réf. A18820.14, Thermo Scientific) et d’albumine de sérum bovin 0,2 % 

(Bovine Serum Albumin ou BSA, réf. A7906-100G, Sigma Aldrich) pendant au minimum 1 h à 

température ambiante. Le marquage primaire (Tableau 2) a été réalisé en chambre humide à 4 °C sur 

la nuit. Le lendemain, les cellules sont lavées et incubées 45 min à température ambiante avec les 
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anticorps secondaires (Tableau 2), puis de nouveau lavées et incubées 15 min à température ambiante 

avec le DAPI à l’abri de la lumière. Enfin, après lavages, les lamelles ont été montées sur des lames 

porte objet avec du milieu de montage (Fluoromount-G, réf. 00-4958-02, Invitrogen). La dilution des 

anticorps primaires, secondaires et du DAPI ainsi que les différents lavages ont été réalisés avec la 

solution de perméabilisation et de blocage décrite ci-dessus. Les images d’immunofluorescence sur 

lame ont été acquises grâce à un microscope confocal Spinning Disk (Zeiss) (objectif x63, ouverture 

numérique 1.4). Les figures d’immunofluorescence ont été réalisées grâce au module FigureJ du 

logiciel Fiji. 

Cible Nature Dilution Fournisseur (Référence) 

Phospho-Nrf2 IgG Rabbit (polyclonal) 1/100 Invitrogen (PA5-67520) 

Rabbit, Alexa fluor 488 IgG goat (polyclonal) 1/250 Invitrogen (A11008) 

DAPI - 1/1 000 Sigma Aldrich (D9542-5MG) 

Tableau 3 : Liste des réactifs utilisés en immunofluorescence  

Mesure du potentiel de membrane interne mitochondrial 

Les myoblastes immortalisés ont été ensemencés à 10 000 cellules par puits dans une microplaque 96 

puits pour fluorescence (réf. 655090, Greiner Bio-one). Après stimulation des cellules, ces dernières 

sont incubées avec la sonde fluorescente Tetramethylrhodamine, ethyl ester (TMRE, réf. T669, 

Invitrogen) à la concentration finale de 50 nM dans le milieu de croissance (GM) pendant 15 min à 37 

°C.  Après trois lavages en milieu de croissance (GM), le signal de fluorescence de la sonde TMRE a été 

lu au lecteur de plaque (Incucyte S3 Live-Cell Analysis System, Sartorius), permettant ainsi de mesurer 

toute modification du potentiel de la membrane interne mitochondriale. Les données ont été 

analysées sur le logiciel associé (Incucyte 2022B Rev2). 

Analyse statistique  

Les analyses statistiques ont été réalisées sous GraphPad Prism (version 6, GraphPad Software, États-

Unis). Les tests statistiques utilisés étaient le test de Mann-Whitney pour les comparaisons simples 

entre deux groupes, le test ANOVA un facteur pour les comparaisons des différents traitements 

(condition de stress EBSS avec ou sans traitement par HCQ) au sein d’un patient ou d’un contrôle 

séparément, et le test ANOVA deux facteurs en cas de comparaisons multiples des patients et des 

contrôles selon ces mêmes différents traitements (observation de l’effet du génotype et du traitement, 

ainsi que de l’interaction possible entre ces deux facteurs). Les données représentées sont exprimées 

en moyenne plus ou moins erreur standard de la moyenne. 
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DISCUSSION, PERSPECTIVES ET CONCLUSION 

L’HCQ a été décrite précédemment comme possédant deux mécanismes d’action majeurs, liés 

à son lysosomotropisme et ses interactions avec les acides nucléiques, lui permettant d’exercer une 

activité antipaludéenne ainsi que des activités immunomodulatrices et anti-inflammatoires en autres. 

Au cours de cette thèse, nous avons mis en lumière une nouvelle indication possible de cette molécule 

dans le déficit en lipin1, médiée par une action anti-oxydative de l’HCQ de façon dose-dépendante. 

EFFICACITÉ DOSE-DÉPENDANTE DE L’HYDROXYCHLOROQUINE DANS LE 

DÉFICIT EN LIPIN-1 

A. Nouvelle indication possible de l’hydroxychloroquine : le déficit en lipin-1 

Lors de cette thèse, nous avons fourni les premières données in vivo de l'HCQ chez des patients 

atteints d’un déficit en lipin-1 (Renard et al., 2023(331)) présentant des épisodes aigus de RM 

potentiellement fatales, pouvant être associés à des symptômes chroniques comprenant fatigabilité 

et douleurs musculaires, et des atteintes cardiaques plus rarement. En l’absence de traitement 

spécifique du déficit en lipin-1, les patients ont été traités par HCQ à titre compassionnel avec une 

posologie initiale basée sur celle du LES (6,5 mg/kg/j). Grâce à une étude rétrospective basée sur les 

dossiers médicaux d’un premier groupe de patients, nous avons observé une amélioration des 

symptômes chroniques de ces derniers, comprenant une amélioration de la qualité de vie, de la 

douleur musculaire et de l’adaptation de leur capacité musculaire à l’effort. Les symptômes cardiaques 

d’un patient présentant un dysfonctionnement cardiaque se sont également améliorés, puis se sont 

de nouveau aggravés après l'interruption du traitement. Les premiers patients traités n’ont présenté 

aucun épisode de RM sous traitement par HCQ et, outre l’amélioration de leurs paramètres cliniques, 

leurs profils inflammatoires plasmatiques se sont normalisés. Ces données préliminaires rapportant 

l’efficacité du traitement par HCQ avaient permis d’obtenir la désignation de médicament orphelin 

pour l'HCQ par l'Agence européenne des médicaments (EMA/OD/177/17) en janvier 2018, argument 

de poids pour augmenter le nombre de patients traités par HCQ et implémenter les données de cette 

étude rétrospective. Par la suite, un deuxième groupe de patients a présenté les mêmes améliorations 

cliniques et biologiques présentées ci-dessus. 

B. Hydroxychloroquine et autophagie 

Au cours du traitement par HCQ, deux patients ont présenté un et deux épisodes aigus de RM 

dans un cadre infectieux de gastro-entérite. Étant donné que les deux patients présentaient les 
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concentrations d’HCQ dans le sang total les plus élevées, nous avons émis l’hypothèse de l’apparition 

d’une toxicité de l’HCQ à des concentrations sanguines élevées. En effet, bien que moins toxique que 

la CQ, des complications sévères dépendantes de la dose de l'HCQ ont déjà été rapportées, notamment 

des cas de rétinopathies (Costedoat-Chalumeau et al., 2015(340)). Ces complications ont été décrites 

dans la littérature comme dépendantes du lysosomotropisme de l’HCQ associé à une altération de la 

fonction dégradative lysosomale (Sundelin et Terman, 2002(272) ; Yoon et al., 2010(273) ; Frustaci et 

al., 2012(278) ; Lee et al., 2012(285)). Or, dans la physiopathologie du déficit en lipin-1, un blocage de 

l’autophagie, et plus particulièrement de la mitophagie, a été souligné dans différentes modèles 

murins et humains (Ugrankar et al., 2011(80) ; Zhang et al., 2014(67) ; Alshudukhi et al., 2018(85) ; 

Schweitzer et al., 2019(60) ; Rashid et al., 2019(66) ; Hamel et al., 2021(81) ; Lin et al., 2022(86)). Ainsi, 

nous avons postulé que le blocage de l'autophagie avec des concentrations élevées d'HCQ peut être 

davantage dangereux chez des patients présentant déjà un blocage de l'autophagie lié au déficit en 

lipin-1. 

Nos résultats in vitro sur des myoblastes primaires de patients présentant un déficit en lipin-1 

valident l'hypothèse de l'effet dose-dépendant de l'HCQ sur l'autophagie. En effet, les conditions de 

stress ont induit une accumulation d’autophagosomes, soulignant un blocage de la résolution 

autophagique, exacerbée en présence d’une concentration élevée d’HCQ (10 μM).  Comme décrit dans 

la littérature (Homewood et al., 1972(128) ; Wibo et Poole 1974(141) ; Seglen et al., 1979(142)), nous 

avons montré que le blocage de l’autophagie dans ces myoblastes résulte d’une alcalinisation du pH 

par l’HCQ. Il est important de noter que dans notre étude, le blocage de l’autophagie et l’alcalinisation 

du pH étaient limités à des concentrations élevées de HCQ (10 μM), sans effet observé à des 

concentrations plus faibles d’HCQ (0,1 μM ou 1 μM).  

C. Hydroxychloroquine et stress oxydatif 

Les ROS sont des molécules hautement réactives pouvant entrainer à la fois l’oxydation de 

l’ADN, la peroxydation des lipides et la carbonylation des protéines (Phaniendra et al., 2014(286) ; 

Martemucci et al., 2022(287)). Nous avons montré in vitro que le déficit en lipin-1 n’est pas source 

d’un stress oxydatif, démontré par une faible quantité de ROS intracellulaires et d’ADN oxydé dans les 

myoblastes de patients à l’état basal. Ces observations confirment ainsi des résultats précédents sur 

un modèle murin du déficit en lipin-1 relevant une absence de carbonylation des protéines (Rashid et 

al., 2019(66)). En revanche, une augmentation importante des ROS intracellulaires a été observée dans 

les myoblastes en condition de jeûne, reproduisant des résultats antérieurs sur le même modèle 

cellulaire (Hamel et al., 2021(81)).  
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Malgré la controverse sur l’effet pro ou antioxydant de l’HCQ présenté en introduction, nos 

résultats in vitro ont montré que l'HCQ était capable de réduire l'accumulation de ROS et d'ADN oxydé 

induite par le jeûne de façon concentration-dépendante. En effet, l’effet maximal a été observé à 1 

µM d’HCQ, tandis que l'HCQ à 10 μM était moins efficace. 

D. Définition d’une fenêtre thérapeutique différente dans le déficit en lipin-1 

basée sur l’effet dose-dépendant de l’HCQ 

Malgré le fait qu’une relation directe ne peut être établie sans extrapolation entre les 

concentrations d’HCQ in vitro et in vivo (cellule isolée vs organisme entier), l’ensemble de ces résultats 

incitent à la prudence lors de l’utilisation de l’HCQ et à l’importance de la surveillance de cette 

molécule par dosages sur sang total au cours du traitement (Costedoat-Chalumeau et al., 2017(341)). 

Il est à noter que les concentrations sanguines pour lesquelles les patients ont présenté des épisodes 

de RM aigus sous traitement par HCQ étaient d’environ 1000 μg/L. Or, dans les maladies auto-

immunes rhumatismales, comme le LES ou la PR par exemple, des concentrations d'HCQ dans le sang 

total allant de 750 à 1 000 μg/L sont nécessaires pour améliorer les symptômes réfractaires 

(Costedoat-Chalumeau et al., 2007(342) et 2017(341) ; Chasset et al., 2016(343)), notamment en 

bloquant l'autophagie et en modifiant le pH lysosomal dans les cellules immunitaires suractivées (Nirk 

et al., 2020(194) ; Schrezenmeier et Dörner, 2020(195)). Dans le déficit en lipin-1, l’exacerbation du 

blocage de l’autophagie à fortes doses d’HCQ est délétère. En revanche, une dose plus faible d’HCQ (1 

μM), n’ayant pas d’effet sur le blocage de l’autophagie, semble être bénéfique grâce à un effet anti-

oxydatif. Ainsi, nous avons mise en place une adaptation posologique du traitement par HCQ avec un 

suivi par dosage sur sang total afin d’obtenir des concentrations cibles comprises entre 200 et 700 

μg/L.  

Après adaptation posologique, seule une patiente a déclaré des épisodes de RM quelle que 

soit la concentration sanguine d’HCQ. Certaines caractéristiques cliniques et biologiques telles que 

l'indice de masse corporelle, la fonction rénale et le polymorphisme du CYP ont été identifiées comme 

déterminant une variabilité inter-patient (Jallouli et al., 2015(122) ; Paludetto et al., 2022(111)). Dans 

la présente étude, nous n'avons trouvé aucune influence des polymorphismes du CYP sur l'exposition 

à l'HCQ dans le sang total. Par ailleurs, nous n’avons pas observé de différence d'incorporation de 

l’HCQ dans les myoblastes des différents patients. Pendant la RM, nous recommandons l'arrêt de l'HCQ 

car les patients présentent un risque d'insuffisance rénale, l’excrétion rénale étant la voie d’élimination 

majoritaire de l’HCQ (Tett et al., 1989(104) ; McLachlan et al., 1994(105)).  
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ORIGINE DU STRESS OXYDATIF DU DÉFICIT EN LIPIN-1 ET MÉCANISMES 

D’ACTION ANTI-OXYDATIF DE L’HYDROXYCHLOROQUINE 

La suite du projet s’est focalisée sur la compréhension des mécanismes sous-jacents à l’effet 

antioxydant de l’HCQ. Cette étude nous a également permis d’approfondir nos connaissances sur la 

physiopathologie du déficit en lipin-1, notamment à travers une meilleure compréhension de l’origine 

du stress oxydatif cellulaire. Pour cela, nous avons utilisé des myoblastes immortalisés de patients 

déficients en lipin-1 et de contrôles après avoir confirmé les niveaux d’expression génique et protéique 

de lipin-1 (Figure 13) et reproduit un stress oxydatif en condition de stress inversé par l’HCQ à la dose 

d’intérêt de 1 μM (Figure 14). Cependant, nous n’avons pas trouvé de différence dans l’augmentation 

de la quantité de ROS intracellulaires entre les myoblastes de patients et de contrôles en condition de 

stress (Figure 14), nous amenant à considérer que la différence entre ces deux groupes réside dans les 

conséquences à plus long terme des ROS et leur persistance dans le temps. En effet, les ROS sont 

indispensables à de nombreuses signalisations intracellulaires en condition physiologique (Valko et al., 

2007(288)), et c’est lors d’une rupture de la balance redox que ceux-ci peuvent constituer un signal de 

danger pour la cellule (Phaniendra et al., 2014(286) ; Martemucci et al., 2022(287)). 

Malheureusement, les techniques actuelles rendent difficiles l’étude à plus long terme de la quantité 

de ROS intracellulaires du fait de la saturation de la sonde qui est irréversible.  

A. Hydroxychloroquine et dégradation des ROS intracellulaires 

Grâce à une nouvelle analyse d’un transcriptome réalisé sur un modèle cellulaire DMT1 

(Bargiela et al., 2019(338)), nous avons observé un impact majeur de la CQ à 10 μM sur la voie de 

signalisation médiée par le facteur de transcription anti-oxydatif Nrf2 (Figure 15). Nous avons émis 

l’hypothèse que des doses différentes d’HCQ pouvaient partager les mêmes mécanismes d’action, 

mais que de fortes doses d’HCQ contrebalançaient ses effets bénéfiques par le blocage de la résolution 

autophagique, expliquant ainsi une efficacité moindre voire délétère de la molécule à fortes doses 

dans le déficit en lipin-1. Cependant, nous avons montré in vitro que l’HCQ à la dose de 1 μM n’entraine 

pas de modification de l’expression de gènes ARE via leur régulation par le facteur de transcription 

Nrf2, en l’absence de modification d’expression des gènes ARE (Figure 16) et de la translocation 

nucléaire de Nrf2 (Figure 17) à cette dose à l’état basal et en condition de stress. En revanche, une 

dose beaucoup plus élevée de 50 μM d’HCQ a permis une translocation nucléaire de Nrf2 (Figure 17), 

parallèlement à un blocage de l’autophagie (données non montrées). Ainsi, dans les myoblastes 

immortalisés, les résultats suggèrent que l’HCQ peut induire une augmentation de l’activité 

transcriptionnelle de Nrf2 à forte dose (50 μM), effet dose-dépendant précédemment démontré in 
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vitro (Duleh et al., 2016(323)) et in vivo (Shen et al., 2017(322)). Cet effet semble également dépendant 

de l’autophagie, comme démontré in vitro par Duleh et al., 2016. Ainsi, l’effet anti-oxydatif de l’HCQ à 

la dose de 1 μM dans les myoblastes des patients ne semble pas reposer sur l’activation du système 

antioxydant de Nrf2, notamment du fait de l’absence de blocage de la résolution autophagique à 1 μM 

démontrée précédemment (Renard et al., 2023(331)). Il est à noter que nous ne pouvons pas exclure 

que la dose de 50 μM d’HCQ peut également activer la voie de signalisation médiée par Nrf2 par une 

augmentation de la quantité de ROS intracellulaires, comme souligner in vitro par Peng et al., 2021. 

De la même façon, l’absence de blocage de la résolution autophagique à la dose de 1 μM d’HCQ 

ne nous a pas incité à étudier l’action possible de cette molécule sur le complexe oxydatif NOX dont 

l’inhibition in vitro a été décrite précédemment dans la littérature comme passant par le blocage de 

l’autophagie (Teng et al., 2012(319)). En revanche, pour aller plus loin, l’étude de l’activité 

enzymatique de protéines dont l’expression est régulée par Nrf2, comme les CAT ou les SOD, semble 

pertinente. En effet, il est intéressant de noter que dans les articles démontrant in vivo une activité 

oxydative de l’HCQ, une augmentation de l’activité des SOD a été décrite, justifiée par les auteurs par 

une réponse adaptative au stress oxydatif induit par l’HCQ sans démonstration expérimentale 

(Farombi et al., 2003(308) ; Ogunbayo et al., 2006(311)). 

B. Hydroxychloroquine et production des ROS intracellulaires 

Nous avons montré une suite d’événements biologiques pouvant expliquer la survenue d’un 

stress oxydatif en condition de jeûne auto-entretenu et persistant dans les myoblastes de patients 

présentant un déficit en lipin-1, en dépit d’un biais potentiel lié à la sensibilité des différentes 

techniques utilisées au cours de cette thèse : l’apparition d’un stress du RE, puis une altération du flux 

calcique, et enfin, un dysfonctionnement mitochondrial. 

1) Stress du RE 

Au cours de cette thèse, nous avons montré in vitro une augmentation de l’expression du gène 

CHOP en condition de jeûne dans les myoblastes immortalisés de patients (Figure 18), suggérant une 

possible implication du stress du RE en condition de stress dans le déficit en lipin-1. L’absence de 

clivage du facteur de transcription Xbp1, clé de la voie médiée par IRE1, et de l’activation de la 

signalisation de Nrf2, facteur phosphorylé et activé par la voie PERK, suggère davantage l’activation de 

la voie UPR médiée par ATF6. La présence d’un stress du RE avait été préalablement observé dans un 

modèle murin présentant un déficit en lipin-1 spécifique du muscle, avec une activation des voies UPR 

médiées par IRE1 et ATF6 dès l’état basal (Rashid et al., 2019(66)). Cependant, une étude antérieure 



112 

 

sur des myoblastes de patients avec un déficit en lipin-1 avait souligner l’absence d’un stress du RE et 

d’atteinte morphologique de cet organelle en condition basale (Michot et al., 2013(63)). 

2) Stress du RE et altération du flux calcique 

Un stress du RE peut conduire à la formation de ROS via la voie intraluminale PDI/ERO1 (Cao 

et Kaufman, 2014(291) ; Forrester et al., 2018(290)). Il est à noter également qu’en réponse au stress 

du RE, CHOP peut augmenter l’expression de l’isoforme ERO1α et donc la production de ROS par le RE 

(Forrester et al., 2018(290)). Cette production de ROS entraine une oxydation des canaux et pompes 

calciques, à l’origine d’une hyperactivation des canaux calciques dont les récepteurs à l’inositol 

triphosphate (Inositol triphosphate receptor ou IP3R) et les canaux Ryr, ainsi qu’une inhibition des 

pompes calciques SERCA (Görlach et al., 2015(344)), entrainant alors une fuite de calcium du RE vers 

le cytosol.  

De plus, dans les modèles humains et murins spécifiques du muscle, il n’a pas été montré de 

diminution de la quantité de diacylglycérol (Zeharia et al., 2008(51) ; Michot et al., 2010(18) et 

2012(19) ; Schweitzer et al., 2019(65) ; Rashid et al., 2019(66)), produit issu notamment de l’activité 

PAP1 de lipin-1, suggérant ainsi la présence de phénomène compensatoire intracellulaire. L’hypothèse 

serait une augmentation de l’activité enzymatique de la phospholipase C, à l’origine non seulement de 

la production de diacylglycérol mais aussi d’inositol triphosphate (IP3), ligand des canaux calciques 

IP3R au niveau de la membrane du RE (Putney et Tomita, 2012(345)). Ainsi, le déficit en lipin-1 pourrait 

être responsable d’une augmentation de la quantité de ligand du récepteur IP3R, dont l’activité serait 

exacerbée en condition de stress par oxydation issue des ROS du RE. Cette hypothèse permettrait 

d’expliquer la diminution du contenu calcique du RE que nous avons observée en condition de jeûne 

dans les myoblastes primaires de patients (Figure 12). 

Dans cette thèse, nous avons également montré que l’HCQ à la dose de 1 μM ne permet pas 

d’inverser cette altération du flux calcique en condition de jeûne (Figure 12). Ce résultat est en 

contradiction avec des études antérieures montrant une inhibition de la liaison ligand récepteur de 

l’IP3R par l’HCQ (Misra et al., 1997(346) ; Xu et al., 2015(347) ; Wu et al., 2017(203)), expliquant ainsi 

l’altération du flux calcique à l’origine d’une inhibition de l’activation des lymphocytes T en aval de leur 

TCR in vitro dans un modèle de rejet de greffe (Goldman et al., 2000(348)). Cette contraction pourrait 

être expliquée par les concentrations élevées d’HCQ utilisées dans ces articles en comparaison à notre 

dose d’intérêt de 1 μM (Tableau 4). 
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3) Altération du flux calcique et dysfonctionnement mitochondriale 

Ce travail a permis de suspecter une altération du potentiel de membrane en condition de 

jeûne dans les myoblastes immortalisés de patients (Figure 19). Cela peut être mise en regard de 

résultats précédents dans des modèles murins présentant un déficit en lipin-1 dans lesquels a été 

observée une accumulation de mitochondries dysfonctionnelles en condition de jeûne (Zhang et al., 

2014(67) ; Schweitzer et al., 2019(65)). L’absence de significativité des résultats entre la condition 

basale et la condition de stress chez les myoblastes immortalisés de patients pourrait néanmoins 

s’expliquer par un dysfonctionnement primaire de la chaîne respiratoire mitochondriale, 

précédemment observé dans des myoblastes primaires de patients déficients en lipin-1 (Hamel et al., 

2021(81)). Cette hypothèse d’atteinte primaire a également été appuyée par l’implication de la 

protéine lipin-1 dans la dynamique mitochondriale (Baba et al., 2014(83) ; Kameoka et al., 2018(84)). 

