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Effets pléiotropes de la lamine A mutée en un site responsable de dystrophie musculaire congénitale :

recherche translationnelle, de la clinique aux modéles cellulaires et animaux.

Des centaines de mutations du géne LMNA codant les lamines A/C, protéines nucléaires de la famille des
filaments intermédiaires, causent des pathologies. Pour ma these, j'ai étudié la mutation LMNA p.R388P,
nouvellement identifiée comme responsable de dystrophie musculaire congénitale (L-CMD) associée a une
lipodystrophie. Mes objectifs étaient de caractériser les propriétés des lamines mutées et leur impact dans des

cellules et dans un muscle squelettique.

Résultats : 1) La culture ex vivo de fibroblastes de peau de la patiente a révélé leur entrée prématurée
en sénescence. 2) Dans des modeles de cellules immortalisées, la lamine A mutante surexprimée, qui
s’accumule exclusivement dans le nucléoplasme et est anormalement soluble a modifié les propriétés de ses
partenaires LAP2a et émerine, augmenté le nombre de genes liés par les lamines A, diminué la compaction de
la chromatine et induit des dysmorphies nucléaires. Le traitement des cellules avec des inhibiteurs d’histones
acétyltransférases ou désacétylases n’a pas restauré la forme des noyaux. 3) Dans le muscle tibial antérieur de
souris injecté avec des virus adéno-associés codant les lamines A mutantes, le nombre de fibres oxydatives de

type IIA est diminué et I'expression de quelques génes est modifiée.

Conclusion : Nous avons montré que les lamines A R388P altérent la structure du noyau, I'intégrité de
I’enveloppe nucléaire et 'organisation/expression du génome, avec des conséquences sur le typage des fibres
de muscle squelettique. De par ses effets pléiotropes, la lamine A mutante apparait particulierement toxique,

en accord avec la sévérité de la pathologie observée chez la patiente.

Mots clefs : Lamine A, dystrophie musculaire congénitale, dysmorphie nucléaire, organisation de la

chromatine, modéle cellulaire, modeéle animal

Pleiotropic effects of a mutant lamin A responsible for congenital muscular dystorphy : a translational study,

from the clinical case to cellular and animal models.

Hundreds of mutations in the LMNA gene coding lamins A/C, nuclear intermediate filament proteins,
cause several diseases. For my thesis, | studied the p.R388P LMNA mutation, newly identified as responsible for
congenital muscular dystrophy (L-CMD) associated with lipodystrophy. My goals were to determine the

properties of the mutant lamin A and its impact in cells and a skeletal muscle.

Results: 1) Ex vivo culture of patient skin fibroblasts revealed their premature entry into senescence. 2)
In immortalised cell lines, the overexpression of the mutant lamin A, which accumulates exclusively in the
nucleoplasm and is abnormally soluble, modified the properties of two partners, LAP2a and emerin, increased
the amount of genes bound by lamin A, decreased the compaction of chromatin and induced nuclear
dysmorphies. Treatment of cells with histone acetyltransferase or deacetylase inhibitors did not rescue nuclear
shape. 3) In mouse tibialis anterior muscle injected with adeno-associated virus coding for mutant lamin A, the

number of oxidative type IIA myofibres was decreased and expression of few genes modified.

Conclusion: We showed that R388P lamins A alter the structure of nuclei, nuclear envelope integrity and
the organisation/expression of the genome, with consequences on skeletal muscle fibre typing. Because of its
pleiotropic effects, the mutant lamin A appears particularly toxic, in agreement with the severity of the

patient’s disease.

Keywords: Lamin A, congenital muscular dystrophy, nuclear dysmorphy, chromatin organization, cellular

model, animal model
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Chapitre 1

Les lamines






Chapitre 1 Les lamines

L'existence de la lamina nucléaire a été mise en évidence par microscopie électronique en
1956 par Pappas dans des amibes (Pappas 1956) mais c’est seulement en 1966 que Donald W.
Fawcett, professeur d’anatomie, décrit une nouvelle structure nucléaire dans des cellules de
vertébrés. Les cellules eucaryotes, délimitées par leur membrane plasmique, se composent de deux
compartiments, le noyau, qui contient le génome, et le cytoplasme composé du cytosol et des
organites cytoplasmiques. Le noyau et le cytoplasme sont séparés par I'enveloppe nucléaire, une
double membrane lipidique constituée d’'une membrane extérieure, la outer nuclear membrane ou
ONM, et d’'une membrane intérieure, la inner nuclear membrane ou INM. Les pores nucléaires,
localisés au sein de I'enveloppe nucléaire, permettent les échanges controlés entre ces deux
compartiments. Les analyses ultrastructurales de Donald W. Fawcett ont mis en évidence un liseré
sombre entre la membrane nucléaire interne et la chromatine condensée (Figure 1), une structure
qu’il appela fibrous lamina du fait de sa nature filamenteuse (Fawcett 1966). La lamina fait partie de
la matrice nucléaire, définit comme regroupant les structures résiduelles insolubles via des
extractions en sel des noyaux .

Ribosome

A daj o
) Enveloppe nucléaire . Rt

endoplasmique

Noyau Nucléole rugueux

Chromatine S
Pore nucléaire__ il plasmique

Réticulum
endoplasmique

lisse Cytoplasme

Ribosome libre el
Appareil de Golgi Nuclegtus

Centricle Mitochondrie

C)

Lipid

Figure 1: Localisation de la lamina dans une cellule eucaryote.

A) Organisation d’une cellule eucaryote (adapté de thinglink.com). B) Microscopie électronique d’une portion de noyau
d’une cellule interstitielle de chat. C) Portion de noyau similaire a celle dans le rectangle en B) a plus fort grossissement. Pas
d’échelle disponible. (Fawcett 1966)

Grace a la génération d’anticorps dirigés contre un pool de protéines nucléaires abondantes et
non solubles puis a leur utilisation pour des expériences d'immunolocalisation, il a été possible
d’identifier trois protéines constituant la lamina associée a la membrane nucléaire interne (Gerace et
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al. 1978; Krohne et al. 1978). Ces protéines ont ainsi été nommées lamines (A, B et C). Le clonage de
I’ADNc des lamines humaines de type A et B révéla que les lamines font partie de la famille des
filaments intermédiaires (McKeon et al. 1986; Fisher et al. 1986; M. Peter et al. 1989).

l. Les filaments intermédiaires

A. Les filaments intermédiaires: un des trois réseaux du
cytosquelette

Les filaments intermédiaires ont été initialement observés par microscopie électronique dans
le compartiment cytoplasmique de cellules du muscle squelettique d’embryons de poussins
(Ishikawa et al. 1968). Leur nomination « intermédiaire » provient du fait que leur diametre a été
estimé entre 8 et 12 nm, une valeur intermédiaire entre les deux autres éléments du cytosquelette,

les microtubules (25 nm) et les filaments d’actine (7 nm) (Figure 2).

Actine Filaments intermédiaires Microtubules
o «a-tubuline

Caad B-tubuline

. G-actine
F-actine

o
7nm| a‘ﬁmﬁé@m‘?{é 8-12nm
®

Figure 2 : Les éléments du cytosquelette
(Adapté de (Mostowy and Cossart 2012))

Alors qu’un cytosquelette procaryotique existe, les filaments intermédiaires n’ont pour
I'instant été décrits que dans les cellules des métazoaires et leur présence dans les champignons

reste controversée.

B. Les sous classes des filaments intermédiaires

Le terme de filaments intermédiaires regroupe plusieurs familles de protéines, qui se localisent
soit dans le cytoplasme soit dans le noyau des cellules. Les protéines des filaments intermédiaires
cytoplasmiques ont la particularité, contrairement a la tubuline et a l'actine, de ne pas étre
ubiquitaires. En effet, leur expression varie au cours du développement de |'organisme, de la
différenciation des cellules et selon les tissus de I'organisme. De leur c6té, les protéines de la famille
des filaments intermédiaires nucléaires sont ubiquitaires, mais avec un niveau d’expression pouvant

varier au cours du processus de différenciation des cellules.

Les protéines des filaments intermédiaires ont en commun des régions trés conservées,
impliqguées dans la formation de dimeres, mais elles ont également une grande variabilité de
séquence notamment dans leur extrémité C-terminale. Ainsi, elles ont été divisées en six classes
selon '"homologie de séquence de leur domaine central hélicoidal, leur charge et leur structure
secondaire (A. Peter and Stick 2015).
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Figure 3 : Similarité et variabilité entre les filaments intermédiaires
(Adapté de cytochemistry.net lui-méme adatpé de Alberts et al. Biology of the Cell, Garland Publishing, N.Y. 1996)

1. Les filaments intermédiaires de type | et Il

Les kératines qui comprennent un grand nombre d’isoformes acides, neutres ou basiques
constituent les filaments de type | et ll, les plus représentés dans I'organisme (Schweizer et al. 2006).
Elles sont exprimées dans les cellules épithéliales et composent les ongles et cheveux. Chaque type
d’épithélium exprimant une combinaison caractéristique de kératine de type | et Il. Les kératines
interviennent dans le maintien de la polarité cellulaire et dans la compartimentation de certaines

protéines dans le cytoplasme des cellules épithéliales (Salas et al. 1997; Ameen et al. 2001).

2. Les filaments intermédiaires de type lll

Les filaments intermédiaires de type Ill comprennent quatre protéines, la vimentine, la

desmine, la protéine acide fibrillaire gliale (GFAP) et la périphérine.

La vimentine est la protéine des filaments intermédiaires majoritaire des cellules
mésenchymateuses. Elle est impliquée dans diverses fonctions cellulaires, telles que la morphologie
des cellules gliales (Colucci-Guyon et al. 1999), la migration cellulaire (Eckes et al. 1998; Eckes et al.
2000) ou encore la méchanotransduction de forces de cisaillement (Henrion et al. 1997).

La desmine est exprimée dans les cellules musculaires ou elle assure un role majeur dans le
positionnement des organelles et la mécanotransduction de signaux. En effet, des mutations dans le
géne codant la desmine sont responsables de pathologies appelées desminopathies qui sont des
myopathies myofibrillaires. Dans ces pathologies la desmine ne forme plus un réseau organisé, elle
est accumulée sous forme d’agrégats et l'organisation des organelles et des sarcoméres est
déstabilisée (Bar et al. 2005) (Figure 4).
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Sarcomeére Mitochondrie Desmine

Noyau Cytoplasme Agrégats de desmine

Figure 4 : La desmine, responsable de I'organisation des organelles dans les cellules musculaires
Organisation des organelles dans une cellule saine A) ou dans une cellule de patient atteint de desminopathie B). (Adapté de
(Capetanaki et al. 2015)).

La GFAP forme des filaments dans les cellules gliales qui entourent les neurones et dans les
cellules de Schwann du systéme nerveux périphérique. La GFAP participe a la formation de la glie et a
ses interactions avec les neurones (McCall et al. 1996). Elle est également un marqueur de
dommages ou de vieillissement des astrocytes (Middeldorp and Hol 2011).

La périphérine est exprimée dans les neurones du systéme nerveux périphérique. Elle est
impliquée dans le maintien et le fonctionnement des motoneurones (Beaulieu et al. 1999).

3. Les filaments intermédiaires de type IV

Le type IV des filaments intermédiaires comprend I'a-internexine, les neurofilaments (NFs) et
la syncoiline. Les neurofilaments remplissent le coceur neuronale des axones, ils sont responsables de
leur croissance radiale et déterminent donc leur diamétre alors que les microtubules, eux, sont
impliqués dans I’élongation des axones (Lariviere and Julien 2004). L'a-internexine est également
impliquée dans la morphogenése des neurones et la régénération axonale (Blizzard et al. 2013). Elle
assure la base de la construction du réseau des NFs (Lariviere and Julien 2004). La syncoiline est
fortement exprimée dans les muscles squelettiques et cardiaques (Newey et al. 2001). Elle permet de
faire le lien entre le complexe protéique associé a la dystrophine et les filaments intermédiaires de
desmine (McCullagh et al. 2007).

4. Les filaments intermédiaires de type V

Le type V des filaments intermédiaires est celui des lamines, protéines nucléaires. Les
caractéristiques des lamines seront discutées dans les parties suivantes.
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5. Les filaments intermédiaires de type VI

Le type VI des filaments intermédiaires comprend quatre membres. La filensine (Beaded
Filament Structural Protein 1) et la phakinine (Beaded Filament Structural Protein 2), permettent de
mettre en place les propriétés optiques du cristallin et de maintenir sa transparence (Song et al.
2009). La synémine, dont il existe 3 isofomes, L (low), M (medium) et H (high), est exprimée dans de
nombreux tissus tels que les cellules musculaires, les erythrocytes ou les neurones (Bilak et al. 1998;
Granger and Lazarides 1982; Izmiryan et al. 2006). Pour former un réseau, chaque isoforme nécessite
une autre protéine de la famille des filaments intermédiaires, comme la vimentine. La nestine, est

exprimée dans les cellules souches du systeme nerveux central (Lendahl et al. 1990).

6. Pathologies liées aux protéines de la famille des filaments intermédiaires

Type cellulaire (Type de

filament intermédiaire)

Cellules nucléées (V) Lamines Dystrophie musculaire, cardiomyopathie,
lipodystrophie, syndrome progeroide, maladie de
Charcot-Marie-Tooth de type 2B

Filament intermédiaire Maladies associées

Cellules épithéliales (I et I1) Kératines Troubles de la peau, des cheveux et des ongles,
dystrophie cornéenne et prédisposition aux maladies
du foie

Cellules Vimentine Cataracte

mésenchymateuses (l11)

Cellules gliale (I11) GFAP Maladie d’Alexander

Neurones (lll et V) Neurofilaments, périphérine et a- Maladie de Charcot-Marie-Tooth, prédisposition a la

internexine sclérose latérale amyotrophique et a la maladie de
Parkinson
Myocytes (lll et IV) Desmine, synémine et syncoiline Myopathie et dystrophie musculaire
Cristallin (VI) Filensine and phakinine Cataracte

Tableau 1 : Implication des filaments intermédiaires dans les pathologies humaines
(Adapté de (Snider and Omary 2014))

De nombreuses pathologies sont associées a des protéines de la famille des filaments
intermédiaires des types | a VI. En fonction de la localisation de I'expression de ces filaments
intermédiaires, différents types cellulaires peuvent étre touchés causant différentes maladies
(Tableau 1). Notons en particulier que la desmine, la synémine et la syncoiline sont toutes trois liées
a des myopathies et des dystrophies musculaires. Nous avons déja mentionné les desminopathies
décrivant les pathologies ol il y a formation d’agrégats de desmine dans des cellules musculaires. Les
souris dépourvues de synémine sont myopathiques (Garcia-Pelagio et al. 2015). La syncoiline, quant
a elle, est sur régulée dans une variété de myopathies humaines (Howman et al. 2003; Brown et al.
2005) et dans des modeles murins de maladies musculaires (McCullagh et al., 2007; Newey et al.,
2001).

C. Structure des filaments intermédiaires

L'ensemble des protéines des filaments intermédiaires présentent une région centrale tres
conservée (coiled-coil rod domain ou rod domain ou domaine en superhélice a) incluant quatre

segments en hélice-a (1A, 1B, 2A et 2B), reliés entre eux par des linkers (L1, L12 et L2). Les régions
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adjacentes N- et C-terminales non hélicales mais globulaires sont variables de par leur taille et leur

composition en acides aminés (Parry et al. 2007).

D. Assemblage des filaments intermédiaires in vitro

Les monomeres de filaments intermédiaires s’assemblent tout d’abord en homodimeres
(exemple : les lamines) ou en hétérodiméres (exemple : les kératines) grace a leur rod domain en
hélices-a, qui contient un motif répété de 7 acides aminés (heptad repeat: a a g). Au sein de ces
motifs, les acides aminés en position a et d sont préférentiellement hydrophobes alors que les acides
aminés en position e et g sont chargés. Chaque hélice-a s’enroule autour de celle d’'une autre
protéine pour former un dimeére. Ensuite, le type d’association entre 2 dimeres (55 nm long) varie
selon la nature des protéines composant les oligomeéres: 1) chevauchement antiparallele des
segments coil 1B (kératines trichocytes réduites et épidermiques, A,4, Figure 5 B)), 2) chevauchement
antiparallele des segments coil 2B (kératines trichocytes oxydées, A,, Figure 5 C)), 3) chevauchement
antiparallele du dimere dans toute sa longueur (vimentine, desmine et neurofilaments, A,,, Figure 5
D)), 4) chevauchement paralléle du domaine C-terminal d’un dimeére avec la région N-terminale de
I'autre dimére (les lamines, Acy, Figure 5 E)). Aprés une étape d’élongation, une étape de compaction
radiale conduit a la formation de filaments intermédiaires matures. Au final, le nombre de
polypeptides a une section donnée d’un filament est d’approximativement 32 mais ce nombre varie
en fonction du filament intermédiaire (Paramio and Ph 2015). L’assemblage des lamines nucléaires

qui se fait selon un autre processus sera décrit plus tard dans ce manuscrit (voir ci dessous).
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Figure 5 : Différents modéles d’assemblage des filaments intermédiaires.
A) Domaines structuraux d’un dimére de filament intermédiaire. B) C) et D) Assemblage des diméres de filaments
intermédiaires en polymeres. (Inspiré de Parry, Strelkov, Burkhard, Aebi, & Herrmann, 2007)

Il. Génes codant les lamines de type A et de type B

Chez les vertébrés, les lamines de type A se composent de la lamine A (LA), la lamine C (LC), la
lamine AA10, exprimées dans les cellules somatiques alors que la lamine C2 est spécifique des

cellules germinales. Chez I'homme, elles sont toutes codées par le géne LMNA situé sur le
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chromosome 1g21.2-21.3, mais sont générées post-transcriptionnellement par épissage alternatif de
I’ARNm (Figure 6) (Lin and Worman 1993; Furukawa et al. 1994; Machiels et al. 1996).