Cependant, nos expériences in vitro ont montré une quantité de ROS intracellulaires indétectables 

dans les myoblastes primaires et immortalisés des patients en condition basale, ne reflétant pas un 

dysfonctionnement de la phosphorylation oxydative. Cette controverse a également été décrite dans 

un modèle murin d’un déficit en lipin-1 ne présentant pas de modification de la capacité respiratoire 

mitochondriale en condition basale associée à une absence de carbonylation des protéines et donc de 

stress oxydatif (Rashid et al., 2019(66)). Des études supplémentaires sont donc nécessaires pour 

affirmer le caractère primaire ou secondaire du déficit de la chaîne respiratoire mitochondriale dans 

le déficit en lipin-1. 

Une atteinte secondaire de la chaîne respiratoire mitochondriale peut subvenir lors d’une 

entrée massive de calcium intra-mitochondriale (Brookes et al., 2004(349) ; Matuz-Mares et al., 

2022(350)). La fuite importante de calcium du RE démontrée dans ce travail (Figure 12) peut entrainer 

cette surcharge calcique mitochondriale par gradient électrochimique soit indirectement par 

augmentation calcique intracytosolique, soit directement au niveau de sites de contact entre la 

mitochondrie et le RE, ou Mitochondria-Associated ER Membranes (MAM) (Görlach et al., 2015(344)). 

Cette entrée massive de calcium dans la mitochondrie peut ainsi altérer la phosphorylation oxydative 

mitochondriale par modification de son potentiel de membrane interne, responsable à son tour la 

génération de ROS et pouvant aussi induire un stress du RE. Ainsi, le jeûne induirait une boucle 

d’amplification du stress oxydatif auto-entretenu entre les différents organelles intracellulaires 

(mitochondrie et RE) qui serait délétère à long terme chez les patients présentant un déficit en lipin-1. 

Notre hypothèse est un effet de l’HCQ à la dose de 1 μM en aval de la fuite calcique du RE, 

notamment au niveau de la mitochondrie, pour réduire la surcharge de calcium intra-mitochondrial et 

ainsi prévenir le stress oxydatif. Nos travaux actuels in vitro sur les myoblastes immortalisés des 
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patients ne nous permettent pas actuellement de conclure à un tel effet (Figure 19). Cependant, ceci 

constitue une piste prometteuse à mettre en regard de l’implication de HCQ sur le blocage de canaux 

calciques voltage-dépendants au niveau de cardiomyocytes, notamment responsable de ses effets 

indésirables de type arythmies cardiaques (Delaunois et al., 2021(282)). Dans la littérature, il a 

également été montré que la CQ inhibe l’élévation du Ca2+ intracellulaire dans les thymocytes murins 

CD4+ et les lymphocytes B en inhibant l’influx Ca2+ extracellulaire dans le cytosol et le RE médié par les 

canaux calciques Transient receptor channel 3 (TRPC3) et/ou le complexe Stromal interaction molecule 

(STIM) / Orai respectivement (Zhang et al., 2014(351) ; Xu et al., 2015(347) ; Wu et al., 2017(203)). 

Ainsi, la prévention d’un dysfonctionnement mitochondrial permettrait d’éviter un relargage de 

l’ADNmt dans le cytosol et donc l’activation des voies de signalisation proinflammatoires telles que 

STING ou TLR9, en amont de l’effet précédemment décrit de l’HCQ sur la liaison ligand-récepteur de 

TLR9 (Rutz et al., 2004(184) ; Kuznik et al., 2011(185) ; Lamphier et al., 2014(102)). 

4) Peroxysome, une autre source endogène de ROS 

Il existe une remise en cause du paradigme selon lequel la mitochondrie est la source majeure 

de ROS intracellulaires (Brown et Borutaite, 2012(352) ; Zhang et Wong, 2021(353)), laissant émerger 

une part plus importante de l’implication d’autres organelles dans le stress oxydatif comme le RE et le 

peroxysome. Ce dernier est responsable de diverses fonctions biologiques, dont le métabolisme 

lipidique et celui du peroxyde d’hydrogène. La plupart des fonctions biologiques du peroxysome sont 

également associées à la production de ROS peroxysomales (Schrader et Fahimi,2006(354) ; Fransen 

et al., 2012(355) ; Forrester et al., 2018(290)).  

La biogenèse et les fonctions peroxysomales impliquent également une communication avec 

d’autres organelles (mitochondrie et RE) et compartiments intracellulaires (lysosomes et gouttelettes 

lipidiques) (Wanders et al., 2016(356) ; He et al., 2021(357)). Par exemple, en cas de besoin 

énergétique, les gouttelettes lipidiques peuvent être source d’acides gras à très longue chaîne dont la 

β-oxydation débute au niveau du peroxysome (Lodhi et Semenkovich, 2014(358)). Or, récemment, il a 

été montré in vitro et in vivo chez l’Homme une corrélation entre la surcharge lipidique du muscle 

squelettique et l’augmentation de la biogenèse et l’activité du peroxysome (Huang et al., 2019(359)). 

Il est alors intéressant de se demander si dans le cas du déficit en lipin-1, pour lequel une accumulation 

anormale de gouttelettes lipidiques a été observée dans le tissu musculaire chez l’Homme (Michot et 

al., 2012(19) et 2013(63)) et dans les modèles animaux (Zhang et al., 2014(67) ; Schweitzer et al., 

2019(65) ; Rashid et al., 2019(66)), une augmentation des échanges lipidiques entre les gouttelettes 

lipidiques et le peroxysome peut être à l’origine d’une augmentation de la production de ROS par ce 

dernier en condition de stress métabolique. Par ailleurs, une étroite collaboration entre les 
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peroxysomes et les mitochondries dans la signalisation des ROS a été rapportée (Wang et al., 

2013(360)). Un déséquilibre rédox peroxysomal provoquerait plusieurs effets sur la 

mitochondrie pouvant aboutir à la mort cellulaire à long terme : 1) une réduction de l'activité 

enzymatique mitochondriale, notamment des enzymes du cycle de Krebs ; 2) une fragmentation 

mitochondriale accrue ; 3) une altération du potentiel de membrane interne mitochondriale à l’origine 

d’une réduction de la phosphorylation oxydative et un stress oxydatif (Schrader et al., 2015(361) ; 

Deori et al., 2018(362)). Enfin, il est à noter également que la mitochondrie et le peroxysome 

présentent le même facteur de fission Drp1 (Schrader et al., 2016(363)), ce dernier étant régulé par 

l’activité enzymatique de la protéine lipin-1 (Baba et al., 2014(83) ; Kameoka et al., 2018(84)).  

Ainsi, l’implication du peroxysome dans le stress métabolique et oxydatif du déficit en lipin-1 

semble être une piste intéressante à investiguer au même titre que la fonction mitochondriale et le 

stress du RE. 

5) Variabilité entre modèle humain et modèles murins 

Afin d’identifier des cibles thérapeutiques anti-oxydatives de l’HCQ, il est important de mieux 

connaître la physiopathologie du stress oxydatif dans le déficit en lipin-1. Or, au cours de ce travail de 

thèse, nous avons souligner le morcellement des informations sur l’implication du stress oxydatif dans 

le déficit en lipin-1 et des différents organelles qui y sont impliqués, notamment la mitochondrie et le 

RE. Des contradictions ont émergé entre les différents modèles murins, mais également entre ces 

derniers et les études menées chez l’Homme. Ces différences de physiopathologie se rajoutent à des 

divergences plus générales de phénotype observées entre l’Homme et l’animal. En effet, les 

symptômes musculaires dans les modèles murins regroupent davantage des signes chroniques 

(diminution de la force musculaire et de la tolérance à l’exercice) (Schweitzer et al., 2019(65) ; Rashid 

et al., 2019(66)). Ces derniers peuvent être associés à des épisodes de RM aiguës dont la sévérité 

semble être moins importante que celle observée chez l’Homme (élévation des CPK inférieure à 5 000 

UI/L en combinant différents stress tels que le jeûne, l’exercice musculaire et l’âge du modèle) (Zhang 

et al., 2014(351) ; Schweitzer et al., 2019(65)). Il est à noter que la survenue d’une RM aiguë sévère 

chez l’animal nécessite par exemple l’injection intramusculaire de glycérol, entrainant ainsi une 

élévation importante des CPK supérieure à 10 000 UI/L, ainsi qu’une insuffisance rénale aiguë (Moggio 

et al., 2017(364), Song et al., 2020(365)).  

 

 



116 

 

C. Aspect multifactoriel de l’hydroxychloroquine  

Comme souligner en introduction, Browning et al., 2014 ont montré un aspect multifactoriel 

de l’HCQ dans différents modèles d’étude. Par exemple, Jeong et al., 2018 ont montré in vitro et in 

vivo que la CQ induit la biogenèse mitochondriale et rééquilibre la dynamique mitochondriale 

fusion/fission en condition de stress dans un modèle de néphropathie diabétique, en restaurant la 

phosphorylation et l'activité de l'AMP-activated protein kinase (AMPK) et de PGC-1α. Il est à noter dans 

ce modèle d’étude que la phosphorylation de l’AMPK par la CQ est associée à une diminution à la fois 

des ROS et de l’ADN oxydé, probablement par rétablissement de l’homéostasie mitochondriale (Jeong 

et al., 2018(366)). La phosphorylation de l’AMPK par la CQ avait déjà été observée in vitro dans des 

myotubes murins C2C12 (Spears et al., 2016(367)). L’AMPK est une kinase dont l’activité est impliquée 

à la fois dans la biogenèse mitochondriale, mais également dans le métabolisme lipidique et 

glucidique. Sa phosphorylation permet notamment d’augmenter la β-oxydation des acides gras aux 

détriments de leur synthèse (Herzig et Shaw, 2018(368)). Ainsi, l’AMPK semble être une cible 

thérapeutique prometteuse dans la prise en charge thérapeutique du déficit en lipin-1 par l’HCQ, 

pathologie dans laquelle une altération de l’expression des gènes de la β-oxydation des acides gras a 

été observée dans des modèles humains et murins (Phan et Reue, 2005(64) ; Michot et al., 2013(63) ; 

Rashid et al., 2019(66)) et un dysfonctionnement de la dynamique mitochondriale suspectée (Baba et 

al., 2014(83) ; Kameoka et al., 2018(84)).  

Nous avons également vu en introduction que la phospholipase A2 peut être activée lors d’une 

élévation cytosolique calcique, entrainant une digestion des membranes cellulaires à l’origine à la fois 

d’une augmentation de leur perméabilité, notamment au calcium, mais également de la génération 

d’acides gras libres potentiellement toxiques pour la cellule (Giannoglou et al., 2007(9)). Or, l’HCQ et 

la CQ ont été décrites comme des inhibiteurs non sélectifs de différentes isoformes de phospholipase 

A2, suggérant des effets bénéfiques dans différents contextes pathologiques comme une infection 

palustre, une myocardie ischémique, une PR ou une neurodégénération inflammatoire (Zidovetzki et 

al., 1993(369), Hostetler et Jellison, 1989(370), Bondeson et Sundler, 1998(200) ; Farooqui et al., 

2004(371) et 2006(372)). Il est intéressant de noter que la CQ est capable d’inhiber l’activité 

enzymatique de la phospholipase A2 à des concentrations plus élevées, mais également d’induire une 

régulation négative de son expression protéique à des concentrations plus faibles (Farooqui et al., 

2004(371)).  

Il est à prendre en considération que la majorité des cibles thérapeutiques de l’HCQ envisagées 

ici repose sur l’utilisation de doses élevées de cette molécule dans des modèles in vitro et in vivo, 

incompatible avec notre recherche d’une diminution des concentrations en clinique (Tableau 4). 
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Cible 
envisagée 

Modèle Dose utilisée 
Référence 

bibliographique 

SOD 

Infection palustre : Homme (in 

vivo) 
25 mg/kg (3 j) 

Farombi et al., 
2003(308) 

Lapin (in vivo) 10 mg /kg (1 j) 
Ogunbayo et al., 

2006(311) 

IP3R 
ASMC (in vitro) 1 et 3 mM 

Zhang et al ; 
2014(351) 

Thymocytes murins CD4+ (in vitro) 10 mM Xu et al., 2015(347) 
Lymphocytes B murins (in vitro) 10 mM Wu et al., 2017(203) 

Phospholipase 
A2 

Enzyme isolée cœur de rat (in 

vitro) 
IC50 : 1-10 mM 

Hostetler et Jellison., 
1989(370)  

Infection palustre – Erythrocyte 
humain (in vitro) 

IC50 : 1,3 mM 
Zidovetzki et al., 

1993(369)  

Macrophages murins (in vitro) 5 et 20 μM 
Bondeson et Sundler, 

1998(200) 
Enzyme isolée cerveau bovin 
Hippocampe de rat (in vitro) 

IC50 : 200 μM 
IC50 :  10 μM 

Farooqui et al., 
2004(371) 

AMPK 

Myotubes murins C2C12 
(in vitro) 

250 et 500 μM 
Spears et al., 

2016(367) 
Néphropathie diabétique :  

Souris (in vivo) 
Lignée HKC-8 (in vitro) 

 
50 mg/ kg (14 j) 

200 μM 

Jeong et al., 
2018(366) 

Tableau 4 : Cibles thérapeutiques potentielles d'HCQ et doses utilisées dans la littérature. ASMC : Aortic smooth 

mouse cell ; HKC-8 : human-derived renal proximal tubular cell line ; IC50 : concentration d’une molécule 

nécessaire pour réduire de 50% la réponse maximale. 

 Conclusion  

Au cours de cette thèse, nous avons mis en évidence une nouvelle indication de l’HCQ dans le 

déficit en lipin-1. Nos travaux ont permis de souligner l’efficacité dose-dépendante de l’HCQ dans le 

déficit en lipin-1 in vitro, justifiant par extrapolation d’utiliser des doses plus faibles chez les patients 

présentant un déficit en lipin-1 par rapport aux autres indications de l’HCQ pour lesquelles des 

concentrations sanguines plus élevées de cette molécule sont recherchées. En effet, le blocage de 

l’autophagie obtenu à plus fortes doses constitue un des mécanismes thérapeutiques empiriques de 

l’HCQ, mais est délétère pour des patients chez qui cette altération biologique est préexistante. Ainsi, 

nous avons montré qu’à plus faible dose, l’HCQ permet de réverser un stress oxydatif observé en 

condition de stress dans le déficit en lipin-1 indépendamment d’un blocage de l’autophagie. Les 

divergences sur l’origine du stress oxydatif selon les modèles d’étude ainsi que l’utilisation de faibles 

doses rendent difficiles l’identification des mécanismes anti-oxydatifs sous-jacents de l’HCQ par simple 

repositionnement. Cependant, l’aspect multifactoriel de l’HCQ offre de nombreuses pistes de 

réflexions pour explorer ses propriétés bénéfiques dans le déficit en lipin-1. 
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SUMMARY

LPIN1 mutations are responsible for inherited recurrent rhabdomyolysis, a life-threatening condition with

no efficient therapeutic intervention. Here, we conduct a bedside-to-bench-and-back investigation to

study the pathophysiology of lipin1 deficiency. We find that lipin1-deficient myoblasts exhibit a reduction

in phosphatidylinositol-3-phosphate close to autophagosomes and late endosomes that prevents the

recruitment of the GTPase Armus, locks Rab7 in the active state, inhibits vesicle clearance by fusion

with lysosomes, and alters their positioning and function. Oxidized mitochondrial DNA accumulates in

late endosomes, where it activates Toll-like receptor 9 (TLR9) and triggers inflammatory signaling and

caspase-dependent myolysis. Hydroxychloroquine blocks TLR9 activation by mitochondrial DNA

in vitro and may attenuate flares of rhabdomyolysis in 6 patients treated. We suggest a critical role for

defective clearance of oxidized mitochondrial DNA that activates TLR9-restricted inflammation in

lipin1-related rhabdomyolysis. Interventions blocking TLR9 activation or inflammation can improve pa-

tient care in vivo.

INTRODUCTION

LPIN1 mutations are a common cause of severe and recurrent

inherited rhabdomyolysis,1 a disease with dramatic outcome2,3

for which no treatment is available. LPIN1 encodes lipin1, an

enzyme expressed in metabolically active tissues that regulates

key metabolic pathways, such as adipocyte differentiation and

lipid metabolism, nuclear envelope andmitochondrial dynamics,

and vacuole fusion.4–7

Although mouse models in which lipin1 is knocked out selec-

tively in the skeletal muscle have been generated,8,9 important

gaps remain in our understanding of the mechanisms linking

human LPIN1 mutations to acute rhabdomyolysis. These ro-

dent models exhibit chronic myopathy mainly resulting from

the loss of phosphatidate phosphatase-1 (PAP-1) activity and

the subsequent remodeling in lipid composition and a defect

in fatty acid oxidation, which cause endoplasmic reticulum

(ER) stress triggered by lipostasis and the activation of the

unfolded protein response. Nonetheless, we found minor alter-

ations in lipid composition and in the expression of key genes

regulated by lipin1 in white adipose tissue and muscle from pa-

tients, despite a significant decrease in PAP-1 activity,10,11 sug-

gesting that the lack of lipin1 co-transcriptional activity for

genes involved in the regulation of adipogenesis and mitochon-

drial fatty acid oxidation12,13 plays a minor role in human

disease.

Fasting and febrile illness are common triggers, suggesting

that lipin1 may be involved in the regulation of autophagy and

inflammation in humans. In line with this, mouse lipin1 deficiency

leads to a reduction in diacylglycerol (DAG) levels and impaired

activation of the protein kinase D (PKD)-Vps34 phosphatidylino-

sitol-3 kinase (PI3K) signaling cascade, perturbing the normal

maturation of autolysosomes and degradation of damagedmito-

chondria.14 Contradictory information is available connecting

lipin1 with inflammation. Silencing lipin1 expression in human

macrophages attenuates the response to endotoxin.15
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Moreover, inflammatory infiltrates are absent from muscle bi-

opsies of patients.16 However, lipin1 represses NFATc4 tran-

scriptional activity in adipocytes, thus inhibiting the secretion

of inflammatory factors.17

Here, we show that lipin1 synthesizes phosphatidylinosi-

tol-3 phosphate (PI3P) selectively at the membrane of auto-

phagosomes and late endosomes, promoting their fusion

with hydrolase-containing lysosomes, which is critical for

efficient mitochondrial quality control and the resolution of

inflammation mediated by Toll-like receptor 9 (TLR9). Block-

ing TLR9 activation prevents inflammation and myolysis

in vitro and may suppress or attenuate rhabdomyolysis

flares in patients.

RESULTS

Lipin1 regulates the level of PI3P at the membrane of

late endosomes in human myoblasts

To determine whether human lipin1 was implicated in auto-

phagy, we knocked down its expression using a lentivirus ex-

pressing a short hairpin RNA (shRNA) targeting lipin1 (sh-

LPIN1). In control myoblasts transduced with sh-LPIN1 and in

patient myoblasts (see mutations in Table S1), lipin1 was barely

detectable by confocal imaging (Figure 1A) or immunoblot (Fig-

ure 1B). PAP activity was also blunted, although not abolished,

likely reflecting residual PAP activity of lipin2 and lipin3

(Figure 1C).

A

D

B C

Figure 1. Lipin1 localizes in proximity of late endosomes, autophagosomes, and mitochondria in human myoblasts

(A) The confocal images show a representative staining of endogenous lipin1 in primary myoblasts from 1 of 6 controls and 6 patients carrying LPIN1mutations

(Table S1) and in immortalized myoblasts from 1 healthy donor transduced with sh-LPIN1 or control scrambled (sh-Sc) shRNA.

(B) Immunoblot analysis of endogenous lipin1 expression as in (A) in 5 patients.

(C) Dot plots (mean of 3 technical replicates/dot) depict the means ± SDs of PAP activity quantified in myoblasts from 6 controls and 5 patients (Mann-Whitney U

test).

(D) Lipin1 distribution within myoblast organelles of 5 controls by confocal microscopy. Dot plots (50–80 cells/dot) show the means ± SDs of the percentage of

lipin1 in proximity with a given protein. The images are representative of 1 of at least 3 independent experiments.

Scale bars, 10 mm.
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In 5 primary control myoblast lines, endogenous lipin1 was

found in close proximity (50%–85%) of small punctate and

tubular structures positive for Rab7 and the lysosomal-associ-

ated membrane protein 1 (LAMP1) and LAMP2 (Figure 1D)

involved in the fusion of lysosomes with phagosomes and late

endosomes.18 Lipin1 furthermore displayed proximity with the

autophagosomal marker microtubule-associated protein 1A/

1B-light chain 3 (LC3) (45%–50%). To a lesser extent, lipin1 over-

lapped with protein disulfide isomerase (PDI, 35%), a marker of

the ER involved in autophagosome biogenesis19 and with the

mitochondrial network as shown by 35% proximity with the

translocase of the outer mitochondrial membrane (TOMM)20

and with the MitoSpy fluorescent membrane probe. By contrast,

we found no relevant proximity with the early endosome antigen

1 (EEA1) marker (Figure 1D).

Next, we examined the consequence of a loss of lipin1 on the

activity of Vps34. We used a green fluorescent protein (GFP)

probe encoding the Fab1, YOTB, Vac1, and EEA1 (FYVE)

domain, which specifically binds to membrane PI3P. Myoblasts

transfected with a plasmid encoding GFP-2xFYVE displayed a

60% reduction in fluorescent dots in patient cells (Figure 2A)

and sh-LPIN1-transduced control cells (Figure 2B), confirmed

by probing with a PI3P-specific antibody (Figures S1A and

S1B). Individual PI3P vesicles had a smaller volume in patient

cells (Figure S1B). Consistent with the subcellular distribution

of lipin1, this dearth of PI3P concerned vesicles staining for

Rab7 and LC3 but not EEA1+ compartments (Figure 2C).