La lamine C est identique a la lamine A jusqu’au codon 566. Alors que la lamine A subit un
épissage de 90 paires de bases apres le début de I'exon 10, la lamine C ne subit pas cet épissage et a
donc cing acides aminés spécifiques en C-terminal, mais est dépourvue de la région codée par les
exons 11 et 12. Alors que la lamine A est synthétisée sous forme de précurseur long de 664 acides
aminés, la lamine C est plus courte avec 572 acides aminés. La lamine C2 a la méme particularité que
la lamine C, mais elle se différencie de toutes les autres lamines par sa téte en N-terminal qui est
codée par un exon alternatif 1C2 localisé dans le premier intron du gene LMNA (Furukawa et al.
1994). La lamine AA10, comme son nom l'indique, est identique a la lamine A exceptée I'absence de

I’'exon 10.
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Figure 6 : Epissage alternatif des lamines de type A

Les lamines de type B se composent de la lamine B1 (LB1) et de la lamine B2 (LB2). Ces deux
lamines sont codées par deux genes distincts, LMNB1 et LMNB2 situés sur le chromosome humain
5g23.2 et 19p13.3 respectivement (Lin and Worman 1995)(Figure 7).
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Figure 7 : Les lamines de type B

lll. Phylogénie des lamines

Pour étudier la phylogénie des lamines il faut dans un premier temps définir ce que sont les

lamines. Martin Kollmar estime que les criteres a prendre en compte sont les similarités de
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séquences du rod domain et de I'lg-fold (voir paragraphe « Structure des filaments intermédiaires »)
et la conservation de I'architecture des domaines classiques. Pour les lamines a qui il manque un de
ces domaines, il faut qu’elles aient une similarité de séquence plus forte avec les autres lamines que
les filaments intermédiaires cytoplasmiques des métazoaires. Ainsi, alors qu’il était admis que les
lamines étaient présentes uniquement chez les métazoaires et les amibozoaires, des genes de
lamines ont été identifiés dans des ichtyospores (ou mésomycetozoaires), des choanoflagellés, des
Oomycétes ou encore des Rhizaires (Kollmar 2015). Les lamines sont donc apparues tres t6t dans
I’évolution des eucaryotes voire chez I'ancétre commun a tous les eucaryotes. Chez les plantes, des
études de microscopie électronique ont révélé une structure similaire a celle de la lamina des
vertébrés (Galcheva-Gargova and Stateva 1988; Minguez and Moreno Diaz de la Espina 1993). Des
protéines membres de la famille des NMCP (nuclear matrix constituent protein) qui partagent des
homologies en terme de structure (un rod domain central entouré d’un domaine de téte et de
queue) plutdt que de séquence avec les lamines (Ciska et al. 2013) apparaissent comme de bons

candidats pour constituer la lamina des plantes.

Il a été montré, toujours pas Martin Kollmar, que le géne des lamines a été dupliqué avant la
séparation des Cnidaires et des Bilateriens et que ce duplicat a évolué en géne de la nematociline.
Les filaments intermédiaires cytoplasmiques des métazoraires ont été dérivés d’'une lamine
bilatérienne et non de la nematociline. Chez les vertébrés, les lamines ont été dupliquées deux fois,
résultant en des doublets de doublet avec les sous-types des lamines A/C et les lamines LIl et les
sous-types des lamines B1 et B2 (Kollmar 2015). Cette découverte a permis de réfuter I’hypothése
selon laquelle les lamines de type B seraient apparues avant les lamines de type A. Ainsi, d’un point
de vue phylogénique, les lamines non métazoaires et d’invertébrés ne sont pas des lamines de type B
mais des lamines partageant des similarités avec toutes les lamines de vertébrés. De plus, les lamines
de vertébrés ne sont pas plus semblables aux filaments intermédiaires cytoplasmiques des
invertébrés que des filaments intermédiaires cytoplasmiques des vertébrés.

IV.La structure des lamines et leur assemblage en
polyméres

A. Structure primaire des lamines

Tout comme les autres membres de la famille des protéines des filaments intermédiaires, les
lamines (nucléaires) forment des dimeéres grace a leur région centrale (rod domain) (Figure 8).
Cependant, les lamines, ancétres des protéines des filaments intermédiaires cytoplasmiques (Kollmar
2015) (voir paragraphe « Phylogénie des lamines ») se distinguent par la présence de six répétitions
heptades supplémentaires (soit 42 acides aminés) au sein du coil 1B et d’une région NLS (nuclear

localisation signal) (Herrmann and Aebi 2004) (Figure 8).

Le NLS est essentiel a I'import nucléaire de protéines (Frangioni and Neel 1993). Ce motif est
constitué de cinq résidus majoritairement basiques : Lys-(Lys ou Arg)-(Lys ou Arg)-(Lys ou Arg)-(lle ou
Leu)-(Glu ou Asp). Pour les lamines A et B humaines, les séquences NLS qui sont situées dans le

domaine carboxy-terminal proche de I'extrémité du rod domain sont respectivement KKRK et KRKR.
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Prés du NLS, dans la région C-terminale, se trouve un domaine Immunoglobulin-fold (Ig-fold),
un domaine présent dans des centaines de protéines, il est connu pour étre impliqué dans les
interactions protéine-protéine, ADN-protéine ou phospholipide-protéine. Concernant les lamines, il a
été montré que I'lg-fold se liait directement a PCNA (proliferating cell nuclear antigen), le facteur
nécessaire a la phase d’élongation de la chaine de réplication d’ADN (Shumaker et al. 2008) ou
encore a FXR1P (Fragile X-related protein 1), une protéine liant et régulant la traduction de ses ARNm
cibles (Oldenburg et al. 2014).

La majorité des lamines (A, B1, B2 et AA10, voir paragraphe « Génes codant les lamines de
type A et de type B ») ont également la particularité d’avoir un motif CAAX a leur extrémité C-
terminale alors que les lamines C et C2 en sont dépourvues. Ce motif représente une séquence en
acides aminés, cystéine-aliphatique-aliphatique-any, qui sera farnésylée de maniére transitoire

(lamines A) ou permanente (lamines B) (voir paragraphe « Processus de maturation des lamines »).
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Figure 8 : Structure générale des filaments intermédiaires cytoplasmiques comparée a celle des lamines. (Adapté de
(Hutchison and Worman 2004))

B. Structure secondaire et tertiaire des lamines

Le domaine globulaire en C-terminal des lamines est clairement visible par microscopie
électronique d’échantillons de protéines purifiées s’associant sous forme d’oligomeéres in vitro
(Stuurman et al. 1998) (Figure 9, Herrmann and Aebi 2004).
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Figure 9 : Microscopie électronique de filaments de lamines A/C
(Herrmann and Aebi 2004)

En 2002, Krimm et ses collegues ont révélé par spectroscopie RMN que les résidus 411 a 553
au sein de la région C-terminale globulaire formaient une structure immunoglobuline-like (I'lg-fold).
Cette structure présente deux feuillets B, chacun constitué de quatre et cing brins B, respectivement.
Les feuillets sont situés face a face avec des axes décalés de 45° de I'un par rapport a l'autre (Krimm
et al. 2002) (Figure 10). Cette méme structure a été identifiée la méme année par Dhe-Paganon et

ses collégues par cristallographie (Dhe-Paganon et al. 2002).
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Figure 10 : Structure de I'lg-fold des lamines

A) Topologie de I'lg-fold. Les fleches bleues pleines représentent les brins appartenant aux deux feuillets 8 de I'lg-fold
classique de type s alors que les fleches bleues en pointillés sont les brins additionnels caractéristiques de I'lg-fold des
lamines. B) Représentation en 3D de la structure de I'lg-fold des lamines. (Krimm et al. 2002)

C. Assemblage des lamines

Le processus d’assemblage des lamines commence par la formation de dimeéres via
I’enroulement des deux hélices-a entre elles de maniere parallele. Puis, les dimeres s’associent
longitudinalement en recouvrant une partie de I'extrémité C-terminale d’un dimére par la région N-
terminale du dimére voisin. Suit ensuite une association antiparallele de deux polymeéres de lamines
en protofilament.
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Figure 11 : Assemblage des lamines en polymeéres.
A) Structure des diméres de lamine A. (Herrmann et al. 2007). B) Assemblage des lamines : des monoméres aux filaments
intermédiaires. Inspiré de (Dittmer and Misteli 2011)

Dans les cellules exprimant a la fois les 2 types de lamines (A et B), elles forment des
homodimeéres puis des homopolymeres de lamines de type A ou B qui sont distincts mais capables
d’interagir a la périphérie nucléaire, comme cela a été montré par des analyses de FRET
(Fluorescence Resonance Energy Transfer) dans des cellules Hela surexprimant des lamines
étiquetées GFP ou DsRed (Delbarre et al. 2006).

A ce jour, de réelles structures de filaments « intermédiaires » constitués de lamines ont pu
étre visualisées in vitro mais pas in cellulo, en tout cas pas dans le compartiment nucléaire de cellules
somatiques. On pense que cette impossibilité est due a un probléme technique lié a I'association
étroite des lamines avec I'hétérochromatine (chromatine condensée) située a la périphérie du noyau
(Figure 1). En accord avec cette hypothése, des structures de type filaments intermédiaires
nucléaires ont par contre pu étre visualisées par TEM (Transmission electron microscopy) sur des
préparations d’enveloppe nucléaire issues d’ovocytes de Xénope, lesquels ont la particularité de ne

pas avoir de chromatine périphérique (Stuurman et al. 1998) (Figure 12).

Figure 12 : Microscopie électronique d’ovocytes de Xénope
Barre d’échelle, 1 um. Adapté de (Stuurman et al. 1998)

Plus récemment, I'utilisation du systéeme des ceufs de Xénope a aussi permis de visualiser
I’'assemblage en filaments de lamines somatiques exprimées de maniére ectopique (Goldberg et al.
2008).
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V. Expression des lamines

Chez les mammiferes, les lamines de types B sont ubiquitaires alors que les lamines de type A
sont exprimées selon un modele temporel au cours du développement et sont finalement exprimées
dans la majorité des cellules différenciées. Les lamines de type A sont exprimées dans les cellules
souches adultes, notamment dans les cellules souches mésenchymateuses et les cellules satellites
(cellules souches du muscle), mais sont absentes des autres types de cellules souches, comme les
cellules souches embryonnaires (Rdber et al. 1989). Ainsi les cellules contiennent soit des lamines de

type B seules soit un mix de lamines de type A et B.