Examining the impact on other phosphoinositides (PIs)

strongly expressed in late endosomal structures and produced

by PI3P metabolism,20 we found a significant reduction in phos-

phatidylinositol 3,5-bisphosphate (PI35P2), which is produced

by the phosphorylation of PI3P by the PI kinase PIKfyve, in the

proximity of Rab7 vesicles (Figure 2D), but no effect on phospha-

tidylinositol (3,4)-bisphosphate (PI34P2) levels (Figure S1C). We

concluded that lipin1 expression in human myoblasts regulates

the levels of PI3P and its downstream product PI35P2 close to

late endosomes and autophagosomes.

Lipin1 modulates Rab7 activity by promoting the

recruitment of the Rab7 GAP Armus through PI3P

production

To monitor the role of lipin1 in late endosome homeostasis, we

examined the size and the distribution of Rab7+ endosomes. In

control myoblasts, Rab7 localized to small vesicular structures

at the cell periphery (Figures 2C and 3A), whereas in patient cells,

slightly larger Rab7+ vesicles (Figure S2A) accumulated in the

perinuclear region, presumably in close proximity to the microtu-

bule-organizing center (MTOC) (Figure 3A), a feature reminiscent

of Vps34-deficient mouse embryonic fibroblasts.21 Positioning

of Rab7+ vesicles in the cell relies on the balance of Rab7 binding

to 2 effectors: the FYVE coiled-coil domain-containing 1

(FYCO1) protein mediating kinesin-dependent anterograde

transport and the Rab-interacting lysosomal protein (RILP) medi-

ating retrograde transport via dynein motor proteins.22–24

FYCO1depends on PI3P to promote themicrotubule-dependent

translocation to the periphery. We speculated that the reduction

of PI3P levels compromised the recruitment of FYCO1 to Rab7+

vesicles and favored a perinuclear positioning. FYCO1 displayed

a reduced ability to interact with Rab7 (Figure 3B) and showed

less proximity with residual PI3P in patientmyoblasts (Figure 2B).

Considering that FYCO1 competes with RILP for binding to

Rab7, we suspected enhanced RILP recruitment to patient late

endosomes. Red fluorescent protein (RFP)-tagged RILP dis-

played enhanced proximity with endogenous Rab7 in patient cells

(Figure 3C). Since only the guanosine triphosphate (GTP)-bound

Rab7can recruit RILP, this suggested thatRab7was preferentially

shifted toward its active GTP-bound form. Physiologic hydrolysis

of Rab7-boundGTP to guanosine diphosphate (GDP) ismediated

by theGTPase activating protein (GAP) Armus, which binds to late

endosomal PI3P.21,25 An Armus-RFP fusion protein displayed

extensive proximity with Rab7 and PI3P in control myoblasts,

which was strongly reduced in patient cells (Figures 3D and 3E).

Thus, lipin1 deficiency is associated with impaired recruitment

of Armus, presumably because of reduced production of PI3P

at late endosomes, suggesting that lipin1 regulates the balance

between GTP- and GDP-bound Rab7.

Given the key role of Rab7 in regulating endosome homeosta-

sis,26 we speculated that lipin1 deficiency may perturb a broad

rangeofendosomefunctions.Confocal imaging revealed thepres-

ence of hybrid endosomes staining for EEA1 and Rab7 in patient

myoblasts (Figure S2C), suggesting compromised endosome

maturation. The enlarged vesicles positive for both Rab7 and

LAMP1 in patient myoblasts (Figure S2D) suggest perturbation in

the transition from late endosomes to endolysosomes. In contrast,

we did not observe any increase in the proximity of Rab7 with the

mannose 6 phosphate receptor (M6PR), indicating that M6PR

trafficking between the trans-Golgi network (TGN) and late endo-

somes is notmodified (Figure S2E). However, retrograde transport

from late endosomes to the TGNwas impaired as assessed by the

compromisedaccumulationof internalizedcholera toxinB-subunit

in GM130+ (Golgi) structures after a 30-min chase (Figure S2F).

Rab7 is required for the degradation of various cell surface recep-

tors.27 Degradation of 2 model proteins, epidermal growth factor

receptor (EGFR) (Figure 3F) and DQ-ovalbumin (DQ-OVA, a sub-

strate becoming fluorescent upon degradation; Figure 3G), was

delayed and/or reduced in patient cells. This correlated with a

decreased proteolytic conversion of cathepsin D to the mature

form (Figure 3H); yet, the quantity of acidic vesicleswas similar be-

tween patient and control cells (Figure S2F). The proximity of

Rab7+ with LC3+ vesicles, the structures affected by low PI3P

levels (Figure S2C), but not LAMP1+ structures with LysoTracker

Red, a dye labeling acidic structures, was also significantly

increased in patientmyoblasts (Figure 3I). Since acidification relies

on the interaction of the V-ATPase subunit V1G1 with RILP,28

enhanced RILP recruitment to GTP-locked Rab7 likely explains

this observation, as well as predominant perinuclear distribution

of Rab7 vesicles in patient myoblasts.29 We concluded that

compromised Rab7 inactivation in lipin1-deficient myoblasts

leads to a perturbation in global endosome maturation and func-

tion, andultimately toadecrease incellulardegradativecapacities.

Lipin1 regulates the clearance of autophagosomes and

of mitochondrial DNA (mtDNA) from damaged

mitochondria via the GAP Armus

Paralleling Rab7 distribution, LC3 staining concentrated in the

perinuclear region in patient myoblasts (Figure S3A). Considering
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the role of complexes formed by FYCO1, Rab7, and LC3 in the

microtubule transport of autophagic vesicles,30 we reasoned

that defective FYCO1 recruitment may disturb autophagosomes.

The proximity between LC3 and FYCO1was significantly reduced

in patient myoblasts (Figure S3B), as was that between LC3 and

Armus-RFP (Figure S3C).

Armus depletion, mediating a shift to GTP-locked Rab7, signif-

icantly delays autophagic flux.31 To examine the fusion of auto-

phagosomes with lysosomes, we transfected myoblasts with a

vector encoding RFP-GFP-LC3, allowing the distinction of auto-

phagosomes (RFP+GFP+) from autolysosomes (RFP+GFP�), due

to the loss of GFP fluorescence in acidic compartments.

A

C

D

B

Figure 2. Lipin1 deficiency results in a loss of PI3P close to Rab7 structures in myoblasts

(A) The confocal images show a representative 2xFYVE-GFP staining from 1 of 6 controls and patients. Dot plots (50 images/dot) show the means ± SDs number

of 2xFYVE-GFP dots per patient versus control myoblast (Mann-Whitney U test).

(B) As in (A), but using immortalized myoblasts from 1 healthy donor treated with sh-Sc or sh-LPIN1. The plots (30–45 cells/condition) show the number of

2xFYVE-GFP dots (Mann-Whitney U test).

(C) Typical distribution of PI3P within the myoblast vesicles from 1 of 3 controls and patients. Box and whisker plots (50 images/condition) depict the percentage

of proximity between PI3P and the given marker for 1 representative control and patient (Mann-Whitney U test).

(D) Myoblasts from 3 controls and 3 patients were stained for PI35P2 and late endosomal or lysosomal markers. Proximity was calculated as in (C) (unpaired

t test). Results are from 1 representative of at least 3 independent experiments.

Scale bars, 10 mm.

See also Figure S1.
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Incubation in minimal medium lacking growth factors and amino

acids (Earle’s balanced salt solution, EBSS) induced the forma-

tion of autophagosomes in both patient and control myoblasts.

However, while supplementation with a nutrient-rich growth me-

dium (GM) increased the percentage of autolysosomes strongly

in control cells, it had no effect in patient cells, indicating defec-

tive autophagosome maturation in the absence of lipin1 (Fig-

ure 4A). This suggested that although late endosomes undergo

enhanced acidification in patient myoblasts, acidification in au-

tophagosome maturation is compromised.

Mitochondrial quality control depends on autophagy to re-

move damaged mitochondria.32 Deletion of the lipin ortholog in

Drosophila results in abnormal mitochondrial and autophagoso-

mal structures in fat body cells.33 Perturbed mitochondrial and

autophagosomal structures and functions are also observed in

muscle cells of lipin1-deficient mice.14 We hypothesized that

damaged mitochondria may accumulate in patient myoblasts

because of impaired mitophagy. The formation of mitophago-

somes was not impaired (Figure 4B) in patient cells exposed to

the mitochondrial uncoupler carbonyl cyanide m-chlorophenyl

hydrazone (CCCP) or to EBSS. However, CCCP-induced mito-

phagosomes failed to be cleared at late time points (Figure 4C),

as indicated by the increased number of nucleoids as compared

to baseline (0 h) 16 h after exposure to CCCP. Considering the

key role of mitophagy in mitochondrial homeostasis, we sus-

pected that mitochondrial function may be perturbed in the

absence of lipin1. Patient myoblasts displayed a significantly

lower oxygen consumption rate (OCR) at baseline conditions.

The lower OCR was more pronounced upon challenging with

the uncoupler carbonyl cyanide p-trifluoro-methoxyphenyl hy-

drazone (FCCP; Figures 4D, S3D, and S3E), while the maximal

glycolytic capacity was significantly increased (Figure S3F).

The total mass of mitochondrial structures remained unchanged

between patient and control myoblasts (Figure S3G), suggesting

that damaged or non-functional mitochondrial material accumu-

lating at the steady state does not affect cell growth, as sup-

ported by a normal proliferation rate upon culture with different

glucose concentrations (Figure S3H). Incubation with EBSS

induced a substantial loss of mitochondrial transmembrane po-

tential in patient myoblasts, as indicated by reduced tetrame-

thylrhodamine methyl ester perchlorate (TMRM) sequestration

(Figure 4E), resulting in an increased production of reactive oxy-

gen species (ROS) (Figure S3I). These observations suggest that

mitochondrial dysfunction is unmasked upon higher energetic

demand and results from a higher proportion of damaged mito-

chondria in patient myoblasts.

Compromised mitophagy can alter the integrity of mtDNA and

result in the accumulation of damagedmtDNA. Double-stranded

mtDNA (dsDNA) and the transcriptional factor A mitochondrial

(TFAM), an exclusively mitochondrial protein involved in the

maintenance of intact mtDNA,34 showed normal proximity in pa-

tient myoblasts (Figure S4A). Consistently, 8-hydroxy-

20deoxyguanosine (8OHDG), a marker of oxidized mtDNA phys-

iologically removed by mitophagy,35 showed limited proximity

with TFAM and TOMM20 (Figures S4A and S4B). However,

upon exposure to EBSS, the total cellular amount of oxidized

mtDNA increased strongly in patient myoblasts, suggesting

that oxidized mtDNA was properly released from mitochondria

but not degraded upon metabolic distress (Figure S4C). Consis-

tently, qPCR analysis demonstrated a significant increase in

mtDNA (Figure S4D).

Oxidized mtDNA could accumulate within the endolysosomal

pathway or in the cytosol. In patientmyoblasts, 8OHDG localized

mainly to LC3+ and LAMP1+ structures at the steady state and

uponmetabolic stress, which persisted after refeeding cells (Fig-

ure 4F). In contrast, the cytosolic fraction purified from stressed

myoblasts did not contain increased amounts of 12S DNA and of

D-loop, 2 mtDNA-related products34 (Figure 4G). We concluded

that in the absence of lipin1, oxidized mtDNA accumulates in a

non-degradative poorly acidified vesicular compartment, most

Figure 3. Lipin1-deficient myoblasts display alterations in Rab7 positioning and activation and impaired lysosomal function

(A) The distribution of endogenous Rab7 in 30 individual patient and control myoblasts was determined by calculating the intensity of Rab7 fluorescence along a

longitudinal axis traversing the nucleus.

(B) The interaction between Rab7 and FYCO1 determined by fluorescence resonance energy transfer (FRET) after staining with Rab7 (green) only or for Rab7

(donor) and FYCO1 (acceptor) in red was depicted by line graphs (ns, nanoseconds).

(C) Myoblasts transfected with RFP-RILP were immunostained for Rab7. Box and whisker plots (30 images/condition) show the percentage of proximity of Rab7

with RFP-RILP (unpaired t test).

(D and E) Myoblasts transfected with a construct encoding RFP-Armus were stained for Rab7 or PI3P. Box and whisker plots (50 images/condition) show the

percentage of proximity of Rab7 (D) or PI3P (E) with RFP-Armus (Mann-Whitney U test).

(F) Dot plot (mean of 2 technical replicates/dot) with lines depicts the relative level of residual EGFR as compared to b-actin upon incubationwith EGF for indicated

times.

(G) Myoblasts were loaded with DQ-OVA, and fluorescence resulting from the cleavage of DQ-OVA substrate was analyzed by flow cytometry. Dot plots (mean of

2 technical replicates/dot) show the means ± SDs of the value of the mean fluorescence intensity (MFI) of DQ-OVA 60 and 120 min after uptake (mean effect of

interaction F(1,6) = 14.43, p = 0.009, of time F(1,6) = 53.46, p = 0.0003, of subjects F(1,6) = 11.23, p = 0.0154).

(H) Levels of immature and mature cathepsin D relative to b-actin expression in primary myoblasts were determined by immunoblot.

(I) Myoblasts cultured in GM or EBSS were loaded with the Lysotracker Red dye, then stained for endogenous Rab7, LAMP1, and LC3. Box and whisker plots (30

images/condition) show the percentage of proximity of Rab7 (mean effect of interaction F(1,116) = 22.01, p < 0,0001, of stimulus F(1,116) = 16.55, p < 0.0001, of

subjects F(1,116) = 47.86, p < 0.0001), LAMP1 (mean effect of interaction F(1,116) = 0.2088, p = 0.6486, of stimulus F(1,116) = 4.252, p = 0.0414, of subjects

F(1,116) = 0.7115, p = 0.4007), or LC3 (mean effect of interaction F(1,116) = 1.786, p = 0.1840, of stimulus F(1,116) = 7.002, p = 0.0093, of subjects F(1,116) =

11.76, p = 0.0008) with Lysotracker Red.

Scale bars, 10 mm (A–E and I). *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001, ****p < 0.0001: adjusted p values as determined by within-subjects (G) or between-subjects (I) 2-

way ANOVA and post hoc Sidak’s correction for multiple comparisons. Images and graphs show typical staining inmyoblasts from 1 of 2 (B), 3 (C–F, H, and I), or 4

(A and G) patients and controls. Results are from 1 of at least 3 independent experiments.

See also Figure S2.
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likely mitophagosomes, and fails to be cleared as observed for

autophagosomes (Figures 4A–4C). We propose that the loss of

PI3P close to autophagosomes, similar to that of late endo-

somes, compromises the recruitment of Armus, which in turn in-

hibits the assembly of FYCO1/Rab7/LC3 complexes required for

efficient autophagic/mitophagic clearance. This results in func-

tional perturbation of mitochondria and accumulation of oxidized

mtDNA in lipin1-deficient myoblasts.

Accumulation of mtDNA enhances inflammation in

patient cells through a TLR9-dependent pathway

Fasting andmetabolic stress precede flares of lipin1-related rhab-

domyolysis. We reasoned that the accumulation of damaged

mtDNA may be responsible for inflammation precipitating flares.

mtDNA was readily detectable in the plasma of patients with

chronic and residual elevated creatine kinase (CK) between flares,

as were pro-inflammatory cytokines and chemokines (Figure 5A).

We also identified a type I interferon (IFN) signature by quantifying

6 IFN-related genes (Figure 5B) in peripheral blood mononuclear

cells (PBMCs) of patients. Since circulating inflammatory media-

tors are mainly produced by peripheral blood monocyte-derived

cells activated bymicrobial products,36we examined the produc-

tion of inflammatory cytokines and IFN by dendritic cells (DCs)

following stimulation by TLR ligands. DCs frompatients displayed

enhanced production of the pro-inflammatory cytokine IL-6 when

stimulatedbyasynthetic TLR9agonist, but notby ligands for other

endosomalorplasmamembraneTLRs (Figure5C). In linewith this,

TLR9 stimulation induced an increased maturation of patient DC

(Figure 5C) and a much stronger type I IFN response (Figure 5D).

Patient andsh-LPIN1-transducedcontrolmyoblastswerealsohy-

persensitive to TLR9 ligands (Figures 5E and 5F). Rescuing lipin1

expression (Figures S5A–S5D) abrogated hypersensitivity to

TLR9 ligands of patient myoblasts (Figure 5G), confirming the

causative role of lipin1 expression and/or mutation

Febrile illness due to viral infection, another factor frequently

preceding rhabdomyolysis flares, not only causes metabolic

stress but also provides TLR ligands.We reasoned that the simul-

taneous presence of metabolic stress andmicrobial TLR9 ligands

may enhance inflammation in a synergistic manner or through the

cooperative binding of mtDNA and exogenous ligands to TLR9.37

We exposed myoblasts to EBSS alone or in combination with

CpG-A to mimic an episode of febrile illness. Exposure to EBSS

created proinflammatory conditions only in patient cells (Fig-

ure S5E), which was exacerbated by the addition of CpG-A.

Depleting mitochondria (Figure 5H) significantly reduced the in-

flammatory response to a level close to control myoblasts (Fig-

ure 5I), indicating that mitochondria and probably mtDNA are

mandatory for triggering inflammation upon starvation. mtDNA

can also trigger inflammatory responses through the cytosolic

stimulator of interferon genes (STING) pathway.38 We could not

detect any significant difference in IFN expression upon exposure

toEBSScombined to theSTING ligandcyclicGMP-AMP (cGAMP;

Figure S5F), consistent with the lack of an effect of EBSS and

CCCP on the cytosolic concentration of mtDNA (Figure 4G).

These results suggested that mtDNA could reach endolysoso-

mal compartments, where it could bind and activate TLR9. To

verify this hypothesis, we studied the trafficking of TLR9 in myo-

blasts transfected with a plasmid encoding hemagglutinin (HA)-

tagged TLR9. In patient myoblasts, a larger proportion of HA-

TLR9 was observed in the proximity of 8OHDG at the steady

state or upon exposure to CpG-A alone or in combination with

EBSS and persisted after refeeding with GM (Figure 5J). Simi-

larly, exposure to both CpG-A and EBSS but not CpG-A alone

(Figure 5K) significantly increased the proximity of HA-TLR9

with LC3 exclusively in patient myoblasts. Our results suggest

that mtDNA can accumulate in a LC3+ compartment together

with TLR9 and trigger its activation in lipin1-deficient cells.

Starvation and cell exogenous TLR9 ligands exacerbate this by

Figure 4. Autophagic clearance and mitochondrial quality and functions are impaired in human lipin1-deficient myoblasts

(A) Autolysosome formation (red puncta) in myoblasts transfected with the RFP-GFP-LC3 construct upon exposure to EBSS and refed or not with GM. Box and

whisker plots (50 images/condition) represent the percentage of autolysosomes (mean effect of interaction F(1,196) = 44.4, p < 0.0001, of stimulus F(1,196) =

47.63, p < 0.0001, of subjects F(1,196) = 17.78, p < 0.0001).

(B) Myoblasts were cultured in GM or EBSS and refed or not with GM (starvation-induced mitophagy) or exposed to CCCP before immunostaining for TOMM20

and LC3. Box and whisker plots (50 images/condition) depict the percentage of proximity of TOMM20 with LC3 (mean effect of interaction F(3,392) = 11.09,

p < 0.0001, of stimulus F(3,392) = 62.9, p < 0.0001, of subjects F(1,392) = 20.70, p < 0.0001).

(C) Box and whisker plots (30 images/condition) represent the number of mitochondrial nucleoids per myoblast after exposure to CCCP (mean effect of inter-

action F(3,116) = 9.554, p < 0.0001, of time F(3,116) = 19.99, p < 0.0001, of subjects F(1;116) = 26.22, p < 0.0001).

(D) Real-time analysis of oxygen consumption rate (OCR) inmyoblasts under basal respiration and after addition of (1) oligomycin, (2) FCCP, or (3) antimycin A. Dot

plot (mean of 4–6 technical replicates/dot) represents the means ± SDs of the OCR in myoblasts from 5 controls and 4 patients.

(E) Evaluation of the mitochondrial membrane potential by flow cytometry. Dot plot (mean of 2 technical replicates/dot) depicts the means ± SDs of the MFI of

TMRM, expressed as a percentage of the MFI for GM condition (mean effect of interaction F(1,12) = 3.340, p = 0.0926, of stimulus F(1,12) = 7.313, p = 0.0192, of

subjects F(1,12) = 0.2404, p = 0.6327).

(F) Distribution of oxidized DNA within the LC3 and LAMP1 structures of myoblasts cultured as in (B). Box and whisker plots (25 images/condition) show the

percentage of proximity of 8OHDG with LC3 (mean effect of interaction F(2,144) = 1.504, p = 0.2258, of stimulus F(2,144) = 0.2997, p = 0.7415, of subjects

F(1,144) = 100.8, p < 0.0001) or LAMP1 (mean effect interaction F(2,144) = 3.130, p = 0.0467, of stimulus F(2,144) = 18.41, p < 0.0001, of subjects F(1,144) = 96.93,

p < 0.0001).

(G) Quantification of 12S mtDNA levels qPCR in cytosolic fractions from myoblasts of 4 patients and controls exposed to CCCP or EBSS (mean effect of

interaction F(1,12) = 0.004867, p = 0.9455, of stimulus F(1,12) = 1.798, p = 0.2047, of subjects F(1,12) = 0.03755, p = 0.8496) and of the mtDNA motif DLOOP

(mean effect of interaction F(1,12) = 0.2168, p = 0.6498, of stimulus F(1,12) = 0.3160, p = 0.5844, of subjects F(1,12) = 3.371, p = 0.0913). Dot plots (mean of 3

technical replicates/dot) depict the means ± SDs of the ratio of cycle threshold (CT) values of the given cytosolic fraction normalized to unfractioned cells.

Scale bars, 10 mm (A and B). *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001: adjusted p values after between-subjects (A, B, and E–G) or within-subjects (C, as compared to H0

for each family) 2-way ANOVA and post hoc Sidak’s correction for multiple comparisons. Images and plots show typical staining and quantification for 1 of 3

patients and controls (A, B, C, and F). Results are representative from 1 of 2 (G), 3 (A–D and F), and 4 (E) independent experiments.

See also Figures S3 and S4.
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favoring the transport or accumulation of mtDNA and/or the

recruitment of TLR9 to endolysosomes. CpG-A may also in-

crease TLR9 activation in patient myoblasts helped by the coop-

erative binding with 8OHDG.37

mtDNA accumulation triggers clinical inflammation and

rhabdomyolysis in vivo

Wenext focused on identifying the pathogenic sequence leading

to myoblast cell death. During rhabdomyolysis, skeletal muscle

fibers release high concentrations of Ca2+ before activation of

apoptosis and/or necrosis.39 Exposure of patient, but not con-

trol, myoblasts, to CpG-A was sufficient to trigger a Ca2+ flux

(Figure 6A). This was TLR9 dependent since pre-incubation

with ODN TTAGGG (A151), a synthetic TLR9 antagonist ligand,

normalized Ca2+ profiles (Figure 6A). Cell death of patient myo-

blasts was triggered by exposure to EBSS alone and greatly

enhanced by the addition of a TLR9 ligand (Figures 6B and

6C). Importantly, staurosporin triggered similarly cell death in pri-

mary patient and control myoblasts. Again, rescuing lipin1

expression (Figures 6B and 6C) in primary myoblasts from pa-

tients, knocking down lipin1 expression (Figure 6D), or depleting

mitochondria (Figure 6E) was sufficient to prevent caspase-

dependent cell death. Consistent with a role of inflammatory

signaling, dexamethasone prevented cell death in vitro (Fig-

ure 6F), and the treatment of 2 patients with steroids during a

flare up resulted in the rapid regression of muscle pain and

normalization of plasma CK levels (Figure 6G). Pre-incubating

patient myoblasts with a TLR9 antagonist or chloroquine

(CLQ), a drug used to prevent acidification of endolysosomes

and consequently TLR9 proteolytic activation and signaling,

was sufficient to reverse inflammation (Figure 6H) and prevent

cell death (Figure 6I). Thus, TLR9 signaling promotes mitochon-

drial caspase-dependent cell death in metabolically stressed

patient myoblasts. Prompted by these promising results, we

treated 6 patients, 5 of whom had previously undergone be-

tween 3 and 6 flares, with hydroxychloroquine sulfate (HS; daily

dose 6.5 mg/kg) given orally for 12–36 months. Four patients

were completely protected from flares while adhering to the

treatment, whereas 2 other patients experienced a single

episode (Table 1). In all 6 patients, HS was well tolerated, except

for moderate abdominal pain in 3. Therefore, targeting inflamma-

tory TLR9 signaling directly by inhibiting its activation, or indi-

rectly using steroids, may be of significant clinical interest to pre-

vent flare-ups and manage lipin1-related rhabdomyolysis.

Figure 5. Accumulation of oxidized mitochondria enhances inflammation in lipin1-deficient cells through a TLR9 pathway

(A) Circulating mtDNA was quantified in plasma by qPCR and inflammatory molecules were measured in sera by flow cytometry, from 12 healthy donors (6 for

mtDNA) and 6 patients (Mann-Whitney U test). Dot plots (mean of 3 technical replicates/dot) show the means ± SDs.

(B) IFN signature in peripheral bloodmononuclear cells was identified by qPCR in 4 controls and 4 patients. Dot plots (mean of 3 technical replicates/dot) show the

mean ± SD of the CT value of a given gene normalized to the CT value of BACT (Mann-Whitney U test).

(C) DC maturation reflected by CD83 expression (mean effect of interaction F(4,70) = 2.114, p = 0.0881, of stimulus F(4,70) = 36.27, p < 0.0001, of subjects

F(1,70) = 14.21, p = 0.0003) and interleukin-6 (IL-6) production (mean effect of interaction F(3,64) = 2.847, p = 0.0444, of stimulus F(3,64) = 18.20, p < 0.0001, of

subjects F(1,64) = 2.807, p = 0.0987) were evaluated by flow cytometry and ELISA, respectively, in 10 controls and 6 patients, after exposure to Poly:IC (PIC),

lipopolysaccharide (LPS), imiquimod (Im), and CpG-A. Dot plots (mean of 2 [CD83] or 4 [IL-6] technical replicates/dot) show the means ± SDs.

(D) CpG-A-induced IFN responses in DCs from 3 controls and patients were evaluated by qPCR by quantifyingSIGLEC1 (mean effect of interaction F(1,8) = 4.436,

p = 0.0683, of stimulus F(1,8) = 9.255, p = 0.0160, of subjects F(1,8) = 20.78, p = 0.0019), ISG15 (mean effect of interaction F(1,8) = 0.3191, p = 0.5876, of stimulus

F(1,8) = 21.75, p = 0.0016, of subjects F(1,8) = 41.33, p = 0.0002), and IFI27 (mean effect of interaction F(1,8) = 21.99, p = 0.0016, of stimulus F(1,8) = 25.45, p =

0.0010, of subjects F(1,8) = 91.20, p < 0.0001) expression. Dot plots (mean of 3 technical replicates/dot) show the means ± SDs of CT value calculated as in (B).

(E) Production of IL-6 (ELISA) by myoblasts from 8 controls and 6 patients (mean effect of interaction F(2,36) = 3.882, p = 0.0297, of stimulus F(2,36) = 45.49, p <

0.0001, of subjects F(1,36) = 15.28, p = 0.0004), IFNA (mean effect of interaction F(3,24) = 23.44, p < 0.0001, of stimulus F(3,24) = 74.13, p < 0.0001, of subjects

F(1,24) = 42.33, p < 0.0001), and IFNB (mean effect of interaction F(3,24) = 2.207, p = 0.1133, of stimulus F(3,24) = 10.19, p = 0.0002, of subjects F(1,24) = 13.60,

p = 0.0012).

(F) As in (E), but using sh-Sc or sh-LPIN1-transduced immortalized myoblasts from 1 healthy donor (1 different cell vial from the same single healthy donor/dot)

and primary myoblasts from 4 patients. Dot plots (mean of 4 technical replicates/dot) show the means ± SDs of the IL-6 concentration (mean effect of interaction

F(2,14) = 6.234, p = 0.0116, of stimulus F(1,14) = 0.0874, p = 0.3653, of subjects F(2,14) = 4.397, p = 0.0330).

(G) As in (F), but primary myoblasts from 4 controls and patients were transduced with a lentivirus expressing a plasmid encoding for a myc-DDK-tagged lipin1

protein (+LPIN1) or an empty vector (+vector) before being challenged (mean effect of interaction F(2,18) = 0.2196, p = 0.8050, of stimulus F(1,18) = 0.2906, p =

0.5965, of subjects F(2,18) = 14.80, p = 0.0002).

(H) Myoblasts from 6 controls and patients were exposed to a vehicle or ethidium bromide (Et. B.). Dot plots (mean of 3 technical replicates/dot) show themeans ±

SDs of the ratio of the CT value for 12Smitochondrial DNA normalized to the CT value forBACT (mean effect of interaction F(1,12) = 3.186, p = 0.0996, of stimulus

F(1,12) = 101.6, p < 0.0001, of subjects F(1,12) = 5.268, p = 0.0405).

(I) Myoblasts from 6 controls and patients pre-treated with Et. B. for 5 days were exposed to EBSS and challenged or not with CpG-A for 16 h. Dot plots (mean of 4

technical replicates/dot) show themean ±SD of IL-6 concentration in culture supernatants at the end of the experiment (mean effect of interaction F(3,24) = 4.989,

p = 0.0079, of stimulus F(3,24) = 8.218, p = 0.0006, of subjects F(1,24) = 15.14, p = 0.0007).

(J) Myoblasts were transfected with a plasmid encoding HA-tagged TLR9 and exposed to GM or EBSS and with vehicle or CpG-A before refeeding (Refed) cells

exposed to EBSS and CpG-Awith GM. Cells were then stained for HA-TLR9 (anti-HA antibody, red) and 8OHDG (green). Box whisker plots (25 images/condition)

show the percentage of proximity of TLR9 with 8OHDG (mean effect of interaction F(4,240) = 1.712, p = 0.1481, of stimulus F(4,240) = 25.07, p < 0.0001, of

subjects F(1,240) = 68.55, p < 0.0001) in myoblasts from 1 of 3 controls and patients.

(K) As in (J) but myoblasts were immunostained for HA-TLR9 (green) and LC3 (red). Mean effect of interaction F(4,240) = 18.56, p < 0.0001, of stimulus F(4,240) =

125.8, p < 0.0001, of subjects F(1,240) = 61.39, p < 0.0001.

IL-6 concentration is presented after background (which corresponds to values obtained with a control vehicle) subtraction (C, E, F, H, and I). Scale bars, 10 mm (J

and K). *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001, ****p < 0.0001: adjusted p values after between-subjects 2-way ANOVA (B–K) and post hoc Sidak’s correction for

multiple comparisons. Data are representative of 1 of at least 3 independent experiments.

See also Figure S5.
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Figure 6. mtDNA accumulation is responsible for inflammation and rhabdomyolysis that can be reversed by steroids or chloroquine (CLQ)

treatment in vivo

(A) Real-time calcium flux inmyoblasts from 4 controls and patients challengedwith CpG-A, after pre-incubation with ODN151, a synthetic TLR9 antagonist. Each

dot plot with lines depicts the mean ± SD of the intensity of the fluo-4 calcium probe as normalized to basal intensity of 1 single individual (R10 cells/condition).

(B) Death of myoblasts was evaluated by staining cells from 4 control individuals transduced with a lentivirus expressing a plasmid encoding for myc-DDK-tagged

lipin1 protein (+LPIN1) and 4 patients transduced with a lentivirus expressing a plasmid encoding for myc-DDK-tagged lipin1 protein or an empty vector, for the

apoptosis marker caspase3/7 green and propidium iodide or 7-actinomycin D (7-AAD), a dye that stains both apoptotic and necrotic cells. Staurosporin (ST):

positive control. Fluorescence-activated cell sorting (FACS) plots show the codistribution of the fluorescence intensity of caspase3/7 and of 7-AAD in 1 of 4

controls and patients.

(C) Dot plots (R1,000 single cells/dot) depict themean ±SD of the proportion of dead cells (ie, cells positive for capsase3/7 and/or 7-AAD) from (B) (mean effect of

interaction F(8,45) = 5.296, p = 0.0001, of stimulus F(4,45) = 70.03, p < 0.0001, of subjects F(2,45) = 6.607, p = 0.003).

(D) As in (C), but using immortalized myoblast cell line transduced with Sh-Sc or Sh-LPIN1 shRNA (mean effect of interaction F(4,20) = 6.154, p = 0.0021, of

stimulus F(4,20) = 48.93, p < 0.0001, of subjects F(1,20) = 15.62, p = 0.0008).

(legend continued on next page)
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DISCUSSION

The results of this study suggest a key role of perturbed late en-

dosome and autophagosome positioning and fusion in the path-

ogenesis of lipin1 disease. We find that lipin1 deficiency with a

consequent lack of PI3P hampers recruitment of the Rab7

GAP Armus, thereby preventing the physiologic Rab7 cycling

between the GTP/GDP-bound states and shifting the balance

of Rab7 effector binding to RILP at the expense of FYCO1.31,40

It is well documented, although incompletely understood, that ki-

nesin-mediated transport mediated by FYCO1 is required to

complete the clearance of late endosome/autophagosome con-

tent.41 This phenomenon is in apparent contrast to the fact that

peripheral late endosomes/lysosomes are known to be less

degradative than those positioned at the MTOC.42 However,

our observations suggest that lipin1-deficient late endosomes

display poor proteolytic capacity despite their positioning close

to the MTOC. In lipin1-deficient endosomes/lysosomes, efficient

acidification contrasts with reduced maturation of cathepsin D,

suggesting dissociation between vesicles containing hydrolases

and others rich in V-ATPase. A plausible explanation for normal

or even enhanced acidification is provided by recruitment of

the V-ATPase subunit V1G1 by RILP.28 Conversely, immature

cathepsins are stored in lysosomes and require activation by

lysosome fusion with late endosomes, which relies on the kinase

PIKfyve producing PI35P2,43 a compound with reduced abun-

dance at lipin1-deficient late endosomes, likely because of the

dearth of its precursor PI3P. Additional factors may contribute

to deficient fusion between late endosomes and lysosomes,

including an impaired activation of Wdfy3/Alfy,44,45 an enzyme

expressed in skeletal muscle directly recruited through a PI3P-

binding domain,44 and/or the enzyme EPG5, which requires acti-

vation by the PI3P phosphatase MTMR-3.46,47 We argue that

lipin1-deficient myoblasts contain static late endosomes re-

tained at the MTOC but are unable to fuse with hydrolase-con-

taining lysosomes. Does lipin1 co-transcriptional activity play

any role in the pathophysiology of lipin1-related rhabdomyoly-

sis? Considering our previous report arguing against this hypoth-

esis,10 as did findings in recent mouse models,8,9 there is strong

support for the causative role of defective PAP-1 activity.

Lipin1 deficiency can increase mitochondrial proteolysis48;

however, this phenomenon is not likely sufficient to explain mito-

chondrial dysfunction, which may also relate to increased local

PA levels. For example, the lack of dephosphorylation of mito-

chondrial phosphatidate by lipin1 may enhance mitochondrial

fusion itself, inhibiting organelle elimination by autophagy. How-

ever, given the strong evidence for defective late endosome-

lysosome fusion, we propose that mitochondrial dysfunction

preferentially results from failed mitochondrial quality control.

The low mitochondrial OCR at baseline may in part reflect

dysfunctional free cytoplasmic mitochondria and/or mitochon-

dria found in vesicles. A formal experimental demonstration

would be difficult to achieve considering the tight connections

between autophagic flux and mitochondrial homeostasis, but

would likely include strategies to restore defective autophagic

clearance.49 The finding that autophagosomes form normally in

lipin1-deficient myoblasts indicates that the activation of

Atg14-containing Vps34 complexes is independent of lipin1

and that LC3+ vesicles staining for lipin1 correspond to autopha-

gosomes having fused with late endosomes (‘‘autoendo-

somes’’). Considering the strong overlap of 8OHDG with LC3

staining, it is likely that mitochondrial-derived vesicles (MDVs)

delivering mtDNA directly to late endosomes account for a minor

source of oxidized mtDNA in TLR9+ vesicles and that compro-

mised resolution of mitophagy is its principal source.50 Compro-

mised recruitment of FYCO1 and Armus to LC3+ structures sug-

gests that the mechanisms responsible for blocking late

endosome fusion with lysosomes also hinder fusion of autoen-

dosomes with lysosomes and therefore degradation of mtDNA.

This fusion event likely is also required for TLR9 inactivation.

TLR9 associates with the chaperone Unc93b in the ER and

travels to endosomes where it can be activated by proteolytic

cleavage.51 Strong and prolonged proximity of TLR9 with

8OHDG in stressed myoblasts indicates that vesicles containing

MDVs, which undergo fusion with TLR9-containing endosomes,

are sufficiently degradative to activate TLR9, but not equipped to

degrade either mtDNA or TLR9 to terminate signaling.We did not

observe any difference in TLR9 expression by qRT-PCR be-

tween patient and control myoblasts or DCs (data not shown).

The strong TLR9-dependent deleterious effect of mtDNA is not

restricted to lipin1 deficiency; has been observed for renal

tubular cells, cardiomyocytes, and neurons32,52,53; and acts

both in a cell-autonomous manner and through release from

cells upon cell death, formation of extracellular DNA traps, or

exosome secretion.34 The presence of mtDNA in patient sera,

together with this study, indicate that both mechanisms are at

work in lipin1 patients.

The cell-autonomous effects of mtDNA include pro-inflamma-

tory signaling through inflammasome or cGAMP synthase-

STING pathway activation upon mtDNA release into the cytosol.

(E and F) As in (C), but myoblasts were pre-treated with Et. B. or vehicle (mean effect of interaction F(3,24) = 21.28, p < 0.0001, of stimulus F(3,24) = 114.8, p <

0.0001, of subjects F(1,24) = 25.79, p < 0.0001) for 5 days (E) or dexamethasone (DXM) or vehicle (mean effect of interaction F(3,24) = 9.490, p = 0.0003, of

stimulus F(3,24) = 33.95, p < 0.0001, of subjects F(1,24) = 11.56, p = 0.0024) for 8 h (F), before challenging myoblasts with CpG-A in the presence of GM or EBSS.

(G) CK levels (means ± SDs of 3 individual values obtained from independent blood samples drawn the same day) were measured in 2 patients during a flare

before and after the administration of steroids.

(H) As in (C) and Figure 5, but myoblasts from 4 controls and patients were pre-treated with CLQ or ODN151, or vehicle for 8 h followed by challenging with CpG-A

together with GM or EBSS for another 16 h (mean effect of interaction F(5,36) = 19.53, p < 0.0001, of stimulus F(5,36) = 38.32, p < 0.0001, of subjects F(1,36) =

67.60, p < 0.0001). Dot plots (mean of 4–6 technical replicates/dot) show the mean ± SD of IL-6 concentration at the end of the experiment.

(I) As in (H), but evaluating the proportion of cell death (mean effect of interaction F(5,36) = 17.51, p < 0.0001, of stimulus F(5,36) = 73.41, p < 0.0001, of subjects

F(1,36) = 40.06, p < 0.0001). Dot plots (R1,000 single cells/dot) show the means ± SDs. IL-6 concentration is presented after background (which corresponds to

values obtained from culture supernatants of cells exposed to vehicle) subtraction.

*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001, ****p < 0.0001: adjusted p values as determined by a between-subjects 2-way ANOVA (C–F, H, and I) and post hoc Sidak’s

correction for multiple comparisons. Results are from 1 representative of 2 (D) or at least 3 (A–C, E–I) independent experiments.
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Our results argue against a significant role of the latter pathways

in lipin1 myoblast pathology. Damaged mitochondria and, more

specifically, a reduction in mitochondrial membrane potential

can directly engage caspase-dependent cell death. We show

that both exogenous TLR9 ligands and starvation, conditions

mimicking patient fasting and infections frequently triggering

rhabdomyolysis episodes, induce inflammation and myoblast

inflammation and death, with an additive effect. Exacerbation

of stressed cell death by an exogenous TLR9 agonist has also

been observed in cardiac muscle.34,54 The additive effect may

involve the capacity of TLR9 to recognize multiple types of

DNA through 2 specific binding sites that function in cooperation

to boost TLR9 activation.37 Termination of TLR9 signaling re-

quires the degradation of ligands and/or receptor in the lyso-

somes, which is impaired in lipin1-deficient muscle and/or im-

mune cells. How precisely TLR9-containing late endosomes

fuse with lysosomes containing specific hydrolase remains

poorly investigated, but may depend on the regulation of the

late endosomal/lysosomal Rab7b small GTPase55 and/or on

the Vps33b subunit of the homotypic fusion and vacuole protein

sorting (HOPS) complex,56 at least in human macrophages.

While our results highlight the pivotal role of mtDNA-driven

inflammation in lipin1 pathology, mice lacking lipin1 display

chronic myopathy and evidence suggesting a contribution of

ER stress to pathology.8,57 Given that the dysregulation of auto-

phagy can trigger ER stress and vice versa,58 it is conceivable

that ER stress contributes to pathology. However, lipin1-defi-

cient mice do not undergo acute episodes of massive and lethal

rhabdomyolysis, limiting extrapolation to humans. Our observa-

tions documenting a direct role of mtDNA and TLR9 signaling in

myoblast death led us to conclude that pro-inflammatory

signaling by trapped mtDNA plays a key role in human lipin1 pa-

thology, even though it may not be the sole pathogenic mecha-

nism involved. Finally, human lipin1 deficiency may affect the

crosstalk between TLR9 and Beclin-1, recently identified to be

critical for muscle contraction during exercise.59 As a future di-

rection, we propose investigating in vivo the capacity of natural

TLR9 ligands to trigger hyperinflammation and acute rhabdo-

myolysis episodes in lipin1-deficient animal models.

The results of this study have provided therapeutic leads for

lipin1 pathology. Attenuation of inflammation with steroids is

strikingly efficient; however, they are not well suited as a pre-

ventive therapy because of the adverse effects on metabolism.

Our in vitro and in vivo observations support the use of HS to

block TLR9 activation and signaling as an alternative opportu-

nity. Mauthe et al.60 reported that CLQ and hydroxychloroquine

block the fusion of autophagosomes with degradative lyso-

somes in U2OS and HeLa cell lines. This effect may be different

in muscle cells and depend on drug concentration. For

example, Mauthe et al.60 observed that receptor-mediated

versus fluid phase endocytosis were differentially affected.

We speculate that, in lipin1 disease, HS may predominantly

affect TLR9 activity while permitting residual autophagosome

clearance.59,61 However, further experimentation is required

to dissect the mechanism of defective clearance of TLR9-con-

taining vesicles and to study the effect of HS on autophagic flux

in myoblasts. In addition, HS can act on immune cells blocking

TLR9 activation.62–64 Drugs restoring resolution of autophagy,

shifting endosomal/autophagosome cargos toward alternative

quality control mechanisms not affected by lipin1 deficiency

or restoring efficient PI3P synthesis at late endosomes would

seem sensible objectives of future research for the clinical man-

agement of lipin1 deficiency. As the pathophysiological

sequence identified in this work may also be active in other in-

herited or sporadic forms of rhabdomyolysis, the therapeutic

leads resulting from studying lipin1 disease may be of broader

interest in the future.

Limitations of study

The main limitations are the limited number of patients treated

with HS and the design of our small clinical trial, precluding

formal demonstration of the efficacy of HS. Further directions

should ideally include an international randomized control study

to compare HS versus placebo, although this would be difficult

to organize considering the very low incidence of the disease.

Another limitation is the use of mono-DCs rather than plasmacy-

toid DCs to study TLR9 response in myeloid cells, motivated by

the scarcity of plasmacytoid DCs in the limited blood sample

Table 1. Follow-up of 6 patients treated by HS (6.5 mg/kg/day)

Patient no.

Age at

diagnosis, y

Age at the initiation

of treatment, y

No. severe rhabdomyolysis (CK > 10,000 U/L)

Mean (median) plasma

concentration of HS (mg/L)

Before

treatment

During treatment (treatment

duration, months)

P1 5 7 7 0a (36) 99 (101)

P2 10 13 3 0a (33) 292 (318)

P3 7 17 1 0 (12) 466 (597)

P4 12 12 1 0 (12) 637 (593)

P5 3 9 3 1 triggered by

gastroenteritis (12)

1,060 (993)

P6 2 4 4 2 triggered by

gastroenteritis (12)

1,043 (922)

CK, creatine kinase; HS, hydroxychloroquine sulfate.
aOccurrence of 1 rhabdomyolysis flare 6 weeks after stopping HS (non-adherence to prescribed treatment), without any other identified trigger.