Dans les cellules germinales de mammiferes et les pronuclei, I'expression des lamines est
limitée a deux isoformes, respectivement la lamine B3 et la lamine C2, qui ne sont pas exprimées
dans d’autres types cellulaires (Furukawa and Hotta 1993; Furukawa et al. 1994). Les cellules souches
embryonnaires humaines et murines expriment les lamines B1 et B2 mais pas les lamines A ou C. Au
cours de la différenciation des cellules souches embryonnaires, les lamines A/C sont détectées juste
avant que le géne de pluripotence Oct-3/4 ne soit sous régulé, et juste aprés que l'antigéne
spécifique du stade embryonnaire-4 (SSEA-4) ne soit activé. Parce que les lamines de type A sont
généralement exprimées aprés que la différenciation cellulaire est initiée, il est supposé qu’elles

auraient un réle dans le verrouillage du stade différencié (Réber et al. 1989).

Il'y a des différences d’expression des lamines selon les especes. Par exemple la lamine A est
fortement exprimée dans les érythrocytes circulants chez le Gallus gallus (le poulet) alors qu’elles

sont absentes de ce type de cellules chez les amphibiens (Wolin et al. 1987; Lehner et al. 1987).

A. Le niveau d’expression de lamine A dépend de la rigidité des
tissus

Les différents tissus de I'organisme sont plus ou moins rigides, généralement en corrélation
avec le degré de stress mécanique qu’ils subissent. Ainsi, le cerveau et le tissu adipeux qui sont
soumis a peu de stress mécanique sont des tissus mous, alors que les os qui sont soumis a de forts
stress constituent un tissu dur. Swift et ses collaborateurs ont démontré I'implication des lamines
dans la différenciation cellulaire sensible a la rigidité des tissus. En effet, en cultivant les cellules sur
des supports de différentes rigidités, ils ont observé une corrélation entre I'augmentation du niveau
d’expression de la lamine A mais la diminution de sa phosphorylation d’une part et 'augmentation
de la rigidité du support d’autre part. De plus, le choix du support de culture des cellules a également
des conséquences sur la spécificité de la voie de différenciation suivie (Swift et al. 2013). En
particulier, des supports constitués de gels modérément rigides (~12 kPa) sont les plus adaptés a la
myogenese (Engler et al. 2004; Engler et al. 2008; Gilbert et al. 2010). En revanche, les cellules
souches cultivées sur matrice molle (0,3 kPa) ou dure (40 kPa) se différencient efficacement en
adipocytes (cellules du tissu adipeux mou) ou en osteocytes (cellules du tissu osseux dur),
respectivement (Swift et al. 2013). A noter que plus la rigidité des supports de culture est proche de

celle des tissus d’intérét, meilleure est la différenciation cellulaire.
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Figure 13 : Le niveau d’expression de la lamine A augmente avec la rigidité des tissus.
Importé de (Swift et al. 2013)

VI. Modifications post-traductionnelles et dynamique des
lamines

A. Processus de maturation des lamines et de leur import
nucléaire

Les lamines A et lamines C sont identiques pour leur 566 premiers acides aminés et ne
different que dans leur extrémité C-terminale. Le précurseur de la lamine A (a.a 1-664) appelé pré-
lamine A (prélLA) contient un motif CAAX alors que la lamine C (a.a 1-572) en est dépourvue, c’est

pourquoi la lamine C ne subit pas de processus de maturation.

Quatre étapes sont impliquées dans le processus de maturation de la pré-lamine A (Figure 14).
Tout d’abord la cystéine du motif CAAX est farnésylée par la farnésyltransferase, puis le motif AAX
est clivé par I'une des deux protéases, FACE1/ZMPSTE24 ou FACE2/Rcel. Ensuite la cystéine
farnésylée est carboxyméthylée par I'enzyme lcmt (isoprenyl-cysteine-carboxy-methyltransferase).
Pour finir les 15 derniers acides aminés sont retirés suite au clivage de I'extrémité C-terminale par la
protéase FACE1/ZMPSTE24. Ainsi la pré-lamine A a 664 acides aminés alors que la lamine A mature

n’en a plus que 646.

Les lamines de type B suivent également un processus de maturation ol les trois premiéres
étapes sont identiques a celles suivies par la pré-lamine A. Cependant elles ne subissent pas la
quatrieme étape de maturation et ne sont donc pas clivées. Ainsi les lamines de type B sont en

permanence farnésylées et carboxyméthylées.

Selon les études, la maturation des lamines aurait lieu dans le cytoplasme et/ou dans le noyau
des cellules en interphase. Le fait que la maturation se fasse dans le cytoplasme est cohérent avec la
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présence des différentes enzymes dans le cytosol (farnésyltransferase) ou dans les membranes du
réticulum endoplasmique (RE) (Rcel, lcmt, Zmpste). A I'inverse, le fait que la maturation se fasse
dans le noyau est supporté par des études de cinétiques et de localisation in situ de la pré-lamine
A/lamine A (Lehner et al. 1986; A. E. Goldman et al. 1992) et par la récente découverte de la
présence des enzymes lcmt et Zmpste24 dans le compartiment nucléaire (Barrowman et al. 2008).
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Figure 14 : Maturation et Importation des lamines de type A dans le noyau.
A) Maturation de la pré-lamine A en lamine A mature. B) Importation et maturation des lamines dans le noyau (Barrowman
et al. 2008).

Les protéines membranaires de I'INM, s’insérent initialement dans les membranes du RE (qui
sont en continuité avec les membranes de 'ONM) dés leur synthése au niveau des ribosomes, ou
elles sont reconnues et liées par I'importine-a-16 (Saksena et al. 2006; Antonin et al. 2011). Les
complexes formés avec I'importine-a-16 glissent le long de la membrane du RE et de 'ONM, passent
par les pores nucléaires pour atteindre la localisation finale de I'[INM. On ne sait pas si I'importine-a-
16 reconnait ou pas le NLS des lamines de type B et de la pré-lamine A, alors qu’elles ne sont pas des
protéines membranaires mais associées a I'INM. Par contre, on sait que la séquence NLS est
indispensable a I'import nucléaire des lamines en interphase (D. Wu et al. 2014).

B. Dynamique des lamines

Alors que les filaments d’actine et les microtubules sont des composants du cytosquelette trés
dynamiques, les filaments intermédiaires sont connus pour leur grande stabilité. Cependant, en
début de mitose, lorsque la chromatine se condense pour générer les chromosomes individuels et
que I'enveloppe nucléaire se désintégre, les polyméres de lamines se désassemblent sous forme de
diméres. Alors que les diméres de lamines B se dispersent en restant associés aux membranes du RE,
les dimeres de lamines de type A diffusent dans le cytosol. L’'ensemble de ces processus est reversé a

la fin de la mitose.

Dés la transition anaphase-télophase, les lamines B commencent a se concentrer a la surface
des chromosomes. Lorsque les chromosomes atteignent les centres organisateurs des microtubules,
toutes les lamines B visibles sont accumulées a leur surface. Dans les 2 cellules filles, au stade G1, les
lamines B1 sont assemblées en polymeres relativement stables, comme démontré par les
expériences de FRAP (Fluorescence Recovery After Photobleaching) et de fractionnement cellulaire.

En revanche, I'adressage des lamines de type A au noyau se fait plus tardivement et plus
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progressivement, une fois les composants majeurs de I'enveloppe nucléaire assemblés, comme les

complexes des pores nucléaires (Moir et al. 2000).

En interphase, les lamines de type A s’assemblent non seulement a la périphérie du noyau,
dans la lamina, mais également a l'intérieur du noyau, dans le nucléoplasme. Par FRAP, il a été
montré qu’en interphase (stade G2), ces deux pools de lamines de type A étiquetées GFP sont stables
(temps de recouvrement de la fluorescence GFP supérieure a 180 minutes) (Moir et al. 2000). Par
contre au cours de la phase G1 le pool nucléoplasmique de lamines A est beaucoup plus dynamique
que le pool associé a I'enveloppe nucléaire (Broers et al. 1999; Moir et al. 2000). En utilisant la méme
technique, une étude plus récente a aussi montré qu’au sein du nucléoplasme, on pouvait méme
distinguer deux fractions de lamines A/C (étiquetées GFP) dynamiques, présentant un coefficient de
diffusion de ~5,3 um2/sec ou de 0,5 pm?/sec (Shimi et al. 2008).

L'assemblage / désassemblage des polyméres de lamines est régulé notamment par des
réactions de phosphorylation/déphosphorylation (voir paragraphe ci-dessous).

C. Phosphorylation des lamines

1. Phosphorylation des lamines en mitose

Les lamines de types A ont 61 sites de phosphorylation. Beaucoup de sites de phosphorylation
mitotiques sont localisés pres du NLS. Cependant certains de ces sites sont également ciblés au cours

de l'interphase.