Although the frequency of rhabdomyolysis events is known to decrease with patient age, this factor is unlikely to have contributed to the low number

of flares in treated patients considering the limited duration of treatment.
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volumes from pediatric patients. However, human mono-DCs

express TLR9 and respond to TLR9 agonists.65 Finally, the num-

ber of myoblast cell lines was limited, as muscle biopsy is an

invasive procedure no longer required for the diagnosis of

lipin-1 disease.
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from the Department of Pharmacology, Pitié-Salpétrière Hospital, for dosing
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Goat anti-Mouse IgG (H+L) secondary
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Thermo Fisher Scientific Cat# A-11032, RRID: AB_2534091

Goat anti-Rabbit IgG (H+L) secondary

Antibody, Alexa Fluor 594

Thermo Fisher Scientific Cat# A-11037, RRID: AB_2534095

Goat anti-Mouse IgG (H+L secondary

Antibody, Alexa Fluor Plus 647

Thermo Fisher Scientific Cat# A32728, RRID: AB_2633277

Goat anti-Rabbit IgG (H+L) secondary

Antibody, Alexa Fluor Plus 647

Thermo Fisher Scientific Cat# A32733, RRID: AB_2633282)

Bacterial and virus strains

LPIN1 - Human shRNA lentiviral particle OriGene Cat# TL303494V

Biological samples

Human primary myoblasts from healthy

individuals and patients

Department of biology and molecular

genetics, Cochin Hospital, Paris, France

N/A

Human immortalized myoblasts from

healthy donor

MYOBANK-AFM (Myology institute BB-

0033), Paris, France

N/A

Blood samples from healthy individuals and

patients

Department of Inherited Metabolic

Diseases, Necker Hospital, Paris, France

N/A

Chemicals, peptides, and recombinant proteins

Recombinant human IL-4 Miltenyi Biotec Cat# 130-095-915

Recombinant human GM-CSF Miltenyi Biotec Cat# 130-093-372

Animal-Free Recombinant Human EGF Peprotec Cat# AF-100-15

Pam3CSK4 Invivogen Cat# tlr-pms

Poly(I:C) (HMW) Invivogen Cat# tlr-pic

LPS-B5 (LPS from E. coli 055:B5) Invivogen Cat# tlr-b5lps

FLA-BS, standard flagellin from B. subtilis Invivogen Cat# tlr-bsfla

Imiquimod (R837) Invivogen Cat# tlr-imqs

CpG-A (ODN2216) Invivogen Cat# tlr-2216

TLR9 antagonist ODN TTAGGG (A151) Invivogen Cat# tlr-ttag151

Calcium indicator Fluo-4 AM Thermo Fisher Scientific Cat# F14201

DAPI (4’,6-diamidino-2-phenylindole) Thermo Fisher Scientific Cat# D1306

DQ-Ovalbumin Thermo Fisher Scientific Cat# D12053

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium - high

glucose

Sigma-Aldrich Cat# D6546

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium - low

glucose

Sigma-Aldrich Cat# D5546

Earle’s Balanced Salt Solution, EBSS,

calcium, magnesium, phenol red

Thermo Fisher Scientific Cat# 24010043

Fetal Bovine Serum Thermo Fisher Scientific Cat# 16000044

Fluoromount-G Thermo Fisher Scientific Cat# 00-4958-02
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Ham’s F-10 Nutrient Mix Thermo Fisher Scientific Cat# 11550043

Image-iT TMRM Reagent (mitochondrial

membrane potential indicator)

Thermo Fisher Scientific Cat# I34361

LysoTracker Deep Red Thermo Fisher Scientific Cat# L12492

MitoSpy Orange CMTMRos Biolegend Cat# 424804

MitoTracker Green FM Thermo Fisher Scientific Cat# M22425

Penicillin-Streptomycin (10,000 U/mL) Thermo Fisher Scientific Cat# 15140122

Phosphate-Buffered Saline, PBS, pH 7.4 Thermo Fisher Scientific Cat# 10010023

Puromycin Thermo Fisher Scientific Cat# A1113802

Recombinant Cholera Toxin subunit B

Alexa Fluor 594

Thermo Fisher Scientific Cat# C34777

Bovine Serum Albumin Sigma-Aldrich Cat# A2153; CAS Number: 9048-46-8

Carbonyl cyanide 3-

chlorophenylhydrazone, CCCP

Sigma-Aldrich Cat# C2759; CAS Number: 555-60-2

Dexamethasone Sigma-Aldrich Cat# D4902; CAS Number: 50-02-2

Etidium bromide Sigma-Aldrich Cat# E7637; CAS Number: 1239-45-8

Hexadimethrine bromide, Polybrene Sigma-Aldrich Cat# H9268; CAS Number: 28728-55-4

Paraformaldehyde Sigma-Aldrich Cat# P6148; CAS Number 30525-89-4

RIPA Buffer Sigma-Aldrich Cat# R0278

Saponin Sigma-Aldrich Cat# 47036; CAS Number: 8047-15-2

Sodium pyruvate Sigma-Aldrich Cat# P5280; CAS Number: 113-24-6

Staurosporin Sigma-Aldrich Cat# S4400; CAS Number: 62996-74-1

Uridine Sigma-Aldrich Cat# U3003; CAS Number 58-96-8

Propidium Iodide Solution Biolegend Cat# 421301

7-AAD Viability Staining Solution Biolegend Cat# 420404

Critical commercial assays

Caspase 3/7 assay Thermo Fisher Scientific Cat# R37111

Click-iT� EdU Alexa Fluor� 647 Flow

Cytometry Assay Kit, 50 assays

Thermo Fisher Scientific Cat# C10424

Human Inflammatory Cytokine Kit BD Bioscience Cat# 551811

ELISA MAX Deluxe Set Human IL-6 Biolegend Cat# 430504

Cell ROS flow cytometry assay kit Thermo Fisher Scientific Cat# C100491

Seahorse XFp cell mito stress test kit Seahorse Bioscience Cat#103010-10

JetPrime Transfection assay Polyplus transfection Cat# 114-07

Cell Fractionation Kit standard Abcam Cat# ab109719

Oligonucleotides

12S-forward 50-

TAGCCCTAAACCTCAACAGT-30; reverse

50-TGCGCTTACTTTGTAGCCTTCAT-30

Eurofins Genomics N/A

BACTIN-forward 50-

CAGCGGAACCGCTCATTGCCAATGG-30;

reverse 50-

TCACCCACACTGTGCCCATCTACGA-30

Eurofins Genomics N/A

DLOOP-forward 50-

ACCTGTGATCCATCGTGATGT-30; reverse

50-GCCCATAACACTTGGGGGTA-30

Eurofins Genomics N/A

GAPDH-Hs03929097_g1 Thermo Fisher Scientific N/A

IFI27-Hs01086370_m1 Thermo Fisher Scientific N/A

IFI44-Hs00199115_ m1 Thermo Fisher Scientific N/A

IFIT1-Hs01675197_m1 Thermo Fisher Scientific N/A

(Continued on next page)
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RESOURCE AVAILABILITY

Lead contact

Further information and requests for resources and reagents should be directed to and will be fulfilled by the Lead Contact, Yamina

Hamel (yamina.hamel@inserm.fr).

Materials availability

This study did not generate new unique reagents.

Data and code availability

This study did not generate/analyze datasets/code.

Continued

REAGENT or RESOURCE SOURCE IDENTIFIER

IFNA-forward 50-

GAAGAATCTCTCCTTTCTCCTGCC-30;

reverse 50-

ATGGAGGACAGAGATGGCTTG-30

Eurofins Genomics N/A

IFNB-forward 50-

CAGCAATTTTCAGTGTCAGAAGC-30;

reverse 50-TCATCCTGTCCTTGAGGCAGT-

30

Eurofins Genomics N/A

ISG15- Hs01921425_s1 Thermo Fisher Scientific N/A

LPIN1-forward 50-

CCTTCTATGCTGCTTTTGGGAACC-30;

reverse 50-

CTGATCGACCACTTCGCAGAGC-30

Eurofins Genomics N/A

RSAD2-Hs00369813_m1 Thermo Fisher Scientific N/A

SIGLEC1-Hs00988063_m1 Thermo Fisher Scientific N/A

Recombinant DNA

pGFP-2XFYVE Ketel et al., 201666 N/A

pRFP-GFP-LC3 Kimura et al., 200767 N/A

pRFP-RILP Jongsma et al., 202068 N/A

pRFP-ARMUS Carroll et al., 201331 N/A

pTLR9-HA Invivogen Cat# puno1ha-htlr9a

LPIN1 (Myc-DDK-tagged)-Human lipin1

(LPIN1) ORF clone (NM_145693)

OriGene Cat# RC207138

Software and algorithms

FIJI v2.00 https://fiji.sc RRID: SCR_002285

FlowJo v9.3.0 (Mac) https://www.flowjo.com/solutions/flowjo RRID: SCR_008520

Image Reader LAS-1000 v2.3 http://www.imb.sinica.edu.tw/core/

publicfacilities/pdf/

LAS-1000plus_om_e_ver2.pdf

RRID: SCR_014585

GraphPad Prism v6.0 https://www.graphpad.com/ RRID: SCR_002798

Icy v1.9.5.1 http://icy.bioimageanalysis.org/ RRID: SCR_010587

Imaris v8.4.2 https://imaris.oxinst.com/packages RRID: SCR_007370

Soft Flow v3.00 http://softflow.com/ RRID: SCR_002599

System Detector System (SDS) v2.3 https://www.thermofisher.com/order/

catalog/product/4444202

RRID: SCR_015806

Other

3 Well Chamber, removable microscopy

glass slide, sterilized

Ibidi Cat# 80381

e4 Cell Reports Medicine 2, 100370, August 17, 2021

Article
ll

OPEN ACCESS



EXPERIMENTAL MODEL AND SUBJECT DETAILS

Human subjects

Blood samples and skeletal muscle biopsies from six individuals carrying two recessively inherited mutations in LPIN1 and suffering

from recurrent episodes of rhabdomyolysis, and from healthy control teenagers and children (30 for blood samples, 6 for skeletal

muscle biopsies) were obtained at Necker Hospital, Paris, France. All patients had at least one flare of severe rhabdomyolysis

and two causal mutations in the LPIN1 gene and were followed-up in the Department of inherited metabolic diseases of Necker hos-

pital. Age range of subjects was 2-11 years, 4 patients were male and 2 female. Clinical and molecular characteristics of patients are

shown in Table S1. Skeletal muscle biopsies were performed in the brachial region (deltoid muscle) for lipin1-deficient patients, or

from the dorsal region (dorsal paravertebral muscle) for control individuals with no chronic muscle disease history.

Hydroxychloroquine sulfate treatment

The treatment of 6 patients with Hydroxychloroquine Sulfate treatment was approved by the ethical institutional review board ‘‘Ile-de-

France II.’’ Patients received an oral daily dose of 6.5 mg/kg, based on the clinical guidelines for treated pediatric patients suffering

from lupus or rheumatoid inflammatory disorders. Informed written consent was obtained from the legal representatives of the chil-

dren and ophthalmological examination was performed to eliminate the presence of macular pathology, prior to the initiation of the

treatment. Patients were followed at regular intervals: 4 weeks after the initiation of the treatment then every 3 months and in the

presence of any clinical sign suggesting a flare. All patients underwent clinical examination, and blood samples were collected to

measure Hydroxychloroquine Sulfate concentrations, creatine kinase (CK) levels, liver enzymes activity and renal function. Primary

outcome was the number of severe rhabdomyolysis (defined by plasma CK levels > 10,000 U/L), upon treatment initiation during the

follow up period.

Study approval

Written informed consent was obtained from all individuals in accordance with local regulations and with a human research protocol

approved by the ethical institutional review board of the University Paris XI. Experiments using samples from human subjects were

conducted in France in accordance with local regulations and with the approval of the ethical institutional review board of the Uni-

versity Paris XI. The biological collection (plasma, myoblasts) has been declared to the Ministère de la Santé.

Primary myoblasts from controls and patients

Primary myoblasts from patients and age- and gender-matched controls were obtained from the cell bank of Cochin Hospital, Paris,

France. Primary myoblasts were isolated and grown as described.10 CD56+ myoblasts were isolated by magnetic cell sorting using

CD56MicroBeads (Miltenyi Biotec) and routinely maintained in F10 medium supplemented with 20% Fetal Bovine Serum (FBS) both

from Thermo Fisher Scientific on gelatin (Sigma Aldrich) coated tissue culture flasks. After magnetic sorting, purity of cells was as-

sessed by flow cytometry using anti-CD56 Allophycocyanin conjugated antibody (BD Biosciences). All cell lines tested negative for

the presence of Mycoplasma at the time of the study.

Generation of monocyte-derived dendritic cells

Monocytes were purified using immunomagnetic CD14 MicroBeads (Miltenyi Biotec) from Peripheral Blood Mononuclear Cells

(PBMC) and frozen at �80�C for further experiments. Monocytes were cultured for 7 days in RPMI 1640 medium containing 10%

heat-inactivated FBS, 100 IU/mL Penicillin, and 100 mg/mL Streptomycin (all from Thermo Fisher Scientific), 50 ng/mL Granulocyte

Macrophage Colony-Stimulating Factor (GM-CSF, Miltenyi Biotec) and 100 ng/mL interleukin (IL)-4 (Miltenyi Biotec) to generate

immature DC as previously described.69

Generation of myoblasts deficient for lipin1

An immortalized human myoblast cell line from a healthy donor was obtained from the cell bank. Lentiviral cassettes containing 2

major functional elements, shRNA targeting LPIN1 (Sh-LPIN1) or a scramble sequence (Sh-Sc) and a puromycin selection marker

(Origene), were transduced in immortalized myoblasts from 1 healthy control individual for 72 hr and selected with puromycin

5 mg/ml (Thermo Fisher Scientific). Efficacy of lipin1 knock-down was determined by real-time quantitative RT-PCR,10 by confocal

imaging and by immunoblot. All cell lines were tested negative for the presence of Mycoplasma at the time of the study.

Generation of myoblasts overexpressing lipin1

A pCMV6 plasmid carrying a Myc-DDK-tagged-human lipin1 ORF clone that contains a puromycin resistance gene was purchased

fromOrigene and used to produce VSV-G Pseudotyped Lentiviral Vector lentiviruses with an average titer of 9.463 109 TU/mL. Forty

to fifty thousand primary myoblasts/well were harvested into 24-well flat bottom culture plate, exposed to lentivirus infection in the

presence of polybrene at 8 mg/mL in a nutrient-rich growth medium at a multiplicity of infection of 100. Sixteen hr later, cells were

washed once with culture medium and the day after washed twice and cultured in the presence of 10 mg/mL of puromycin. Two

days later, medium was replaced by fresh medium supplemented with 5 mg/mL of puromycin for 2 to 3 days before using primary

myoblasts for further experimentation.
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METHOD DETAILS

Plasmids and transfection of myoblasts

pGFP-2XFYVE was a gift from Mario Pende (INSERM U1151, Paris, France) and described previously.66 pRFP-RILP was a gift from

Jacques Neefjes (Netherlands Cancer Institute, Amsterdam, Netherlands). pRFP-Armus was a gift from Vania Braga (Imperial Col-

lege London, London, UK) and described elsewhere.31 pRFP-GFP-LC3 was a gift from Patrice Codogno (INSERM U1151, Paris,

France) and described previously.67 The plasmid encoding TLR9-HA was purchased from Invivogen.

Vps34 activity and PI3P production assay

Vps34 activity was evaluated by visualization of PI3P production in myoblasts. Myoblasts were seeded on glass coverslips at 20x103

per coverslip and transfected with pGFP-2XFYVE using Jet prime reagent (Polyplus) according to the manufacturer’s instructions

before being processed for confocal microscopy 16 hr later. GFP dots corresponding to PI3P were quantified in more than 80 cells

per group.

Immunofluorescence and confocal microscopy

Cells plated on glass coverslips were fixed in 4% paraformaldehyde (Sigma Aldrich) in Phosphate Buffered-Saline (PBS) (Thermo

Fisher Scientific) for 12 min at 37�C, washed three times with PBS and permeabilized with 0.2% saponin (Sigma Aldrich) in PBS

for 10 min. After blocking in PBS 0.2% saponin 0.2% Bovine Serum Albumin 2% Donkey and 2% Goat serum (Sigma Aldrich) for

30 min, myoblasts were incubated with primary antibodies for 60 min at 37�C in 0.2% saponin, 0.2% Bovine Serum Albumin in

PBS. After washing, cells further incubated with fluorophore-conjugated secondary antibodies in PBS with 0.2% saponin for

30 min at 37�C, further washed in PBS, stained for DAPI (1 mg/mL) and mounted using Fluoromount-G (Thermo Fisher Scientific).

To detect acid compartments or mitochondria, myoblasts were incubated with a growthmedium containing 100mMLystoTrackerTM

Deep Red (Thermo Fisher Scientific) or 250 nMMitospyTM Orange CMTMRos for 30 min, followed by incubation in dye-free medium

for at least another 30 min and by further processing for the detection of endogenous proteins by confocal imaging. Images were

recorded on a confocal Leica SP8 microscope, equipped with a 63X 1.3 numerical aperture (NA) oil immersion objective.

Image analysis

Images were processed using the Imaris software (Bitplane AG v8.4.2). A Gaussian Filter was applied to images using default value.

Each cell was then segmented with the area selection tool and considered as a region of interest (ROI). We used the Imaris ‘‘Coloc’’

module to set the threshold for signal positivity based on signal intensity and calculate the overlapping percentage between the 2

signals of interest over the volume analyzed, reflecting a percentage of 3D proximity between the 2 proteins. Threshold calculation

was based onmanual pre-analysis of 10 cells, determined as compared to signal obtained with the use of appropriate isotype control

(background) and applied to all the cells of a same set of experiments. The number of cells or images containing 1 cell or more used

for calculation and the number of independent experiments is indicated in each legend. The number of fluorescent dots was quan-

tified by analyzing cells using the Icy software (v1.9.5.1 BioImage Analysis unit, Institut Pasteur, France). After processing on Imaris,

images were exported to TIFF files and opened with the FIJI software70 v2.00 (Wayne Rasband National Institutes of Health, USA)

transformed into RGB color images. For each key illustration, a representative single z-level was selected, and images of single-color

and merged channels were generated. TIFF illustrations for publication were generated by using the ‘‘Make montage’’ feature. The

number of fluorescent dots was quantified by analyzing cells using the ‘‘Spot detector’’ module of the Icy software (v1.9.5.1 BioImage

Analysis unit, Institut Pasteur, France). The number of fragments of PI3P, PI34P2 andPI35P2 amongRab7 structureswas determined

as follows. A mask for Rab7 and the given PI species was created using the Imaris Software and the ‘‘Add Surfaces’’ wizard module

with the following parameters: a region of interest was segmented before processing entire Image finally; for each channel of fluo-

rescence, thresholding was based on absolute intensity as compared to isotype control or cells stained with fluorochrome-conju-

gated secondary antibodies only and applied to all the images of actual experiment including patient and control individual cells.

Then the number of PI3P, PI34P2 and PI35P2 binary objects within the Rab7 mask was determined using the Imaris ‘‘statistics’’

module.

Fluorescence resonance energy transfer (FRET) microscopy

FRET wasmeasured by using the acceptor photobleaching technique71where, upon irreversible photobleaching of the acceptor, we

record if the donor fluorescence increases. Myoblasts grown for 2 days on Ibidi chambers were fixed and mounted in PBS/glycerol

(1:1) for FRET measurements on an SP8 confocal microscope (Leica) with a 63X oil objective with a NA of 1.4. The donor is fused to

CFP fluorophore (detectedwith 405-nmwavelength laser) and the acceptor is fused to YFP fluorophore (detectedwith 514-nmwave-

length laser). For each analysis, a square of 3 3 2 mm was selectively photobleached.

Phosphatidic acid phosphatase (PAP) activity

PAP activity wasmeasured using an enzymatic assay at 37�C for 20min as described previously.57 Total phosphatidate phosphatase

activity was measured in the presence of 1.5 mMMgCl2. Each sample was assayed in a total volume of 100 mL consisting of 100 mM

Tris/HCl (pH 7.4) containing 0.6 mM DTT, 1.5 mM MgCl2, 2 mg/ml fat-free BSA, protease inhibitor cocktail, 30 nM microcystin-LR,
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0.6 mM PA labeled with [3H]palmitate (approximately 6,000 dpm per assay), 1 mM EDTA/EGTA, 0.4 mM phosphatidylcholine, and

200 mM tetrahydrolipstatin to block lipase activity. Parallel measurementswere performed in the absence ofMg2+ and in the presence

of 8mMN-ethylmaleimide to determine the contribution from lipid phosphate phosphatase (LPP) activity. PAP activity was calculated

by subtracting the NEM-insensitive LPP activity from the total phosphatidate phosphatase activity. Each sample was assayed at 3

different protein concentrations to ensure a proportional response. One unit of PAP activity was defined as the amount of enzyme that

catalyzed the formation of 1 nmol of product/min. Specific activity was defined as units/mg of protein.

EGFR degradation assays

Myoblastswere serumstarvedovernight then stimulatedwith 100 ng/ml EGF (Peprotech) in serum-freemedium for the indicated time.

Cells were rinsed twice with PBS and lysed in RIPA buffer plus 1% SDS, and EDTA (5 mM) all from Sigma Aldrich. The expression of

EGFR in total cell lysateswasdeterminedby immunoblot usingananti-EGFRmonoclonal antibodyandnormalized to theunstimulated

condition. Fluorescence intensity was measured using Luminescent Image Reader LAS-1000 Pro software version 2.3 and an Intel-

ligent Dark Box II (FUJIFILM). EGFR levels, proportional to fluorescence intensity, were then quantified using the FIJI software.

DQ-OVA assays

DQOvalbumin (DQ-OVA, Thermo Fisher Scientific) was added (200 mg/ml) to myoblasts in culture plates for 20min at 4�C. Cells were

washed 3 times with ice-cold PBS containing 2% FBS to remove unbound or nonspecifically associated DQ-OVA. Cells were incu-

bated at 4�C for 10min or for various time intervals at 37�C. Cells were then removed from the plates by trypsin, washed with ice-cold

PBS, fixed with 2% paraformaldehyde. Flow cytometric measurements were performed on a BD LSR Fortessa cell analyzer from BD

Biosciences. Data were analyzed with FlowJo software (version 9.8.3, Mac).