A I’entrée en mitose, c’est a dire a la transition G2/M, la kinase cycline-dépendante CDK1 joue
un roéle clé. Or il a été montré que la phosphorylation des lamines par CDK1 altére I'assemblage des
polyméres en téte-a-queue mais ne perturbe pas la formation des dimeres de lamines (Heitlinger et
al. 1991; M. Peter et al. 1991; A. Peter and Stick 2012). CDK1 phosphoryle différents résidus Serine
situés de chaque c6té du rod domain, a savoir la Ser-22 (N-ter), et les Ser-392, Ser-404 et Ser-406 (C-
ter) (Strelkov et al. 2004; M. Peter et al. 1991; Heald and McKeon 1990; M. Peter et al. 1990; Ward
and Kirschner 1990; Eggert et al. 1991). De méme, la phosphorylation de la Ser-37 chez la drosophile,
qui est I'homologue de la Ser-22 chez I'homme, augmente la solubilité des lamines et la rend

incapable d’interagir avec la chromatine in vivo (Zaremba-Czogalla et al. 2012).

La famille de protéines des kinases C (PKC), régule également les lamines au cours de la
mitose. Des études dans le poisson zébre suggerent que la phosphorylation préalable des lamines par
les PKC serait nécessaire pour démasquer les sites de phosphorylation ciblés par CDK1 (M. Peter et
al. 1990; Hocevar et al. 1993; Collas 1999; Buendia et al. 2001).

En parallele, il a été montré dans des ovocytes de Xénope que la déphosphorylation de résidus
phosphorylés par des kinases actives en interphase telles que PKA (Protein Kinase A), était requise

pour que les filaments de lamines puissent se désassembler en mitose (Molloy and Little 1992).

2. Phosphorylation des lamines de type A en interphase

Les lamines de type A sont aussi phosphorylées en interphase sur certains résidus mais

I'implication fonctionnelle n’est pas connue. La Ser-405 est de plus en plus phosphorylée au cours de
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la prophase et son niveau est maintenu jusqu’a la fin de la phase G1, la Ser-407 est phosphorylée
uniquement au cours de la phase G1 et de la prophase, et la Ser-421 est phosphorylée au cours de la
transition S-G2 (Kuga et al. 2010). Dans la méme région de la lamine, les kinases Akt, PKA et la S6-
kinase Il phosphorylent la Ser-404 (Ward and Kirschner 1990). La Ser-525 des lamines A/C est
phosphorylée par PKC (Eggert et al. 1993).

Il est intéressant de noter que des pathologies puissent étre associées a des mutations du gene
LMNA concernant des sites de phosphorylation de la protéine. Ainsi, des mutations au niveau de la
Ser-404 (S404A) ou a des acides aminés proches (R401C) sont responsables de dystrophie musculaire
d’Emery-Dreifuss (EDMD) (Cenni et al. 2008). Il se trouve par ailleurs que les lamines A/C sont
généralement moins phosphorylées dans les myoblastes de patients atteints d'EDMD ou de
dystrophie musculaire des ceintures (Cenni et al. 2005).

D. O-GIicNAcylation des lamines

Il a été montré en 1989 que les lamines étaient glycosylées, mais sans savoir s’il s’agissait
d’une O-GlcNAcylation ou d’une autre modification (Ferraro et al. 1989). La O-GlcNAcylation est une
modification réversible d’un sucre des résidus Ser ou Thr qui peut étre en compétition ou coopérer
avec la phosphorylation pour réguler des voies de signalisation, la transcription ou la mitose (Hart
and Copeland 2010). Dans les cellules HeLa mitotiques, la lamine A a été observée O-GIcNAcylatée
dans sa région C-terminale spécifique de la lamine A, sur les Ser-612 et Thr-643 (Z. Wang et al. 2010).
Dans des cerveaux de souris, la lamine A a été observée O- GIcNAcylée sur les Ser-611 et Ser-613, or
la Ser-611 est I’homologue de la Ser-612 de la lamine humaine. Cependant les implications

fonctionnelles de I'O-GIcNAcylation des lamines n’est pas connue.

E. Acétylation des lamines

L’acétylation a tout d’abord été découverte comme étant une modification des histones, par la
suite bien d’autres protéines ont été reconnues comme acétylées et notamment les lamines de type
A et B mais également des protéines cytoplasmiques (S. C. Kim et al. 2006). Les lamines de type A
possédent huit sites d’acétylation, six dans le rod domain (Lys-97, Lys-108, Lys-114, Lys-270, Lys-311,
Lys-378), une dans le NLS (Lys-417) et une dans I'lg-fold (Lys-450). Les lamines B1 et B2 ont
respectivement six (Lys-33, Lys-123, Lys-157, Lys-181, Lys-271, Lys-483) et quatre (Lys-47, Lys-81, Lys-
393, Lys-520) sites d’acétylation. Les conséquences fonctionnelles d’acétylation des lamines sont
pour l'instant encore inconnues. Cependant, étant donné que les lamines font partie de complexes
protéiques contenant des protéines a domaine-LEM (émerine, LAP2 o/B) et HDAC3 qui lient la
chromatine transcriptionnellement inactive (Somech et al. 2005; Guelen et al. 2008; Zullo et al. 2012;
Reddy et al. 2008; Demmerle et al. 2012), il a été proposé que I'acétylation des lamines pourrait

influencer I'accrochage de la chromatine silencieuse a I’'enveloppe nucléaire.

F. Oxydation des lamines

Les espéces réactives de I'oxygene (ROS) sont produites au cours du métabolisme de I'oxygene
et peuvent réguler de nombreuses voies de signalisation et notamment la senescence cellulaire

(Bartz and Piantadosi 2010). Dans des fibroblastes de peaux humains, les résidus Cys-522, Cys-588 et
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Cys-591 de la queue de la lamine A peuvent étre oxydés. Lorsque I'un de ces trois résidus est muté
dans des fibroblastes soumis a un stress oxydant, la forme des noyaux est altérée et les cellules
entrent en sénescence prématurément. Ces expériences laissent a penser que les lamines de type A

contribueraient a protéger la cellule du stress oxydant (Pekovic et al. 2011)

G. SUMOylation des lamines

Il existe quatre isoformes de protéines SUMO (small ubiquitin-like modifier) chez les
mammiféres. Ces protéines SUMO se lient de maniéere covalente et réversible aux lysines de leurs
protéines cibles (Gareau and Lima 2010). Les modifications SUMO des protéines cibles peuvent
réguler leur localisation, leur fonction et leur interaction avec des partenaires, impactant ainsi de
nombreuses voies de signalisation, comme par exemple, l'import et I'export nucléaire, la
transcription, I'apoptose, la régulation du cycle cellulaire et la stabilité des protéines (Geiss-
Friedlander and Melchior 2007).

Les lamines A/C humaines sont modifiées par SUMO2 a la Lys-201. Cette modification est
importante pour la localisation et I'assemblage en polymeres de la lamine A, puisque ces deux
activités sont altérées par la mutation p.Lys201Arg (Y.-Q. Zhang and Sarge 2008). Les lamines de type
A peuvent également étre modifiées par SUMO1 a deux positions, la Lys-420 (dans le NLS) et la Lys-
486 (dans I'lg-fold). Cette derniére n’est plus correctement SUMOQylée dans des lamines mutées en
des sites responsables de lipodystrophies (p.Gly465Asp et p.Lys486Asn) (Simon et al. 2013). La Lys-
420 peut quant a elle étre modifiée par SUMO3 (Galisson et al. 2011). Il a également été suggéré que
les lamines A/C et la lamine B1 pourraient étre des cibles de SUMO4 (Guo et al. 2005).

H. Ubiquitination des lamines

L'ubiquitine, une petite protéine de 8,5 kDa, se lie de maniere covalente a des Lys de protéines
cibles. Les enzymes E1 et E2 préparent |'ubiquitine a transférer, alors que |'ubiquitine ligase E3
permet le ciblage de la protéine. Une ubiquitine peut étre attachée a une autre ubiquitine, on peut
alors obtenir une chaine d’ubiquitine qui marque la protéine cible pour une dégradation
protéolytique. A l'inverse, I'attachement d’une ubiquitine seule influence les protéines cibles de

diverses facons, régulant des voies de signalisation spécifiques et des fonctions nucléaires.

Des études ont révélé que les lamines A/C, B1 et B2 étaient ubiquitinées majoritairement au
niveau du rod domain, ce qui pourrait impacter I'assemblage des lamines en polymeres. Cependant

I'impact fonctionnel des poly et mono-ubiquitination des lamines est encore inconnu.

Certains résidus des lamines qui sont sensibles a I'ubiquitination peuvent aussi subir d’autres

modifications, telles que I'acétylation.

Par ailleurs, lors de I'apoptose, la dégradation des lamines implique leur clivage via différentes
enzymes : les caspases 1 et 6 (Takahashi et al. 1996), les granzymes A et B (Zhang et al. 2001) et
CRNSP (Clawson et al. 1992)) qui agissent a des positions proches de nombreux sites

d’ubiquitination.
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Figure 15 : Modifications post-traductionnelles des lamines A/C
(Simon and Wilson 2013)

En conclusion, on peut imaginer que la compétition pour différentes modifications post-
traductionnelles sur des sites particuliers de la lamine, contribuerait a réguler les fonctions des
lamines et notamment leur capacité a interagir avec des partenaires de maniere tissu-spécifique.
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Chapitre 2

Les partenaires des lamines
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Chapitre 2 Les partenaires des lamines

Les partenaires des lamines sont multiples que ce soit a I'enveloppe nucléaire ou dans le
nucléoplasme. Les lamines de type A ont au moins 54 partenaires, et les lamines B1 et B2, moins

étudiées, auraient au moins 23 et 7 partenaires respectivement.

Dans la mesure ol mon projet de recherche porte sur une mutation du gene LMNA, je ne
traiterai dans les chapitres suivants de I'introduction que des lamines de type A. Cependant, les

lamines de type B seront évoquées en tant que partenaires des lamines de type A.

l. Partenaires des lamines de type A a [I'’enveloppe
nucléaire

De par sa localisation, a l'interface entre les compartiments nucléaire et cytoplasmique,
I’enveloppe joue des roles clefs dans l'organisation du génome et |'expression de genes mais
également dans I'organisation du cytosquelette et la régulation de voies de transduction du signal.

L’'enveloppe nucléaire est une double bicouche lipidique comprenant la membrane nucléaire
interne (INM) et la membrane nucléaire externe (ONM). La membrane interne est tapissée a
I'intérieur du nucléoplasme par la lamina alors que la membrane externe est en continuité avec les
membranes du réticulum endoplasmique. L'espace entre ces deux membranes est appelé I'espace

péri-nucléaire.

L'enveloppe nucléaire contient des pores nucléaires et des protéines membranaires dont
certaines de la famille des protéines LEM et des protéines du complexe LINC (Linker of
Nucleoskeleton and Cytoskeleton Complex), parmi lesquelles certaines interagissent directement

avec les lamines A/C comme détaillé ci dessous (Figure 16).
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Figure 16 : Organisation des partenaires de lamine de type A a I'enveloppe nucléaire

LB (Lamine B), LA/C (Lamines A/C), HP1 (Heterochromatin protein 1), LADs (Lamina-associated domains), LINC (Linkers of
the nucleoskeleton to the cytoskeleton), FT (Facteurs de Transcription : c-Fos et SREBP1c), BAF (Barrier to Autointegration
Factor), MAN1, LEM2, Emerine, Rb (Retinoblastoma protein), LAP2a (Lamin associated protein 2 a).

A. La famille des protéines LEM
1. L’émerine

L'émerine, codée par le gene EMD, est ancrée a la membrane interne nucléaire via un domaine
hydrophobe carboxy-terminal, alors que son domaine amino-terminal est nucléoplasmique. Elle fait
partie des protéines a domaine LEM (LAP2, Emerine, MAN1). Ce domaine, de 43 acides aminés
environ, contient deux hélices-a et interagit avec BAF (Barrier to Autointegration Factor), une
protéine nucléoplasmique qui lie 'ADN. L'émerine interagit de plus avec Btf, un répresseur
transcriptionnel de I'apoptose (Haraguchi et al. 2004). Comme montré par double hybride et par blot
overlay, le domaine central de I’émerine interagit avec les lamines A/C entre les résidus 384 et 566
(Sakaki et al. 2001; K. K. Lee et al. 2001). Des mutations du géne EMD qui conduisent a I'absence
d’émerine ou plus rarement a I'expression de mutants faux-sens sont responsables d’une pathologie,
la dystrophie musculaire de type Emery-Dreifuss liée a I’X (X-EDMD). A noter que des mutations dans
le gene LMNA codant les lamines de type A peuvent également causer une pathologie EDMD (voir

« Chapitre 4 Les laminopathies »).

2. MAN1

MAN1 est également une protéine qui possede un domaine LEM, et qui donc peut également
interagir avec BAF. MAN1 posséde deux domaines transmembranaires et ses domaines C et N-
terminaux sont nucléoplasmiques. Le domaine C-terminal a un site de liaison pour les protéines

Smadl, Smad2 et Smad3, qui participent a la régulation de la transcription de génes. Ainsi, en
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séquestrant les Smads a la périphérie du noyau, MAN1 contribue a la régulation de voies de
signalisation telles que BMP (Bone-Morphogenic Protein) et TGF-B (Transforming Growth Factor-68)
(Hellemans et al. 2004; Pan et al. 2005; Lin et al. 2005). Des mutations dans le géne codant MAN1,
qui causent la perte de fonction de MAN1, sont responsables de maladies caractérisées par
I'augmentation de la densité osseuse. MAN1 est un partenaire direct des lamines de type A et de
I’émerine (Mansharamani and Wilson 2005).

3. LEM2

LEM2 est également une protéine de la famille des protéines LEM. Il a été montré en 2005 par
blot overlay qu’elle interagit avec la queue de la lamine C (Brachner et al. 2005). Des cellules Hela et
U20S n’exprimant plus LEM2 présentent de séveres dysmorphies nucléaires, ainsi il semblerait que

LEM2 ait un réle critique pour la morphologie de I'enveloppe nucléaire (Ulbert et al. 2006).

B. Les pores nucléaires

Dans les cellules de vertébrés, les pores nucléaires font partie des complexes
macromoléculaires les plus gros, avec une masse moléculaire de 125 MDa. lls permettent les
échanges de molécules (protéines, complexes protéine-ARNs) entre le noyau et le cytoplasme.
L’hétérochromatine s’associe avec I'enveloppe nucléaire interne mais elle est exclue des régions
contenant les pores nucléaires. A linverse, ces régions contiennent de ['euchromatine

transcriptionnellement active.

Il existe une cinquantaine de protéines appelées nucléoporines qui composent les pores
nucléaires. Certaines de ces nucléoporines sont des partenaires des lamines. En effet il a été montré
que Nup153 avait plusieurs sites de liaison pour les lamines de types A et B (Al-Haboubi et al. 2011).
Et alors que Nup88 se lie aux lamines de type A, les lamines Bl et B2 ne font pas partie de ses
partenaires (Lussi et al. 2011).

C. Le complexe LINC

En 2005 a émergé un modele selon lequel le complexe protéique LINC (Linkers of the
nucleoskeleton to the cytoskeleton), ferait le lien entre le nucléosquelette et le cytosquelette, via
I'interaction dans I'espace périnucléaire entre des protéines a domaines SUN et des protéines a
domaine KASH (comme les nesprines (Nuclear envelope spectrin repeat proteins) (Padmakumar et al.
2005; Crisp et al. 2006) (Figure 23).

Le domaine SUN est tres conservé au cours de I'évolution des plantes aux mammiféres. A ce
jour, plusieurs protéines SUN ont été découvertes chez les mammiféres, telles que SUN1, SUN2,
SUN3, SPAG4 et SPAGAL. Un domaine transmembranaire permet leur insertion dans la membrane
nucléaire interne alors que le domaine SUN situé en C-terminal émerge dans le lumen de I'enveloppe
nucléaire (Hodzic et al. 2004; Padmakumar et al. 2005), ou il interagit avec le domaine KASH des
protéines partenaires, elles méme insérées dans la membrane nucléaire externe. C6té noyau, SUN1

et SUN2 peuvent interagir avec les lamines de type A via leur domaine N-terminal (Crisp et al. 2006;
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Haque et al. 2006). Il a été montré récemment que les protéines SUN forment des trimeres (Sosa et
al. 2012)

Dans la famille des nesprines, certaines sont localisées c6té noyau ou elles sont alors capables
d’interagir avec les lamines. C’est le cas de la nesprine 1a et de la nesprine 2, qui interagissent avec

la partie commune des lamines A et C en C-terminal (Mislow et al. 2002; Crisp et al. 2006).

D. c-Fos

c-Fos est un facteur de transcription qui forme des hétérodiméres avec c-jun via leur domaine
en leucine zipper. lls forment ainsi le complexe AP-1 (Activating Protein 1) qui se lie a I’ADN,
permettant I'induction de la transcription des genes cibles. En liant c-Fos au niveau de I'enveloppe
nucléaire, les lamines A/C inhibent la fonction d’AP-1 (lvorra et al. 2006).

E. Autres partenaires

Nous pouvons également noter comme partenaires des lamines les protéines MLIP (Muscle-
enriched A-type Lamin Interacting Protein) (Ahmady et al. 2011) et NET39 (NL-associated NE
Transmembrane protein) (G.-H. Liu et al. 2009). MLIP est exprimée de maniére ubiquitaire et est
prédominant dans le cceur, et les muscles squelettiques et lisses. Elle interagit et co-localise avec les
lamines A/C a l'enveloppe nucléaire. MLIP co-losalise également avec les protéines PLM
(Promyelocytic Leukemia Protein) dans les PLM bodies impliqués dans des processus tels que les
modifications post-traductionnelles, la régulation de la transcription, la réponse aux dommages de
I’ADN et l'apoptose. NET39 est aussi fortement exprimée dans les muscles squelettiques et

cardiaques et participe a I’lhoméostasie et a la régénération du muscle (G.-H. Liu et al. 2009).

Il. Les partenaires nucléoplasmiques des lamines

A. LAP2a

Les LAPs (protéines associées aux lamines) se divisent en deux groupes en fonction du géne qui
les code, les LAP1 et les LAP2. Les LAP1 se composent de trois protéines LAP1A, 1B et 1C produites
par épissage alternatif. Toutes les isoformes de LAP2 partagent les mémes 187 premiers résidus en
N-terminal, comportant le domaine-LEM, qui permet l'interaction avec I’ADN de maniére séquence-
dépendante via la protéine adaptatrice BAF (Cai et al. 2001). Ces protéines ont également un
domaine en N-terminal capable d’interagir directement avec ’ADN. LAP2a, qui nous intéresse plus
précisément, est I'un des six variants suite a I'épissage du gene LAP2 (a I'origine nommé TMPO)
(Berger et al. 1996; Harris et al. 1994). Il se distingue des autres isoformes de LAP2 par son domaine
C-terminal qui contient un domaine d’association a la chromatine supplémentaire (Gajewski et al.
2004) ainsi qu’un site d’interaction a la protéine Rb (Dorner et al. 2006; Markiewicz et al. 2002). Ce
domaine C-terminal lui confere aussi la particularité d’étre une protéine non membranaire mais

localisée au sein du nucléoplasme (Dechat et al. 2004; Vicek et al. 1999). Contrairement a LAP2[ qui
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est membranaire et se lie aux lamines de type B a I'’enveloppe nucléaire, LAP2a lie les lamines de

type A dans le nucléoplasme (Dechat et al. 2000).