Multiplex cytokine assay

DCandmyoblastswereharvested and transferred (respectively 50x103and10x103cells/well) to 96-well platesand incubatedwith Lipo-

PolySaccharideLPS (1mg/mL), flagellin (10ng/mL), zymosan (1mg/mL),CpG-A (10mg/mL), imiquimod (0.5mg/mL),poly (I:C) (1mg/mL), or

Pam3CSK4 (100ng/mL), all from Invivogen, for 16 hr. Cytokine concentrationsweremeasured in culture supernatants and plasmausing

a ten-plexCytometricBeadAssay (CBA) kit fromBDBiosciences, according to themanufacturer’s instructions. In brief, 50 mL of plasma

was mixed with 50 mL of mixed capture beads and a standard curve was generated. After 3 hr of incubation at room temperature, the

sampleswerewashedandsuspended inPBSand thenanalyzedbyflowcytometry (ARIA II;BDBiosciences)withCBAAnalysisSoftware

(FCAP Array version 3.0; Soft Flow, St Louis Park, Minnesota). The results are expressed in picograms per milliliter (pg/mL).

IL-6 ELISA assay

DC and myoblasts were harvested and transferred (respectively 50x103 and 10x103 cells/well) to 96-well plates and incubated with

LipoPolySaccharide LPS (1 mg/mL), flagellin (10 ng/mL), zymosan (1 mg/mL), CpG-A (10 mg/mL), imiquimod (0.5 mg/mL), poly (I:C)

(1 mg/mL), or Pam3CSK4 (100 ng/mL), all from Invivogen, for 16 hr. IL-6 concentration was measured in culture supernatants using

a Human IL-6 ELISA MAX Deluxe, according to the manufacturer’s instructions and performing 3 to 4 technical replicates per con-

dition. The results are expressed in picograms per milliliter (pg/mL). Unless otherwise specified in figures or legends, cytokine con-

centrations in vitro are presented after background subtraction, obtained with cells incubated with vehicle (DMSO or water). In some

experiments the TLR9 antagonist ODN TTAGGG (A151) was added 1 hr before addition of stimuli at the concentration of 1 mmol/L.

Gene expression analysis by RT-qPCR

Total RNA was isolated from PBMC, DC and myoblasts using the RNeasy mini Kit and cDNA (QIAGEN) was prepared using the High

Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Thermo Fisher Scientific) after depleting genomic DNA. The expression of a set of 6 inter-

feron-stimulated genes (ISGs) in PBMC, DC and myoblasts was assessed by RT-qPCR using Taqman Gene Expression Assays and

normalized against GAPDH. Primer-Probes used were as follows IFI27 - Hs01086370_m1, IFI44LHs00199115_ m1, IFIT1 -

Hs01675197_m1, RSAD2 - Hs00369813_m1, SIGLEC1- Hs00988063_m1, ISG15 – Hs01921425_s1, GAPDH- Hs03929097_g1

labeled with FAM dye and amplified in a universal reaction mix. Real Time quantitative PCR was performed in duplicate using the

Light Cycler VIIA7 System (Roche). The RQ value is equal to 2DDct where DDct is calculated by (Ct target- Ct GAPDH) test sample

- (Ct target- CtGAPDH) calibrator sample. Each value is derived from 3 technical replicates. The expression of LPIN1, IFNA and IFNB

genes inmyoblasts was assessed by q-RT-PCR using Power SYBR�Green PCRMasterMix and normalized against b-actin (BACT).

Reactions were performed in triplicate on an ABI Prism 7000machine (PE Applied Biosystems) or on an ABI Prism 7900HT Fast Real-

time PCR System, equipped with System Detector System (SDS) software v2.3. The RQ value is equal to 2DDct whereDDct is calcu-

lated by (Ct target- CtBACT) test sample - (Ct target- Ct bBACT) calibrator sample. Each value is derived from 3 technical replicates.

Mitochondrial DNA gene expression analysis by qPCR

Primarymyoblasts were trypsinized andwere re-suspended in 200 mL of PBS buffer containing Proteinase K (0.2mg/ml), SDS (0.2%),

EDTA (5mM) for 3 hr at 56�C. After isopropanol precipitation, 50 ng of DNAwas amplified byQ-PCR using specific primers for 12S,D-

LOOP and BACT and Power SYBR� Green PCR Master Mix. Reactions were performed in triplicate and analyzed as described

above with a normalization to BACT.
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Cholera toxin uptake

Fifteen to twenty thousand primary myoblasts seeded on coverslips were deprived of FBS for 30 min and then loaded with 1 mg/ml

cholera toxin subunit B (CTxB) CF568 (Thermo Fisher Scientific) for 45min at 37�C, followed by a 30-min chase in nutrient-rich growth

medium. Cells were then fixed and processed for confocal microscopy.

Autophagic flux analyses

Myoblasts seeded on glass coverslips were transfected as described above with pRFP-GFP-LC3,67 starved by replacing nutrient-

rich growth medium with a starvation medium, EBSS medium (Thermo Fisher Scientific) for 3 hr to induce and evaluate autophagy

initiation and maturation and refed for 6 hr with nutrient-rich growth medium to evaluate autophagic clearance. At the end of incu-

bation with the different media, cells were washed in PBS, fixed and processed for confocal microscopy. Images were acquired

with a Leica SP8 and with a 63x 1.4 NA oil objective. Puncta structures with GFP-RFP and/or RFP signals were quantified in

more than 30 images per group, and the percentage of autolysosomes was expressed as the percent of puncta with red color.

Mitophagy flux analyses

To analyze mitophagy initiation, myoblasts were treated with 30 mM CCCP (Sigma-Aldrich) for 30 min and 2 hr. Mitophagosomes

includingmitochondrial fractions (TOMM20) were examined for recruited LC3 protein by confocal microscopy. To analyzemitophagy

resolution, cells were treated with 30 mM CCCP for 8 and 16 hr, and then fixed and immunostained for dsDNA, TFAM. 8OHDG.

Nucleoid number was quantified using Icy software, by segmenting and counting dsDNA dots.

Cell fractionation

Cytosolic, mitochondrial and nuclear fractions were prepared using Cell Fractionation Kit from Abcam according to the manufac-

turer’s instructions and analyzed by qPCR as described above.

Measurements of mitochondrial mass, potential and ROS

Mitochondrial mass and membrane potential (Jm) were measured by flow cytometry performed on 15,000-20,000 primary myo-

blasts labeled with the mitochondrion selective dyes MitoTracker Green FM and TMRM (Thermo Fisher Scientific). ROS production

in live cells was assessed using the CellROS assay kit (Thermo Fisher Scientific) following the manufacturer’s instructions. After la-

beling with dyes, myoblasts were detached with trypsin digestion, washed using culture medium and analyzed by flow cytometry

5 min after the addition of 7-AAD. and analyzed by flow cytometry.

Muscle oxygen consumption rate (OCR) and extracellular acidification rate (ECAR) measurements

Primary myoblasts were plated in cell culture XF96 microplates (Agilent technologies) at 2x104 cells/well and the cellular OCR or

ECAR was determined by a Seahorse Bioscience XF96e extracellular flux analyzer (Agilent technologies) according to the manufac-

turer’s instructions. Cells were balanced for 1 h in unbuffered XF assay media (Agilent Technologies) supplemented for OCR analysis

with either 2 mM Glutamine, 10 mM Glucose and 1 mM Sodium Pyruvate or just 2 mM Glutamine for ECAR measurement. For OCR

measurements, compounds were injected during the assay at the following final concentrations: Oligomycin (ATP synthase inhibitor,

1 mM), FCCP (uncoupling agentmeasuring themaximal respiration capacity; 1 mM), Rotenone andAntimycin A (ETC inhibitors; 1 mM).

For ECAR measurements, Glucose (10 mM), Oligomycin (1 mM), and 2-Deoxyglucose (2-DG, glycolytic inhibitor; 500 mM) were in-

jected. For each cell line 4 to 6 technical replicates were evaluated. All OCR and ECARmeasurements were normalized to the protein

concentration dosed at the end of every experiment.

MtDNA depletion

MtDNA depletion was achieved by incubating myoblasts in complete medium with ethidium bromide (100 ng/ml), uridine (50 mg/ml)

and sodium pyruvate (110 mg/ml) all from Sigma Aldrich for 5 days to reduce mtDNA levels. Depletion was evaluated by performing

qPCR, as described above.

Ca2+-mobilization

Myoblasts seeded on Ibidi flow chambers (Ibidi) were stained with 5 mMFluo-4 AM (Thermo Fisher Scientific) for 30min at 37�C in 5%

CO2 incubator. After washing cells were cultured in Krebs medium and the flow chambers were then transferred to a temperature-

controlled stage (Harvard Apparatus, Holliston) on a confocal Leica SP8 SMD invertedmicroscope. Cells were visualized using a 20x

and 0.7 NA dry objective. In some experiments a TLR9 antagonist ODN TTAGGG (A151) was added 1 hr before addition of stimuli at

the concentration of 1 mmol/L.

Caspase 3/7-cell death assay

Myoblasts were cultured with various conditions with a potential for cell death induction at 37�C, in a 5% CO2 incubator, including:

EBSS and/or TLR ligands, or staurosporin (Sigma-Aldrich), which was used as a positive control. In some experiments the TLR9

antagonist ODN TTAGGG (A151) was added 1 hr before addition of stimuli at the concentration of 1 mmol/L. Cells were then detached

by trypsin, transferred into 5mL FACS tubes and stained in culture medium at room temperature for 1 hr with 5 mMof the Caspase3/7
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Green Detection Reagent (Thermo Fisher Scientific). Five min before fluorescence acquisition, Propidium Iodide (Biolegend) or 7-

AAD (Biolegend) according to the manufacturer’s instructions, to discriminate between necrotic and apoptotic cells. The fluores-

cence was recorded on a BD LSR Fortessa flow cytometer and analyzed using the FlowJo software.

Myoblasts were gated on based on FSC and SSC characteristics and single cells were further identified based on successive

gating on homogeneous FSC-A and FSC-H characteristics as well as SSC-A and SSC-H characteristics. A dot plot showing the fluo-

rescence intensity for 7-AAD or Propidium Iodide versus caspase3/7 activity was then constructed and a quadrant gate to discrim-

inate live (7-AAD-/caspase3/7-) from apoptotic (7-AAD-/caspase3/7+) and necrotic (7-AAD+/caspase3/7+/�) cells was drawn. Dead

cells were identified as cells contained within apoptotic and/or necrotic cell gates.

Cell proliferation assay

Primary myoblasts were cultured in Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium – high (4,500 mg/mL) or low glucose (1,000 mg/mL), all

from Sigma-Aldrich, supplemented with 20% FBS, 100 IU/mL Penicillin and 100 mg/mL Streptomycin for 5 days. The proliferation

of myoblasts was then evaluated using the Click-iT Plus EdU Flow Cytometry Assay Kits according to the manufacturer’s instruc-

tions. Myoblasts were exposed to 5 mM EdU for 1 hr. The fluorescence was recorded on a BD LSR Fortessa flow cytometer and

analyzed using the FlowJo software.

QUANTIFICATION AND STATISTICAL ANALYSIS

Data are presented asmean ±SD (n% 10 values per group; dot plots) or median, 10th percentile and 90th percentile (n > 10 values per

group; box and whisker plots) for continuous variables. Statistical analysis was performed with GraphPad Prism v6.0 (GraphPad

Software). The normality of the data distribution was tested in series with nR 20 values by using the Shapiro-Wilk test. To determine

statistical significance for comparison of 1 continuous variable between 2 groups, a non-parametric unpaired two-tailed Mann-Whit-

ney test was applied to series with n% 20 values per group or to larger series with a non-normal distribution and a parametric un-

paired two-tailed t test was applied to series with n > 20 values and with a normal distribution of the data. When possible exact p

values were indicated. The alpha value for threshold of significance was pre-fixed to 0.05. Two-tailed two-way analysis of variance

(ANOVA) test with post hoc Sidak’s correction for multiple comparison was performed to determine statistical significance for com-

parison of 2 or more factors between 2 or 3 series, by indicating for the mean effect of interaction, the mean effect of factors the F-

statistics, degrees of freedom and exact p value. In addition, paired two-way ANOVA test was used when within-subjects factor was

under evaluation (time). In all experiments, post hoc comparison was performed to test statistical significance, with adjusted p values

denoted directly on the figures. Family-wise significance and confidence level were pre-fixed to 0.05 and 95% respectively. All rele-

vant details about statistical tests and analysis can be found in figure legends. For the small clinical trial, no sample size was pre-

determined, as dealing with a very rare disorder and all patients suffering from lipin1-related rhabdomyolysis and followed up in

the Department of Inherited Metabolic Disorders, Necker hospital, Paris, France were proposed for enrolment. No subject or data

was excluded from analysis of the data of the clinical trial. FACS data with less than 500 events in the final gates analyzed were

excluded from analysis. Immunofluorescence data with less than 100 cells visible on the slides were excluded from analysis. For

in vitro experiments, randomization was not applicable in comparing patient versus control individuals. Evaluation of the results of

the small open clinical trial in which all the patients enrolled received hydroxychloroquine sulfate was based on before/after obser-

vations, so that randomization procedure was not applicable. Flow cytometry and immunofluorescence experiments data were gath-

ered blinded to the status of the cells (i.e., control or patient cells).

ADDITIONAL RESOURCES

The clinical trial has been registered on clinicaltrials.gov under the number NCT04007562 (https://clinicaltrials.gov/ct2/show/

NCT04007562).
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Abstract

Mutations in the LPIN1 gene constitute a major cause of severe rhabdomyoly-

sis (RM). The TLR9 activation prompted us to treat patients with corticoste-

roids in acute conditions. In patients with LPIN1 mutations, RM and at-risk
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situations that can trigger RM have been treated in a uniform manner. Since

2015, these patients have also received intravenous corticosteroids. We retro-

spectively compared data on hospital stays by corticosteroid-treated patients

vs. patients not treated with corticosteroids. Nineteen patients were hospital-

ized. The median number of admissions per patient was 21 overall and did not

differ when comparing the 10 corticosteroid-treated patients with the 9 patients

not treated with corticosteroids. Four patients in the non-corticosteroid group

died during a RM (mean age at death: 5.6 years). There were no deaths in the

corticosteroid group. The two groups did not differ significantly in the number

of RM episodes. However, for the six patients who had RM and occasionally

been treated with corticosteroids, the median number of RM episodes was sig-

nificantly lower when intravenous steroids had been administered. The peak

plasma creatine kinase level and the area under the curve were or tended to be

higher in patients treated with corticosteroids—even after the exclusion of

deceased patients or focusing on the period after 2015. The median length of

stay (10 days overall) was significantly longer for corticosteroid-treated patients

but was similar after the exclusion of deceased patients. The absence of deaths

and the higher severity of RM observed among corticosteroid-treated patients

could suggest that corticotherapy is associated with greater survival.

KEYWORD S

corticosteroid, lipin-1 deficiency, rhabdomyolysis, survival

1 | INTRODUCTION

Lipin-1 deficiency (caused by mutations in the LPIN1 gene)

is a rare, life-threatening condition that causes episodes of

rhabdomyolysis (RM). Whereas severe RM is typically

defined by a plasma creatine kinase (CK) level >6000 IU/

L, the level in lipin-1 deficiency is usually >50 000 IU/L.

RM is typically triggered by fever, fasting, and (more rarely)

effort.1,2 LPIN1 mutations are associated with a poor prog-

nosis, despite aggressive management in the intensive care

unit (ICU). The complications of RM include cardiac

arrhythmia (due to hyperkalaemia) and kidney failure.2–5

The cardiac complications are possibly linked to lipin-1's

specific regulation of the heart's lipid metabolism and con-

tractile function in response to hemodynamic stress.6–8

Accordingly, patients with LPIN1 mutations accumulate

neutral lipid in the myocardium.6 Cardiac lipotoxicity has

been implicated in the development of cardiac dysfunction

in a variety of models.8 Disease onset occurs usually in

early infancy and rarely in adulthood.9 Although episodes

of RM are more frequent during infancy (when the inci-

dence of triggering viral infections is highest), the risk

remains into adulthood. The incidence of RM episodes per

patient ranges from one to several dozen. CK levels are

normal or above-normal between RM episodes.

The only available treatment for RM is best support-

ive care in the ICU, with aggressive intravenous hydra-

tion and monitoring for complications; these approaches

can reduce the duration of RM episodes from 7–10 days

to 5 days.10

Since RM episodes are triggered by febrile illnesses

(conditions that feature high circulating levels of pro-

inflammatory mediators), we suspected that inflamma-

tion has a major role in lipin-1 deficiency.11 Lipin-1 is

abundantly expressed in adipocytes and skeletal muscle.

It acts as both (i) a phosphatidate acid phosphatase

(PAP1) that dephosphorylates phosphatidic acid to dia-

cylglycerol and thus contributes to triacylglycerol and

phospholipid biosynthesis,12 and (ii) a transcriptional

co-activator of PPARα, SREBP1, and PGC-1α (all of which

are involved in energy pathways).13 Coactivator expression

patterns were normal in our patients' adipocytes14 and

skeletal muscle.11 We recently showed that the pathogenic

sequence linking lipin-1 deficiency and RM results in

the loss of PAP1's enzymatic activity, which in turn leads

to a reduction in phosphatidylinositol 3-kinase-Vps34 and

phosphatidylinositol 3-phosphate (PI3P) levels specifically

at the membrane of late endosomes in the patients' cells.15

The loss of PI3P alters mitophagy in animal models16

and in human myoblasts via an abnormal GTP-bound
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Rab7,15 resulting in the accumulation of mitochondrial

DNA (mtDNA), a natural ligand of the Toll-like Receptor

9 (TLR9)17 in late endosomal/lysosomal structures of

patient myoblasts exposed to metabolic stress. In turn, this

results in TLR9 activation, elevated secretion of inflam-

matory cytokines, the release of calcium into the cyto-

plasm, and cell death; the latter two features are

hallmarks of RM.15

As a new inflammatory disease, lipin-1 deficiency

reinforces the notion of immunometabolism—an emerg-

ing interface between inflammation and cell metabo-

lism.18 This notion prompted us to treat our patients'

acute episodes of RM with corticosteroids as already pro-

posed in other RM.19 Our hypothesis was confirmed by

(i) the presence of proinflammatory CD4+ and CD8+

lymphocytes within the muscle tissue of one patient,5

(ii) the correction of lipid accumulation after the cortico-

steroid treatment of patient myoblasts cultured with

proinflammatory cytokines,11 and (iii) the beneficial role

of dexamethasone in a few lipin-1 deficient patients with

acute RM.5,15,20,21 In order to demonstrate the clinical

benefit of corticosteroids in the management of patients

with lipin-1 deficiency, we retrospectively collected data

from hospital admissions for RM and/or triggering fac-

tors (fever, gastroenteritis, etc.). We compared clinical

courses, plasma CK levels, and the length of the hospital

stay for lipin-1 patients treated with corticosteroids

vs. those not treated with corticosteroids.

2 | PATIENTS AND METHODS

We collected medical data from French hospitals where

lipin-1-deficient patients were admitted in emergency

units (non-scheduled admission) for an episode of RM or

an at-risk situation (i.e., “preventive” hospital stays with

a RM risk factor such as fever, viral illness, fasting, etc.,

regardless of the CK level). Hereafter, we shall refer to

these non-scheduled admissions simply as “admissions”.

In all cases, the diagnosis of lipin-1 deficiency was

confirmed by a PCR analysis of DNA isolated from blood

(as described previously2) or by next-generation sequenc-

ing with an HiSeq system (Illumina) and Agilent Tech-

nologies probes. Moderate RM and severe RM were

defined as a plasma CK level > 1000 IU/L and >6000 IU/

L, respectively (value in healthy controls: <160 IU/L).

These emergency situations (i.e. an acute episode of

RM or an RM risk factor) were managed in the same way

at all participating hospitals, thanks to the use of a com-

mon, standardized protocol which was common to all

RM whatever their cause. In view of the seriousness of

the disease, most patients were admitted to an emergency

unit or an ICU for at least 24 h (when CK levels were

normal) or 48 h (if patients with normal CK levels expe-

rienced muscle pain). Patients were continuously moni-

tored throughout the hospital admission. Hydration in

cases of RM (abnormal CK levels) included saline fluid

resuscitation (20 mL per kg) and then 3 L/m2/day [body

surface area = (4 � W + 7)/(W + 90)] without waiting

for an increase in potassium or CK. One liter of solute

consisted of 200 mL of 30% glucose (180 g/m2, 6 g/

kg/24 h), 400 mL of 1.4% isotonic bicarbonate, and

400 mL of 0.9% NaCl, with no potassium or calcium.

Hemodialysis was considered in cases with hyperkalae-

mia (≥5 mmoL/L) despite effective hyperhydration,

electrocardiogram (ECG) abnormalities, anuria or oli-

guria (<0.5 mL per kg/h), or symptomatic, life-

threatening fluid overload (with an overweight of

>20%) contraindicating the continuation of hyperhy-

dration. If changes in the ECG suggesting hyperkalae-

mia, the patient was given intravenous 1.4% isotonic

bicarbonate (10 mL/kg [1.5 mmol/kg]), intravenous cal-

cium with 0.1 mmol/kg of elemental calcium; and for

patients with persistent, life-threatening ECG abnor-

malities: 30 mL/kg of 14% isotonic bicarbonate per can-

nula for intraperitoneal administration, prior to the

initiation of continuous renal replacement therapy as

soon as possible. In the absence of RM (normal CK

levels), only 1.5–2.5 L/m2/day of the same solution were

administered.

We monitored the following parameters following the

patient's admission to hospital: plasma CK and blood

ions (Na and K) every 4 to 12 h for the first 24 h, glyce-

mia, a complete blood ion assessment with Ca, Ph, Mg,

urea, and creatinine (every 6 h); hourly urinary output

>2 mL/kg/h; fluid balance assessment every 3 h (in order

to adjust treatment, if required), arterial blood pressure,

regular ECG, and at least one echocardiography.

The criterion for discharge from hospital were the

same at all participating hospitals: the absence of CK ele-

vation after 24–48 h, or a return to normal or subnormal

plasma CK levels (<2000 IU/L) after RM.