L'interaction spécifique entre les lamines de type A et LAP2a a été largement étudiée par
différentes techniques, comme I'immunoprécipitation, des analyses de co-localisation cycle
cellulaire-dépendantes ou encore des expériences de pull-down (Dechat et al. 2000; Dechat et al.
2004; Roux et al. 2012; Taylor et al. 2005). Ces études ont mis en évidence l'interaction directe des
lamines A/C avec LAP2a via leur queues en C-terminal. Les complexes nucléoplasmiques lamines A/C-
LAP2a existent en G1 et au début de la phase S des cellules en prolifération mais sont absents au
cours de la mitose (Dechat et al. 2004; Naetar and Foisner 2014).

LAP2a est impliquée dans la régulation et de la stabilisation du pool nucléoplasmique des
lamines A/C. En effet, dans les cellules et tissus épithéliaux dérivés des souris LAP2a-déficientes, les
lamines de type A se localisent uniquement au niveau de la lamina et sont absentes du nucléoplasme
(Naetar et al. 2008). De plus, au cours de la différenciation myogénique, la perte du pool
nucléoplasmique des lamines de type A corréle avec la diminution du niveau de LAP2a (Markiewicz
et al. 2005).

Deux hypotheses pour expliquer le mécanisme par lequel LAP2a affecte les lamines
nucléoplasmiques ont été proposées. Apres la mitose, au cours de la phase G1, les lamines de type A
(issues de la cellule avant division ou nouvellement synthétisées) interagiraient avec LAP2a dans le
nucléoplasme de maniére transitoire, avant de s’assembler au niveau de la lamina. Alternativement,
on peut imaginer que les lamines de type A soient échangées de maniére dynamique entre la
périphérie nucléaire et le nucléoplasme et que cet échange dépende de leur interaction avec certains
partenaires, comme LAP2q, et possiblement aussi de leurs modifications post-traductionnelles.

B. Rb

Le produit du géne rétinoblastome (RB-1), pRB, et ses homo- et paralogues p107 et p130,
appelés collectivement « protéines de poche », ont été impliquées dans une variété de processus

cellulaires mais sont particulierement connus pour étre des régulateurs du cycle cellulaire.

Il @ été montré par co-immunoprécipitation a partir de lysats cellulaires interphasiques et a
partir d’études de liaisons in vitro que les lamines de type A, ainsi que LAP2a, formaient un complexe
avec la forme hypophosphorylée de la protéine pRb (Markiewicz 2002).

Les détails de I'implication du complexe pRb/LAP2a/Lamines A/C dans la régulation du cycle
cellulaire et de la différenciation musculaire sont développés dans le paragraphe « Contrdle du cycle
cellulaire et régulation de Rb ».

C. BAF

La petite protéine BAF de 10 kDa a tout d’abord été découverte comme une protéine hote
bloquant I'intégration délétere d’ADN viral en formant, avec LAP2a, un complexe de pré-intégration

du virus (Suzuki et al. 2004). Plus tard, il a été découvert que BAF était impliqué dans d’autres
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processus cellulaires nombreux, tels que la mitose, I'assemblage post-mitotique du noyau, la

régulation des genes et de la chromatine et la réponse aux dommages de I’ADN.

Parmi ses partenaires, on compte des protéines avec des domaines LEM, comme |'émerine,
MAN1 ou LAP2a (Cai et al. 2001) mais aussi la lamine A qui s’y lie faiblement mais directement (K, de
1 uM) (Holaska et al. 2003).

D. F-actine

Les lamines interagissent directement avec la F-actine nucléaire. Les lamines de type A ont
deux domaines de liaison a I'actine, le premier dans I'lg-fold entre les résidus 461 et 536, le deuxiéme
dans la région C-terminale spécifique de la lamine A, entre les résidus 564 et 608. De plus il a été
montré que la queue de la lamine A mature se liait de maniere plus efficace que la queue de la pré-
lamine A. Ces résultats suggerent que les interactions entre lamines et I’actine pourraient avoir une
importance sur les roles de I'actine et donc sur la réorganisation de la chromatine et la transcription
(Simon et al. 2010).

E. SREBP1c

Les SREBP1s (Sterol regulatory element binding protein-1) font partie de la famille des facteurs
de transcription a domaine bHLH-Zip (basic Helix-loop-helix leucine zipper). 1l existe deux isoformes
majoritaires (1a et 1c) qui proviennent du méme géne SREBP1 par épissage alternatif au niveau de
I’exon 1. SREBP1a et SREBP1c sont exprimés dans des rapports différents selon les tissus. Alors que
SREBP1c (Adpiocyte Determination Differentiation factor 1) est exprimé majoritairement dans le foie,
la glande surrénale, les tissus adipeux et le muscle squelettique, SREBP1a est exprimé principalement
dans la rate et la thyroide. Associés sous forme de diméres, ils se lient a des séquences d’ADN
spécifiques, appelées SRE (sterol regulatory element), au sein des promoteurs de génes.

La fonction des protéines SREBP1 dans les tissus adipeux a été particulierement étudiée. Elles
régulent la transcription de génes impliqués dans le métabolisme des lipides et du cholestérol, et
jouent un roéle critique au cours de la différenciation adipocytaire. Cependant il a été montré qu’elles
avaient également un réle dans le muscle squelettique. En effet, la surexpression de SREBP1la et
SREBP1c inhibe la différentiation des myoblastes en myotubes et induit in vivo et in vitro une
atrophie musculaire en raison de I'activation de deux génes cibles de SREBP1, BHLHB2 et BHLHB3,
deux répresseurs transcriptionnels (Rome et al. 2008; Lecomte et al. 2010; Dessalle et al. 2012).

Il a été montré en 2002 par double hybride que SREBP1 était un partenaire des lamines de
type A dans les tissus adipeux (Lloyd et al. 2002). Par la suite, notre équipe a précisé que I'interaction
se faisait entre le domaine bHLH-Zip des SREBP1s et un domaine de la région C-terminale commun
aux lamines A et C (a.a. 389-566) (Duband-Goulet et al. 2011).

L'activité de SREBP1 varie en fonction des modifications post-traductionnelles qu’elle subit.
Ainsi, lorsque SIRT1 désacétyle SREBP1c, elle inhibe son activité de régulation du métabolisme
lipidique (Ponugoti et al. 2010). Or, SIRT1 est lui-méme un partenaire des lamines A (B. Liu et al.
2012). Ces données suggerent que les lamines A pourraient réguler I'activité de SREBP1 de deux

facons, directement en liant SREBP1 et/ou indirectement en liant SIRT1.
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F. Titine

La titine est I'une des plus grosses protéines du corps humain dont I'isoforme la plus grosse a
un poids moléculaire de 4,2 MDa. Les isoformes cytoplasmiques de la titine sont impliquées dans
I’organisation des sarcomeres des muscles ainsi que dans leurs propriétés d’élasticité (Tskhovrebova
and Trinick 2003). Cependant, dans les cellules non-musculaires, les isoformes nucléaires de la titine
sont essentielles pour la condensation des chromosomes et leur ségrégation au cours de la mitose
(Machado and Andrew 2000; Machado et al. 1998). La région C-terminale des isoformes de titine
nucléaires interagissent avec les lamines de type A et de type B in vitro et in vivo (Zastrow et al.
2006).

lll. Les lamines lient la chromatine et ’ADN

Les lamines possédent au moins deux régions de liaison a la chromatine via ’ADN et/ou les
histones. L'une d’elles comprend le domaine NLS, et l'autre correspond a une sous-région de
I’extrémité C-terminale commune aux lamines A et C (a.a 607-646) (Taniura et al. 1995; Bruston et al.
2010). Environ 1300 domaines associés a la lamina (LADs) ont été identifiés dans des cellules
humaines et murines grace a la technique d’identification par methyltransferase d’adénine de I’ADN
(DamlID) en se basant sur la lamine B1 (Guelen et al. 2008; Peric-Hupkes et al. 2010; Meuleman et al.
2013b). Deux méthodes de préparation de la chromatine ont mis en évidence le méme ordre de
grandeur de génome total lié aux lamines, 730 megabases (mb) soit 23% du génome entier (Lund et
al. 2015). Chaque LAD couvre de 0,1 a 10 mb de génome linéaire (Kind and van Steensel 2010;
Guelen et al. 2008). Tous les chromosomes ont des domaines qui interagissent avec les lamines A
mais les chromosomes 1, 11, 21 et X sont ceux qui sont le plus enrichis (Lund et al. 2013). Il n’y a
cependant pas d’évidence d'une «région chromosomique » particuliére (télomériques, sub-
télomériques, centromériques...) qui serait impliquée dans la liaison avec les lamines. Il semble que
les LADs soient conservés a 75% dans les différents types cellulaires. Quant aux 25% des LADs

restants, ils pourraient contribuer a la définition de I'identité cellulaire (Meuleman et al. 2013a).