Since 2015, most patients hospitalized for an episode

RM or a risk factor for RM have been treated with corti-

costeroids immediately upon admission as a routine

care through the modification of their emergency certif-

icate. As soon as the signs and symptoms of acute RM

or infections (muscle pain, and/or fatigue, fever, gastro-

enteritis that can trigger RM) appeared, patients typi-

cally took an initial oral dose of prednisone (Cortancyl®

[Sanofi Aventis, Gentilly, France], 1–2 mg/kg) at home

(after phone authorization by a physician) before going

to hospital as soon as possible. Intravenous treatment

with a corticosteroid (methylprednisolone) was immedi-

ately initiated with a single dose of 1–2 mg/kg/day for

the first 3 days. However, one patient received a single
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TABLE 1 Characteristics of the 19 patients with lipin-1 deficiency.

n (%), mean (SD) or median (IQR) All patients

Intravenous steroid therapy

p-valueNo Yes

All patients N = 19 (100%) N = 9 (47.4%) N = 10 (52.6%)

Sex, female 9 (47.4) 5 (55.6) 4 (40.0) 0.656

Death 4 (21.1) 4 (44.4) 0 0.033

Number of admissions 21 (14) 21 (17) 19 (12) 0.346

With no rhabdomyolysis (CK≤1000 IU/L) 14 (17) 14 (18) 14 (10) 0.388

With moderate rhabdomyolysis (CK > 1000–

6000 IU/L)

1 (3) 1 (2) 1 (3) 0.768

With severe rhabdomyolysis (CK > 6000 IU/L) 2 (3) 2 (2) 3 (3) 0.769

Peak CK level (in IU/L)a 210 800 (450 014) 96 099 (160 600) 442 350 (335 310) 0.191

Area under the curve (x106, in IU/Lhours)a 8.8 (19.4) 5.2 (6.1) 18.0 (33.5) 0.051

Length of hospital stay (in days) 10 (10.3) 4.6 (9) 12.5 (7.9) 0.041

With no rhabdomyolysis 3 (3) 2 (2) 3 (2) 0.233

With moderate rhabdomyolysis 2 (2) 3 (5) 2 (4) 0.567

With severe rhabdomyolysis 8 (11) 4 (8) 12 (8) 0.027

Number of admissions with moderate

rhabdomyolysis

4 (4) 3 (2) 4 (4) 0.837

Number of admissions with severe rhabdomyolysis 2 (3) 2 (2) 3 (3) 0.769

Duration of admissions with moderate

rhabdomyolysis (in days)a
2 (1) 1 (1) 2 (3) 0.180

Duration of stays with severe rhabdomyolysis (in

days)a
6 (3) 4 (7) 7 (3) 0.107

Surviving patients

Number of admissions 22 (11) 22 (0) 19 (12) 0.498

With no rhabdomyolysis (CK≤1000 IU/L) 18 (9) 18 (1) 14 (10) 0.293

With moderate rhabdomyolysis (CK > 1000–

6000 IU/L)

1 (2) 1 (2) 1 (3) 0.483

With severe rhabdomyolysis (CK > 6000 IU/L) 2 (2) 2 (2) 3 (3) 0.312

Peak CK level (in IU/)a 220 000 (450014) 57 545 (45899) 442 350 (335310) 0.178

Area under the curve (x106, in IU/Lhours)a 14.0 (20.7) 3.9 (3.0) 18.0 (33.5) 0.086

Length of hospital stay (in days) 11.9 (8.1) 10 (10.2) 12.5 (7.9) 0.327

With no rhabdomyolysis 3 (2) 3 (2) 3 (2) 0.391

With moderate rhabdomyolysis 2 (4) 2 (1) 2 (4) 0.684

With severe rhabdomyolysis 11 (10) 5 (11) 12 (8) 0.178

Number of moderate rhabdomyolysis episodes 4 (4) 3 (1) 4 (4) 0.804

Number of severe rhabdomyolysis episodes 2 (2) 2 (1) 3 (3) 0.312

Duration of stays with moderate rhabdomyolysis (in

days)a
1 (1) 1 (1) 2 (3) 0.077

Duration of stays with severe rhabdomyolysis (in

days)a
7 (4) 6 (4) 7 (3) 0.620

Period after 2015 N = 16 (100%) N = 6 (37.5%) N = 10 (62.5%)

Number of admissions 22 (11) 22 (1) 19 (12) 0.827

With no rhabdomyolysis (CK≤1000 IU/L) 17 (17) 18 (5) 14 (10) 0.623

With moderate rhabdomyolysis (CK > 1000–

6000 IU/L)

1 (2) 2 (2) 1 (3) 0.432

652 TUCHMANN-DURAND ET AL.
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dose of 2 mg/kg/day for 4 days and then a single dose of

4 mg/kg/day from day 5 to day 20 due to the severity of

the episode and its duration.

Any adverse reactions to corticosteroids (such as sus-

ceptibility to infections, metabolic and endocrine effects

[hypokalaemia, and pronounced hyperglycaemia needing

insulin therapy], and severe hypertension requiring treat-

ment) were noted.

2.1 | Statistical analyses

For each hospitalization, we calculated the length of the

hospital stay and examined the distribution of plasma CK

levels measured during the stay (i.e. the peak CK value

and the area under the curve). We also summarized these

parameters at the patient level. Lastly, we quantified the

numbers of episodes of moderate RM and severe RM for

each patient.

Categorical variables were expressed as the frequency

(percentage). Continuous variables were expressed as the

means (standard deviation [SD]) or the median [interquar-

tile range (IQR)] and range. Fisher's exact test or the Mann–

Whitney test were used to compare survival status, length of

the hospital stay, and CK parameters in patients having

received intravenous corticosteroids vs. patients not having

received intravenous corticosteroids. For the patients who

had received corticosteroids during some (but not all) admis-

sions, Wilcoxon's signed-rank test was applied.

As sensitivity analyses, we excluded deceased patients,

and we performed the analyses on the period after 2015.

All statistical analyses were performed with STATA

software (release 15.0; Stata Corporation, College Station,

TX, USA).

3 | RESULTS

3.1 | Patients' characteristics

Nineteen patients with LPIN1 mutations (born between

1995 and 2016; 10 males and 9 females from 13 different

families, including three sets of three siblings) were

admitted in emergency unit (non-scheduled admission).

The characteristics of the admissions are summarized in

Table 1 (the number of hospitalizations and RM, length

of the hospital stay, and plasma CK levels) and Table S1

(variables related to RM). The age at the time of the first

ever episode of RM ranged from 1.5 to 19.4 years, and the

mean (SD) value was 5.6 (4.8). The median (IQR) peak

CK level was 210 800 (450014) IU/L. Some patients had a

history of myalgia, muscle cramps, fatigability, exercise

intolerance, and (more rarely) cardiomyopathy.6

Nine patients did not receive any corticosteroids during

any of their admissions, seven patients received corticoste-

roids during some (but not all) admissions (including six

patients who had at least one RM treated with corticoste-

roids and one patient treated with corticosteroids during

TABLE 1 (Continued)

n (%), mean (SD) or median (IQR) All patients

Intravenous steroid therapy

p-valueNo Yes

With severe rhabdomyolysis (CK > 6000 IU/L) 2 (3) 2 (2) 3 (3) 0.616

Peak CK level (in IU/L)a 44 462 (459617) 23 053 (29140) 333 650 (524058) 0.065

Area under the curve (x106, in IU/Lhours)a 4.0 (17.6) 0.3 (0.8) 14.7 (21.7) 0.013

Length of hospital stay (in days) 6.8 (7.4) 4.7 (8.0) 7.6 (7.5) 0.129

With no rhabdomyolysis 3 (2) 2 (1) 3 (1) 0.157

With moderate rhabdomyolysis 2 (3) 2 (2) 1 (2) 0.356

With severe rhabdomyolysis 6 (6) 2 (5) 8 (7) 0.009

Number of admissions with moderate

rhabdomyolysis

4 (4) 4 (4) 4 (4) 0.827

Number of admissions with severe rhabdomyolysis 2 (2) 2 (2) 3 (3) 0.616

Moderate 2 (2) 1 (1) 2 (3) 0.288

Duration of stays with severe rhabdomyolysis (in

days)a
6 (3) 3 (1) 7 (2) 0.034

Note: p-values were from Fisher's exact test or the Mann–Whitney test. Values are quoted as the frequency (percentage), the mean (SD), or the median (IQR).

Moderate and severe episodes of rhabdomyolysis were defined as CK levels greater than 1000 IU/L and greater than 6000 IU/L, respectively. Bolditalic

indicates important value. Italic indicates significant value.

Abbreviation: CK, creatine kinase.
aValues were calculated with regard to each patient's longest hospital stay.
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some admissions but not during RM), and three patients

received corticosteroids during all of their admissions.

3.2 | Patient survival

Four patients (P16, P15, P17, and P7; two males and two

females) died at hospital in 2000, 2010, 2011, and 2016,

respectively, as a result of severe RM3; the mean

(SD) (range) age at death was 5.6 (0.7) (4.9–6.3) years.

None of the four patients had been treated with methyl-

prednisolone (Table 1). The diagnosis of lipin-1 defi-

ciency was known for three patients (P16, P17, and P7)

for whom the standardized protocol was strictly applied

especially with immediate hospitalization in case of trig-

gering event, in view of disease severity. However, this

strict management did not prevent the death of these

patients. P16 who died in 2016 was unfortunately treated

without corticosteroids. The patient was well known to

his university hospital, and the usual emergency protocol

was applied but without being reviewed. The emergency

workers also did not call our on-call telephone number,

therefore we could not insist on the need to administer

corticosteroids. P15 died at his first RM,3 the diagnosis of

lipin-1 deficiency being unknown before.

3.3 | Hospitalization characteristics

Median (IQR) number of admissions per patient was

21 (14); there was no difference between patients having

received corticosteroids and those who not having

received corticosteroids (p = 0.346) (Table 1). There were

no intergroup differences in the number of admissions

with moderate RM (CK > 1000 IU/L), with severe RM

(CK > 6000 IU/L) and without RM. Similar results were

TABLE 2 Characteristics (related to RM, plasma creatine kinase levels, and the hospital stay) of 138 admissions by the six patients with

LPIN1 mutations and RM who had been treated occasionally with corticosteroids.

n (%) or median (IQR)

All hospital stays

(N = 138, 100%)

Intravenous steroid therapy

p-value

No

(N = 125, 90.6%)

Yes

(N = 13, 9.4%)

Number of admissions

Without rhabdomyolysis (CK ≤1000 IU/L) 99 (71.7) 96 (76.8) 3 (23.1) <0.001

With moderate rhabdomyolysis (CK >1000–

6000 IU/L)

16 (11.6) 14 (11.2) 2 (15.4)

With severe rhabdomyolysis (CK >6000 IU/

L)

23 (16.7) 15 (12.0) 8 (61.5)

Peak CK level (in IU/L) 496 (1335) 481 (539) 16 260 (83763) 0.001

Maximum (year) CK level for P1 437 400 (2010) 437 400 (2010) 40 309 (2017)

Maximum (year) CK level for P4 500 214 (2017) 500 214 (2017) 16 260 (2015)

Maximum (year) CK level for P5 13 597 (2016) 3098 (2014) 13 597 (2016)

Maximum (year) CK level for P8 379 900 (2015) 379 900 (2015) 148 443 (2018

Maximum (year) CK level for P11 538 740 (2016) 29 122 (2018) 538 740 (2016)

Maximum (year) CK level for P18 220 000 (2019) 220 000 (2019) 84 863 (2018)

Area under the curve (�103, in IU/L h) 19.2 (1094) 15.0 (65.9) 19 952.2 (6163.2) 0.003

Length of hospital stay (in days) 0.3 (2) 0.1 (1.7) 4.1 (2.7) <0.001

With no rhabdomyolysis 0.1 (1.3) 0.1 (1.0) 3.0 (1.6) 0.008

With moderate rhabdomyolysis 0.1 (1.9) 0 (1.3) 3.1 (2.1) 0.050

With severe rhabdomyolysis 6.0 (6.7) 5.0 (8.2) 6.1 (3.2) 0.988

Duration of stays with moderate

rhabdomyolysis (in days)a
1.3 (1.0) 1.1 (1.0) 4.1 (0) 0.400

Duration of stays with severe rhabdomyolysis

(in days)a
4.3 (2.7) 4.9 (3.7) 3.8 (1.5) 0.395

Note: p-value from Fisher's exact test or Wilcoxon's-signed rank test. Values are quoted as the frequency (percentage) or the median (IQR). Bolditalic indicates

important value.Italic indicates significant value.

Abbreviation: CK, creatine kinase.
aAt least >2 CK measures.
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TABLE 3 Characteristics of 313 admissions for patients with LPIN1 mutations: rhabdomyolysis characteristics, plasma creatine kinase

variables, and length of hospital stay.

n (%) or median (IQR) All hospital stays

Intravenous steroid therapy

p-valueNo Yes

All patients N = 313 (100%) N = 290 (92.6%) N = 23 (7.4%)

Number of admissions

With no rhabdomyolysis (CK≤1000 IU/L) 229 (73.2) 222 (76.5) 7 (30.4) <0.001

With moderate rhabdomyolysis (CK > 1000–

6000 IU/L)

30 (9.6) 28 (9.7) 2 (8.7)

With severe rhabdomyolysis (CK > 6000 IU/L) 54 (17.2) 40 (13.8) 14 (60.9)

Peak CK level (in IU/L) 444 (860) 423 (640) 16 260 (92877) <0.001

Area under the curve (x103, in IU/L.hours) 20.0 (790.2) 16.4 (90.3) 2218.3 (13700) <0.001

Length of hospital stay (in days) 0.7 (2) 0.5 (1.8) 4.2 (5.7) <0.001

With no rhabdomyolysis 0.1 (1.5) 0.1 (1.5) 1.8 (3.0) 0.097

With moderate rhabdomyolysis 1.0 (2.0) 1.0 (1.9) 3.1 (2. 1) 0.105

With severe rhabdomyolysis 4.9 (9.0) 3.8 (8.9) 7.3 (7.7) 0.026

Duration of stays with moderate rhabdomyolysis (in

days)a
1.1 (1.5) 0.9 (1.6) 4.1 (0) 0.111

Duration of stays with severe rhabdomyolysis (in

days)a
3.6 (3.9) 3.4 (4.8) 4.6 (2.7) 0.122

Surviving patients

Number of admissions

With no rhabdomyolysis (CK≤1000 IU/L) 227 (77.0) 220 (80.8) 7 (30.4) <0.001

With moderate rhabdomyolysis (CK > 1000–

6000 IU/L)

28 (9.5) 26 (9.6) 2 (8.7)

With severe rhabdomyolysis (CK > 6000 IU/L) 40 (13.5) 26 (9.6) 14 (60.9)

Peak CK level (in IU/L) 423 (664) 404 (495) 16 260 (92877) <0.001

Area under the curve (x103, in IU/L.hours) 16.4 (211.3) 14.4 (30.8) 2218.3 (13700) <0.001

Length of hospital stay (in days) 1 (3) 0.2 (1.8) 4.2 (5.7) <0.001

With no rhabdomyolysis 0.1 (1.5) 0.1 (1.5) 1.8 (3.0) 0.095

With moderate rhabdomyolysis 1.0 (1.9) 1.0 (1.8) 3.1 (2. 1) 0.080

With severe rhabdomyolysis 7.0 (7.6) 6.0 (8.2) 7.3 (7.0) 0.294

Duration of stays with moderate rhabdomyolysis (in

days)a
0.9 (1.5) 0.9 (1.0) 4.1 (0) 0.116

Duration of stays with severe rhabdomyolysis (in

days)a
4.6 (3. 5) 4.7 (3. 5) 4.6 (2.7) 0.973

Period after 2015 N = 214 (100%) N = 191 (89.3%) N = 23 (10.8%)

Number of admissions

With no rhabdomyolysis (CK≤1000 IU/L) 166 (77.6) 159 (83.3) 7 (30.4) <0.001

With moderate rhabdomyolysis (CK > 1000–

6000 IU/L)

19 (9.9) 17 (8.9) 2 (8.7)

With severe rhabdomyolysis (CK > 6000 IU/L) 29 (13.6) 15 (7.9) 14 (60.9)

Peak CK level (in IU/L) 459 (630) 421 (486) 16 260 (92877) <0.001

Area under the curve (x103, in IU/L.hours) 15.8 (68.5) 12.9 (22.4) 2218.3 (13700) <0.001

Length of hospital stay (in days) 0.7 (2) 0.2 (1.7) 4.2 (5.7) <0.001

With no rhabdomyolysis 0.2 (1.5) 0.2 (1.5) 1.8 (3.0) 0.097

With moderate rhabdomyolysis 1.3 (2.0) 1.0 (1.9) 3.1 (2. 1) 0.079

(Continues)
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obtained when deceased patients were excluded from the

analysis and focusing on the period after 2015 (Table 1).

However, when considering the six patients who had RM

and occasionally been treated with corticosteroids

(Table 2), the median [IQR] number of RM was signifi-

cantly lower when intravenous corticosteroids had been

administered (2 [1], vs. 3 [1] in the absence of corticoste-

roids; p = 0.033, Wilcoxon's signed-rank test).

The peak plasma CK level and the area under the curve

were higher in the group of patients who had received cor-

ticosteroids, although this difference was not significantly

significant (p = 0.191 and p = 0.051, respectively). The

same was true when the deceased patients were excluded

from the analysis (p = 0.178 and p = 0.086, Table 1).

The median (IQR) length of the hospital stay was

10 (10.3) days overall and was significantly longer for

patients treated with corticosteroids than those treated

without corticosteroids (p = 0.041), mainly due to the

short length of the hospital stay for deceased patients.

After the exclusion of deceased patients from the analy-

sis, the median (IQR) length of the hospital stay fell to

11.9 (8.1) days and there was no difference between the

corticosteroid and non-corticosteroid groups (p = 0.327).

When focusing on the period after 2015, no intergroup

difference in the number of admissions with RM and with-

out RM was observed. However, the peak plasma CK level

and the area under the curve were higher (tendency or a

significant difference) in patients who received corticoste-

roids. Furthermore, the length of the hospital stay for epi-

sodes of severe RM was significantly longer when

corticosteroids were administered (Table 1).

The data per admission are summarized in Table 3.

The 19 patients had a total of 313 documented admissions

with 84 episodes of RM (including 30 with moderate RM

and 54 with severe RM). There were 290 admissions with-

out corticosteroid treatment and 23 admissions with corti-

costeroid treatment. The severity of RM was linked to the

use of intravenous steroid therapy because the proportion

of admissions with severe RM (as judged by the peak CK

levels and the area under the CK curve) was higher when

corticosteroids were administered. Furthermore, the length

of the hospital stay for episodes of severe RM was signifi-

cantly longer when corticosteroids were administered,

although this relationship was no longer significant when

deceased patients were excluded from the analysis (6.0

[8.2] with corticosteroids vs. 7.3 [7.0] without corticoste-

roids, p = 0.294), but remained significant when focusing

on the period after 2015 (7.3 [7.0] vs. 3.6 [7.5], p = 0.014).

Accordingly, to the severity of RM treated by cortico-

steroids, we could note a compartment syndrome involv-

ing both lower limbs, requiring fasciotomy with

hemodialysis and intubation in one episode; short ven-

tricular extrasystoles during the placement of a central

venous access port in another one. This was followed by

hyperkalaemia, acute kidney failure, systemic hyperten-

sion and posterior reversible encephalopathy syndrome,

necessitating hemodialysis, intubation, and vasopressor

treatment over 2 days; neurological criteria prompted

intubation for another one.

No adverse drug reactions related to corticosteroids

(infections, severe hypertension requiring treatment,

hypokalaemia, or pronounced hyperglycaemia requiring

insulin therapy) were noted.

3.4 | Focus on seven patients with severe
rhabdomyolysis that led to death or were
cured by corticosteroid treatment

Patient 7 was the eldest of the siblings P7–P8–P9 and

passed away at the age of 6 years in 2016, following a

severe episode of RM that was not treated with corticoste-

roids. He had previously experienced severe episodes of

RM at the ages of 2, 4, and 6 years (peak CK level at the

age of 2 years: 193 300 IU/L). During the fourth episode

of RM (triggered by acute gastroenteritis), the patient

developed a slight fever; this prompted hospital admis-

sion and hyperhydration. Salbutamol was administered

TABLE 3 (Continued)

n (%) or median (IQR) All hospital stays

Intravenous steroid therapy

p-valueNo Yes

With severe rhabdomyolysis 5.7 (5.1) 3.6 (7.5) 7.3 (7.0) 0.014

Duration of stays with moderate rhabdomyolysis (in

days)a
1.3 (1.5) 1.1 (1.3) 4.1 (0) 0.113

Duration of stays with severe rhabdomyolysis (in

days)a
4.3 (2.8) 3.6 (4.0) 4.6 (2.7) 0.241

Note: p-values were from Fisher's exact test or the Mann–Whitney test. Values are quoted as the frequency (percentage) or the median (IQR). Bolditalic

indicates important value.Italic indicates significant value.

Abbreviation: CK: creatine kinase.
aAt least 2 CK assays.
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(because of a history of asthma), although the patient's

respiratory status remained stable. The ECG showed

tachycardia (140 beats/min) and diffuse, symmetrical,

high-amplitude T waves with concomitant hyperkalaemia

and high CK levels (32 240 IU/L). The patient suddenly

developed ventricular fibrillation and then prolonged car-

diorespiratory arrest, leading to death despite intensive

resuscitation efforts. His sisters P8 and P9 were frequently

hospitalized for RM or suspected RM (six of the 25 hospital

stays for P8, and three of the 13 for P9). Regardless of the

plasma CK level, corticosteroids (methylprednisolone

2 mg/kg/day) were administrated at each admission for P9,

and at half of the admissions for P8. During P9's hospital

stay at 3 years of age, RM (peak CK level: 960 731 IU/L)

was associated with compartment syndrome involving both

lower limbs; this required fasciotomy with hemodialysis

and intubation. Her maximum kalaemia was 8.2 mmol/L.

She was hospitalized for 14 days in ICU. During her

third hospital stay for RM at the age of 5 (peak CPK level:

321 716 IU/L, with 12 days in the ICU), neurological

criteria prompted intubation. Kalaemia was below

5.0 mmol/L. Acute kidney failure did not occur.

Patient 19 was hospitalized three times at the age of

3.5 years and experienced two episodes of severe RM (peak

CPK level = 36 824 and 447 300 IU/L, respectively). The

second episode of RM was triggered by a pneumococcal

infection and required a 21-day stay in the ICU. Patient

19 experienced short ventricular extrasystoles during the

placement of a central venous access port. This was followed

by hyperkalaemia (6.1 mmol/L), acute kidney failure, sys-

temic hypertension, and posterior reversible encephalopathy

syndrome, necessitating hemodialysis, intubation, and vaso-

pressor treatment over 2 days. Methylprednisolone was

administered over 3 weeks at an initial dose of 4 mg/kg/day

and then 2 mg/kg/day. Patient 19 received prednisone and

methylprednisolone during his third hospital stay and did

not develop RM.

Patient 17 experienced two severe episodes of RM at

the ages of 2 and 2.5 years (peak CPK level = 690 760

and 255 200 IU/L, respectively), which were complicated

by systemic hypertension and kidney failure. During the

third episode of RM, the patient was admitted to the ICU

after experiencing diffuse muscle pain in the morning.

The ECG showed diffuse, symmetrical, high-amplitude T

waves. The blood potassium level was 5 mmol/L, and

arrythmia soon developed. The peak CPK level was

57 830 IU/L. Despite the application of an intensive

resuscitation protocol, the patient died within hours of

ICU entry. Corticosteroids were not administered.

At the age of 6 years, P153 presented at the ICU with

diffuse muscle pain and stiffness but stable respiratory

and hemodynamic vital signs. The peak CPK level was

22 013 IU/L, and his last kalaemia before arrythmia was

4.8 mmol/L. The patient suddenly developed ventricular

tachycardia and then cardiorespiratory arrest. Despite the

application of an intensive cardiopulmonary resuscitation

protocol, the patient died a few hours later.

Patient 16 experienced five severe episodes of RM

between the ages of 2 and 4 years, with a peak CPK level

of 210 800 IU/L. During the fifth episode, the girl (aged

5) died following cardiorespiratory arrest, with a peak

CPK level of 25 020 IU/L, and subnormal kalaemia.

4 | DISCUSSION

Despite our intensive treatment of episodes of acute RM

or at-risk situations,3 the mortality rate among patients

with lipin-1 deficiency was high (as emphasized by P7's

death in 2016). Most deaths were due to arrhythmia,3–5

which was probably related to hyperkalaemia and/or car-

diac dysfunction. Indeed, lipin-1 has specific roles in car-

diac lipid metabolism.6–8 Hence, there was an urgent

need for a treatment that prevented or attenuated RM

and its complications. Based on our findings for lipin-1

deficiency (a pro-inflammatory process with TLR9 hyper-

activation due to a phospholipid defect and a blockage in

mitophagy), and experience for other RM,19,20 we pro-

posed short course of systemic corticosteroids following

admission for acute situations and we retrospectively

evaluated their effectiveness and safety. Corticosteroids

decrease capillary permeability and the transcription of

inflammatory mediators and therefore reduce the overall

inflammatory load.19 The treatment consisted of the

intravenous administration of methylprednisolone (at a

dose of 1 to 2 mg/kg/day or, in one case, 4 mg/kg/day) in

a hospital setting, together with intensive care. Most of

the treated patients also received oral prednisone at home

before admission to hospital; this might have saved time,

notably because complications can occur soon after the

onset of RM.3

Remarkably, none of the corticosteroid-treated

patients died; all the deaths resulted from acute episodes

of RM in patients not treated with corticosteroids (includ-

ing three deaths since 2010 and one in 2016; the diagno-

sis was known for three patients). Moreover, when

considering the six patients who had been treated occa-

sionally with corticosteroids, the median number of epi-

sodes of RM was significantly lower when corticosteroids

were administered orally (before admission to hospital)

and then intravenously (in hospital). Even though the

episodes of RM were more frequently severe (according

to the peak plasma CK level and the area under the

curve) in corticosteroid-treated patients, the median

length of the hospital stay for patients with moderate RM

and those with severe RM were similar after deceased
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patients had been excluded from the analysis. These dif-

ferences were also obtained when focusing on the period

after 2015. These data (i.e. no death and a similar length of

the hospital stay for more severe RM) could suggest that

corticosteroids (together with aggressive organ support

and the prevention of at-risk situations, i.e. hospitalization

in all cases) help to effectively improve clinical outcomes.

These episodes of MR might have led to death without cor-

ticosteroids. We have practised “preventive” hospitaliza-

tions for a long time in the field of inherited metabolic

diseases and we believe it is still an appropriate method

in diseases at risk of RM such as mitochondrial fatty

acid disorders. In the case of lipin-1 deficiency, even before

the LPIN1 molecular diagnosis, the medical staff and

the parents were rapidly aware of those RM episodes

seriousness therefore this preventive protocol has been rig-

orously applied for a long time. Thus, our hospital admis-

sion protocol has changed little over time, except for the

administration of corticosteroids and (perhaps) stricter

monitoring.

It should be noted that the potassium level is proba-

bly not a good marker of severity because it was some-

times subnormal or moderately elevated before the death

of a patient, and not necessarily correlated with the ECG

pattern5 (see focus on seven patients).

Our study has several limits: it is a retrospective and

not controlled study of a small sample size (not a prospec-

tive randomized well-designed comparative-controlled

study) and the period without corticosteroids was longer

than the period with corticosteroids administration. While

treatments during admissions were standardized, we can-

not affirm that there was no variation in the management

with time. In the same way, although RM treated with cor-

ticosteroids were more severe than those not treated with

corticosteroids, we cannot exclude that the number of

deaths was not due to the larger group (admissions) not

treated with corticosteroids. However, when focusing on

the period after 2015, the peak plasma CK level and the

area under the curve were also higher (tendency or a sig-

nificant difference) in the group of patients who had

received corticosteroids. Furthermore, the length of the

hospital stay for episodes of severe RM was significantly

longer when corticosteroids were administered.

Given the good safety profile observed during the

23 admissions with corticosteroid administration

(in 10 patients), we have continued to give corticosteroids

at home and then upon admission to hospital in all at-

risk situations. The treatment is simple, inexpensive, and

easy to access. The speed of death of patient P15 also

shows the interest of corticosteroids at home just before

being hospitalized, to save time. It is a real therapeutic

education. Given that corticosteroids have been linked to

adverse events like susceptibility to infections and

metabolic and endocrine effects (albeit not observed in

our cohort), the dose and duration of corticosteroid treat-

ment must be determined on a rigorous basis (i.e. taking

account of contraindications, infections, and the risk–

benefit ratio) during an admission that features other

therapeutic and preventive measures. We recommend

vaccinating lipin-1-deficient patients with all available

vaccines, as the risk of decompensation is very high dur-

ing epidemics of viral disease, and corticosteroids can

make chickenpox worse. We include the vaccination

against COVID-19,22 although PAP-1 deficiency signifi-

cantly suppresses SARS-CoV-2 replication23 and this vac-

cine can be responsive for RM.24

The innate immune system acts as the first line of

defense against invading pathogens. Induction of an

antiviral innate immune response depends on the

TLRs, which then activate signaling pathways and

induce the production of antiviral cytokines and che-

mokines. TLRs are present at the cell surface or in

endosomal compartments; for example, TLR9 that is

involved in the recognition of single-stranded DNA

(hypomethylated CpG motifs, specifically) and then

upregulates inflammatory mediators.25 When the mito-

chondria are stressed or damaged, these organelles gen-

erate stress signals that include ROS and mtDNA

release. Cell-free mtDNA acts as a damage-associated

molecular pattern (due to its similarity to bacterial ances-

tors) and activates several innate immune pathways

(including the TLR9 pathway).17 Mitophagy that removes

damaged mitochondria and thus is crucial for preserving

mitochondrial and immune homeostasis. When mitochon-

dria are defective, for example, in lipin-1 deficiency, they

trigger inflammatory cascades. Interestingly, the fact that

gastrointestinal and respiratory viruses are frequently

found in cases of LPIN1-mediated RM emphasizes the role

of viral triggers via TLR9.26 It should be noted that in

pah1Δ yeast, expansion of the endoplasmic reticulum

(with an increase in phospholipid content) facilitates the

replication of RNA viruses, which take advantage of the

greater membrane surface area and the change in lipid

composition.27

Prolonged exercise (another RM trigger) results in cyto-

kine release, DNA damage, and oxidative stress in skeletal

muscle.28 Although regular exercise is crucial for good

health (notably by upregulating the transcription of genes

encoding programs involved in fatty acid oxidation and oxi-

dative phosphorylation), overtraining is associated with

DNA damage and oxidative stress.29 Furthermore, lipid

droplets accumulate in lipin-1-deficient tissues5,11,16,30 and

might amplify systemic immune responses because the

deposits store inflammatory precursors.31 Accordingly, the

inhibition of lipid droplet formation protects mice from

inflammatory mediator production and death by endotoxic
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shock.32 We showed previously that the lipid droplet count

in patients' myoblasts was much lower following treatment

with dexamethasone.11

We believe that our present results open up major

perspectives for treating “sporadic” or “epidemic” RM

caused by viral infections; these episodes are much more

frequent than episodes of hereditary RM.33 Promising

results with dexamethasone have been already described

for the treatment of RM variously caused by infection,33

effort,34 drugs, and alcohol.19 Approximately 26 000

cases of RM are reported in the United States annually,

and little is known about the recurrence rate.35 What-

ever the cause, all episodes of RM are thought to have

the same downstream mechanism: a shortage of energy,

dysfunction of the Na/K-ATPase and Ca2+ ATPase

pumps, elevated cellular permeability to sodium ions,

and a rise in the intracellular calcium concentration.36

Intracellular calcium activates calcium-dependent pro-

teases and phospholipases, leading to the destruction of

myofibrillar, cytoskeletal and membrane proteins, and

the release of muscle-cell contents into the circulation.37

It has been postulated that RM has an inflammatory

component specifically due to the release of inflamma-

tory mediators from dying myocytes.19 Moreover, skele-

tal muscle is damaged by the myotoxic cytokines

released in response to viral infection.38 Our results

have prompted us to treat all cases of severe RM—even

in the absence of genetic diagnosis—with corticoste-

roids, after we have ruled out certain infections in

which the drugs are contraindicated. Patient P15 in our

study could be an example of this: he might not have

died if the corticoids had been immediately adminis-

tered, but we will never be able to prove it.

Along with the role of inflammation in lipin-1

deficiency, RM involves an energy defect; this is mainly

due to the impairment in mitophagy but might also

involve abnormal mitochondrial dynamics. In fact, the

phosphatidate pool metabolized by lipin-1 interacts with

the conserved dynamin-related protein 1.39 In the future,

long-term treatment with TLR9 antagonists, autophagy/

mitophagy clearance inducers, or antioxidants might

prevent acute RM. Fasting should be discouraged because

it induces autophagy, and early death is observed in

starved lipin-deficient flies.40

In conclusion, our study suggests a simple, inexpen-

sive, easy-to-access treatment for patients with life-

threatening lipin-1 deficiency with RM or with a high

risk of RM: oral steroids prior to hospital admission,

intravenous corticosteroids in hospital, supportive treat-

ment (hyperhydration), and close monitoring, consis-

tently with the “inflammatory hypothesis” for lipin-1

deficiency. The findings need to be confirmed by further

multicenter randomized studies.
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CERTIFICATS URGENCE  — FILIERE G2M

Rhabdomyolyse (RM) par mutation LPIN1

Patient prioritaire: ne doit pas attendre aux urgences
Transport SAMU vers un CHU avec réanimation et perfusion dès le domicile au moindre signe clinique de RM 

1 BILAN EN URGENCE

3 SIGNES DE GRAVITE

2 TRAITEMENT A METTRE EN PLACE EN URGENCE, sans attendre les résultats du bilan:

CPK, Glycémie, ionogramme sanguin, kaliémie, calcémie, phosphore, urée, créatinine, gaz du sang, Ca ionisé, lactate, ASAT, ALAT, GGT, 

TP - Facteur V. ECG dès l’arrivée. Noter la couleur des urines (myoglobinurie). Bilan selon maladie intercurrente déclenchante. 

Ne pas attendre les résultats du bilan pour débuter la perfusion.

A- Prise en charge systématique

 Corticothérapie: Débuter au domicile Per Os (Cortancyl®) puis IV dès l’arrivée: Methylprednisolone 1 à 2mg/kg/j pendant 3 à 5 jours

 Arrêt du traitement de fond par Plaquenil

 Si signes d’hypoperfusion, remplissage avec Ringer Lactate ou NaCl 0.9% à 10ml/kg (maximum 500 ml) en l’absence de signe

cardiaque, à réévaluer et compléter si besoin.

 Perfusion d’hyperhydratation :

• Volume 3L/m²/jour

• Préparation pour 1 litre de soluté: 200 ml de G30% + 400 ml de Bicarbonate 14 ‰ + 400 ml de Nacl 0,9%

Pas de potassium ni de calcium

 Hospitalisation en USC ou réanimation systématique si rhabdomyolyse (quelque que ce soit le degré d’élévation des CPK)

 Mettre en route le traitement spécifique de l'éventuelle infection intercurrente

B- Adaptation selon évolution des CPK

 Perfusion pendant au minimum 24h même si CPK normales initialement. Si les CPK restent normales, possibilité de passer à une

perfusion de Sérum Glucosé G10% + NaCl 6g/L avec apports 2L/m²/j (débit maximum 150 ml/h). Ne pas utiliser de solutés tout prêts

contenant du potassium dans les premières heures, sauf si hypokaliémie secondaire. Réintroduire K+ en l’absence de RM et en

fonction de la kaliémie.

• CPK > 20 000 UI/L 

• Troubles du rythme, signes ECG d’hyperkaliémie, hyperkaliémie > 7 mmol/L

• Oligo/anurie, urines rouges porto, insuffisance rénale

• Trouble neurologique, prostration (risque coma hyperosmolaire)

• Discuter l’épuration extra-rénale si :

• kaliémie > 5mmol/L, 

• anomalie de l’ECG quelle qu’elle soit, 
• anurie/oligurie et BES positifs contre-indiquant la poursuite de l’hyperhydratation, 
• atteinte rénale (les chiffres de créatinine ne reflètent pas l’importance de l’atteinte rénale, car libérée par la nécrose 

musculaire, urée plus fiable).

V2 – Fev 2023

En cas de fièvre, vomissements, diarrhée, douleurs musculaires, ou anesthésie :

Risque de Rhabdomyolyse Aiguë rapidement suivie d’hyperkaliémie menaçante avec troubles du rythme et  
d’insuffisance rénale

- Dextro, Na, K/2h les premières 24h, adapter les apports de potassium à la kaliémie et à la fonction rénale (en l’absence d’apport 

dans la perfusion, il existe également un risque d’hypokaliémie si la rhabdomyolyse n’est pas sévère).
- Iono complet avec Ca, Ph, Mg, urée, créat, CPK / 6h. 

- Surveillance débit urinaire horaire > 2ml/kg/h, pHu et densité urinaire <1005. 

- BES/ 3h pour adapter l’hyperhydratation. 
- ECG en place avec  tracé/heure. Echographie cardiaque.

- Si CPK normales, garder hospitalisé le patient au moins 24h avec perfusion pour être sûr que les CPK ne s’élèvent pas 
secondairement

4 SURVEILLANCE initiale en USC/Réanimation

Retrouver la rubrique 

Urgence du site G2M

Ce protocole d’urgence est une proposition du groupe de travail de la filière G2M.  L’adaptation de ce protocole est possible sous la respon-

sabilité du médecin référent. En aucun cas, il ne peut se substituer à la responsabilité du médecin prenant en charge le patient aux urgences.



CERTIFICATS URGENCE  — FILIERE G2M

PHYSIOPATHOLOGIE:

Les mutations du gène LPIN1 entrainent des rhabdomyolyses aiguës particulièrement sévères et rapides, à risque de décès, surtout

par trouble du rythme cardiaque par hyperkaliémie (fibrillation ventriculaire ou tachycardie ventriculaire), mais aussi possiblement

par une atteinte myocardique, soit directement responsable de troubles du rythme, soit abaissant le seuil de tolérance à

l’hyperkaliémie. Les épisodes aigus peuvent survenir lors de circonstances à risque (fièvre, infection intercurrente, vomissements,

diarrhée, activité physique inhabituelle, et tout état de jeûne ou de catabolisme).

Certains patients présentent également des douleurs musculaires chroniques ou une fatigabilité à l’effort, avec des CPK modérément

élevées hors contexte aigu. Ces CPK peuvent s’élever secondairement dans les circonstances à risque.

Traitements habituels selon les patients:

- Plaquenil en traitement de fond, à faible dose. Traitement à arrêter lors des poussées aiguës de rhabdomyolyse

- Corticothérapie courte systématique lors de toute circonstance à risque, débutée par les patients à domicile.

CIRCONSTANCES A RISQUE DE DECOMPENSATION:

• Maladie infectieuse intercurrente, fièvre, anorexie, vomissements, soit tout état de jeûne ou de catabolisme.

• Exercice physique inhabituel

• Chirurgie / Anesthésie

SIGNES CLINIQUES DE DECOMPENSATION : Ne pas attendre ces signes!

• Douleurs musculaires (pouvant précéder l’élévation des CPK)
• Impossibilité de marcher, prostration

• Troubles du rythme cardiaque, insuffisance cardiaque

• Troubles de conscience

• Choc hypovolémique

• Myoglobinurie (signe une rhabdomyolyse sévère)

CONTRE-INDICATIONS MEDICAMENTEUSES/ CONSEILS GENERAUX :

 Toutes les vaccinations sont préconisées (notamment la grippe). 

EN CAS D’ANESTHESIE GENERALE : 

- Agents anesthésiques contre-indiqués: Halogénés (dépresseur du myocarde), curares dépolarisants 

(succinylcholine, favorise la contraction musculaire), propofol en administration prolongée

- Surveillances des CPK pré et post-opératoires

- Traitements contre-indiqués à la phase aiguë d’une rhabdomyolyse: AINS, tout médicament hyperkaliémiant

- Statines (risque accru de rhabdomyolyse)

- Certains agents anesthésiques: cf ci-dessous

NUMEROS ET MEDECINS REFERENTS

La nuit, seule les équipes médicales peuvent appeler pour des situations d’urgence et seulement si le certificat d'urgence n'est pas compris ou si

l'état clinique ou le résultat du bilan sont inquiétants. Anticiper les appels avant la nuit autant que possible.

Les questions de secrétariat se traitent via le secrétariat médical en semaine ou par un e-mail adressé au médecin métabolicien référent du

patient.

Certificat remis le Dr

Les numéros d’astreinte téléphonique pour les urgences métaboliques de : 



 



 

 

 

Le déficit en lipin-1 est une cause majeure d’épisodes aigus de rhabdomyolyses (RM) sévères, déclenchés 

principalement par le jeûne ou la fièvre, engageant le pronostic vital des patients. La prise en charge uniquement 

symptomatique en service de réanimation témoigne de la nécessité de trouver de nouvelles pistes thérapeutiques. 

Une meilleure connaissance de la physiopathologie du déficit en lipin-1, liée à un défaut d’autophagie et de 

mitophagie, a permis d’identifier une cible thérapeutique, le récepteur de l’immunité innée Toll-like receptor 9 

(TLR9), et de mettre en place un traitement à visée compassionnelle par l’hydroxychloroquine sulfate (HCQ). Ce 

traitement a permis une amélioration des signes cliniques chroniques musculaires des patients ainsi qu’une 

diminution de leurs marqueurs inflammatoires plasmatiques. Cependant, certains patients ont présenté des accès 

de RM sous traitement par HCQ, dont nous avons cherché à comprendre l’origine. 

Dans une première partie, nous avons montré que les patients ayant soufferts d’accès de RM sous 

traitement présentaient une concentration plasmatique plus élevée d’HCQ par rapport aux autres patients. Des 

études in vitro sur des myoblastes primaires de patients nous ont permis de montrer que l’HCQ bloque l’autophagie, 

par modification du pH lysosomal, à forte dose (10 µM) et non à de plus faibles doses (0,1 et 1 µM). Cet effet dose-

dépendant in vitro pourrait expliquer la survenue de RM chez les patients ayant de fortes concentrations 

plasmatiques d’HCQ, en aggravant leur déficit d’autophagie initial. Afin d’étudier in vitro les effets cellulaires de la 

RM, les myoblastes primaires ont été soumis à un stress métabolique induit par un milieu pauvre en nutriments. 

En condition de stress, nous avons montré une accumulation d’espèces réactives de l’oxygène (ROS) et d’ADN oxydé 

dans les myoblastes de patients. Cette accumulation a été prévenue par l’HCQ à faible dose (1 µM), suggérant un 

effet bénéfique de l’HCQ chez les patients à des doses inférieures à celles inhibant l’autophagie. Par ailleurs, le taux 

intracellulaire de calcium, l’un des marqueurs de la RM in vitro, a été étudié en condition de stress. Nos résultats 

ont montré une exacerbation de la fuite calcique du réticulum endoplasmique (RE) chez les patients par rapport 

aux contrôles lors du jeûne, non reversée par le traitement par l’HCQ aux doses de 10 et 1 µM. 

Dans une seconde partie, nous avons étudié les mécanismes sous-jacents de l’effet antioxydant de l’HCQ 

dans des myoblastes immortalisés en recherchant son rôle dans les voies de dégradation et de production des ROS. 

Nos résultats ont révélé que la diminution des ROS intracellulaires par l’HCQ n’impliquait pas la modification de 

l’expression des gènes Antioxidant response element (ARE), ni l’activité protéique du facteur de transcription 

Nuclear factor erythroid-2-related factor 2 (Nrf2). D’autre part, nous avons également montré que le stress oxydatif, 

observé dans les myoblastes en condition de jeûne, était associé au stress du RE, indépendamment de la voie 

canonique médiée par Inositol-requiring protein 1 (IRE1), mais aussi à un dysfonctionnement mitochondrial. 

Cependant, l’HCQ à la dose de 1µM n’a pas permis de réverser la survenue du stress du RE en condition de jeûne. 

Des résultats supplémentaires sont nécessaires pour conclure sur l’impact de l’HCQ sur le fonctionnement de la 

mitochondrie.  

L’ensemble de nos résultats suggèrent un effet de l’HCQ à faible dose sur le stress oxydatif, processus 

critique dans la physiopathologie du déficit en lipin-1.  
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