Les LADs sont généralement dans des domaines de la chromatine transcriptionnellement
répressive et par conséquent, soit ils sont pauvres en genes soit ils contiennent des génes qui sont
silencieux ou exprimés faiblement (Pickersgill et al. 2006; Guelen et al. 2008; Reddy et al. 2008;
Towbin et al. 2012; Zullo et al. 2012). Cependant, certains genes localisés au sein de LADs ou méme a
I’extérieur de LADs mais liés aux lamines peuvent étre exprimés (Lund et al. 2013; Guelen et al.
2008). Ces génes pourraient faire partie de I'euchromatine située dans le nucléoplasme. En accord
avec cette hypothese, il a été montré par ChlP (Chromatin-ImmunoPrecipitation) et 3D immuno-FISH
(fluorescent in situ hybridization) dans des cellule souches du tissu adipeux (ASC) qu’il y avait des
interactions entre les lamines et les promoteurs de génes a la périphérie nucléaire mais aussi au sein
du noyau et notamment au niveau de domaines de la chromatine présentant des caractéristiques
d’euchromatine (Lund et al. 2013). En conclusion, les lamines ne conférent pas d’elles-mémes la

répression transcriptionnelle dans leur voisinage via leur interaction avec des régions du génome,
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mais elles seraient plutét capables de moduler la transcription d’une maniere dépendante des

marques épigénétiques de la chromatine.

L’association des lamines avec le génome varie non seulement entre les différents lignages
cellulaires mais également au sein d’un lignage cellulaire en fonction du processus de différenciation
cellulaire. Dans les ASCs (Adipocyte Stem Cells) non différenciées, les promoteurs de nombreux génes
réprimés mais requis pour la différenciation lignage-spécifique (différenciation en os, cartilage,
muscle ou encore pancréas) interagissent avec la lamine A (Lund et al. 2013). La différenciation
adipogénique change considérablement l'identité des promoteurs de génes liés par les lamines A,
avec une dissociation et association de novo de génes impliqués dans les fonctions de processus
métabolique, de signalisation intracellulaire, de régulation de la transcription et de la différenciation
(Lund et al. 2013). Notons notamment que le géne PPARG codant un régulateur majeur de
I'adipogeneése est lié par la lamine A lorsqu’il n’est pas transcrit dans les ASCs alors que ce géne n’est
plus lié par la lamine A lorsqu’il est transcrit dans les adipocytes. Ainsi, lors du processus de
différenciation adipoblaste-adipocyte, il y aurait une dissociation ou relachement de génes silencieux
localisés a la périphérie nucléaire suivi de leur relocalisation a I'intérieur du noyau, corrélée avec leur

expression (Figure 17).
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Figure 17 : Dissociation des loci en fonction du lignage cellulaire.
(Adapté de (Collas et al. 2014))
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Chapitre 3 Les divers roles des lamines
de type A au sein de la cellule

Du fait des nombreux partenaires des lamines, ces dernieres ont de divers roles au sein de la
cellule. Elles participent notamment a l'organisation du génome, a la régulation de I'expression
génique, a faire la connexion avec le cytosquelette, a supporter mécaniquement |’enveloppe
nucléaire, a réparer ’ADN, a la régulation du cycle cellulaire ou encore au développement ou a la
régénération du muscle. Certaines de ces fonctions sont détaillées ci-dessous. Dans certains cas nous
évoquerons également les conséquences de mutations dans le géne LMNA sur ces fonctions, se
référer au « Chapitre 4 Les laminopathies » pour la description clinique des laminopathies.

I. Soutien mécanique du noyau

Les lamines de type A sont essentielles au soutien mécanique du noyau. En effet les noyaux
dépourvues de lamine A/C présentent des dysmorphies, sont plus déformables et plus fragiles que
les noyaux sauvages, ce qui va avoir un impact direct sur la viabilité des cellules (Nikolova et al. 2004;
Lammerding et al. 2006). De plus I'absence de lamine A/C dans les cellules souches embryonnaires a
été suggéré comme source de malléabilité et de déformabilité des noyaux de ce type cellulaire
(Pajerowski et al. 2007). Il a également été montré qu’alors que les lamines de type B étaient
responsables de |'élasticité du noyau, lui permettant de retourner a une forme normale aprés
déformation, la lamine A elle contribue a la viscosité a lintérieur du noyau empéchant la
déformation de ce dernier (Swift et al. 2013). Un niveau d’expression faible de la lamine A tel qu’on
le retrouve dans les tissus mous (tissu adipeux, cerveau) ne permet pas de protéger efficacement le
noyau contre un stress mécanique intense qui déstabilise la chromatine, mais un niveau d’expression
de lamine A élevée (30 fois supérieur) tel qu’on le retrouve dans des tissus durs (muscles, os) permet
de réduire la distension du noyau (Swift et al. 2013). Ainsi, particulierement dans les tissus soumis a
des stress mécaniques intenses comme les muscles, la lamine A contribue a réguler la rigidité des

noyaux et a préserver 'intégrité des territoires chromosomiques (Swift et al. 2013).

Il. Organisation du génome

Du fait de leur capacité a interagir avec I’ADN et la chromatine, les lamines jouent un réle dans
I’organisation du génome. Leur participation dans I'ancrage de I’'hétérochromatine silencieuse a la
périphérie des noyaux est supportée par différentes études. En exemple, des cardiomyocytes et des
MEFs (Mouse Embryonic Fibroblast) dérivés de souris Lmna ", présentent une perte partielle de
I’'hétérochromatine périphérique ainsi qu’une condensation des territoires chromosomiques et un

mauvais positionnement de I’"hétérochromatine centromérique (Galiova et al. 2008; Nikolova et al.
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2004; Sullivan et al. 1999). Divers mutants de lamines peuvent également avoir un impact sur la
localisation subnucléaire de I’hétérochromatine (Ognibene et al. 1999; Scaffidi and Misteli 2006;
Vigouroux et al. 2001). Ces changements au niveau de la chromatine sont souvent associés a des
altérations au niveau épigénétique, comme par exemple dans le contexte de la progeria avec une
baisse du niveau des marqueurs d’hétérochromatine H3K9me3 et H3K27me3 et une augmentation
du niveau de H4K20me3 (Shumaker et al. 2006). Le fait que les lamines de type A et B lient des
régions du génome en partie communes et distinctes, indique la non redondance de ces 2 types de
lamines pour organiser le génome. Dans les cellules n’exprimant que les lamines de type B, I'ancrage
de I'hétérochromatine a la périphérie nucléaire impliquerait son partenaire LBR (récepteur a la
lamine B), une protéine intégrale de la membrane nucléaire interne qui elle-méme lie les protéines
HP1s (protéine de I'hétérochromatine) (Solovei et al. 2013). Dans les cellules plus avancées dans le
processus de différenciation et qui expriment les lamines de type B et de type A, I'ancrage de
I’'hétérochromatine a la périphérie nucléaire impliquerait les lamines A/C avec certains de leurs
partenaires, comme les protéines a domaine LEM (LAP2, emerin, MAN1) (Solovei et al. 2013). De
maniere intéressante, parce qu’elle lie HDAC3, I'émerine contribuerait a maintenir une chromatine
silencieuse a la périphérie nucléaire. En organisant le génome, les lamines contribuent a réguler
I’expression de génes qui varie notamment lors du processus de différenciation cellulaire. De plus, les
lamines A/C sont aussi capables de jouer sur I'expression de génes en interagissant avec divers
facteurs (voir ci-dessous).

lll. Régulation de I'expression de génes via la liaison des
lamines a différents facteurs

Les lamines de type A lient et régulent la stabilité et/ou fonction de protéines régulatrices de
I’expression de genes tels que Rb et de facteurs de transcription tels que MOK2, c-Fos ou SREBP1
(Johnson et al. 2004; Dreuillet et al. 2008; Ivorra et al. 2006; Vadrot et al. 2014).

Les lamines de type A lient également différentes enzymes impliquées dans la régulation des
modifications épigénétiques. La lamine A lie et active SIRT1 qui est impliquée dans la désacétylation
des histones H3 (H3K9,K14) et H4 (H4K16) (B. Liu et al. 2012). La lamine A (surtout le précurseur
prélamine A ou le mutant progérine associées a des pathologies) lie, protege de la dégradation par le
protéasome et augmente I'activité de Suv39h1 impliquée dans la triméthylation de H3K9 (B. Liu et al.
2012). A noter que la présence des marques épigénétiques H3K9me3 qui sont reconnues par les
protéines HP1, lesquelles sont liées par LBR, est essentielle pour ancrer I’hétérochromatine

constitutive a la périphérie nucléaire.
IV. Organisation de I’enveloppe nucléaire

Les lamines de type A contribuent a I'organisation de I'enveloppe nucléaire. En effet, les
noyaux de MEFs de souris exprimant une lamine A tronquée en faible quantité ont une perte des

lamines de type B, de LAP2 et de Nup153 localement a un péle (Sullivan et al. 1999), alors que

44



I’émerine et les nesprines qui perdent leur ancrage a la membrane nucléaire interne sont
délocalisées dans le réticulum endoplasmique (Sullivan et al. 1999; Nikolova et al. 2004; Lammerding
et al. 2004; Broers et al. 2005; Lammerding et al. 2005; Mislow et al. 2002) et ce, également dans des
cellules humaines dépourvues de lamines A/C (Muchir et al. 2003). La lamina assure aussi I'ancrage
des pores a I'enveloppe nucléaire et les maintient a une distance contrélée les uns des autres. C'est
pourquoi, I'expression de lamines mutantes, en altérant le réseau de lamina, induit une distribution
anormale des pores a l'enveloppe nucléaire (Dwyer and Blobel 1976; Lenz-Bohme et al. 1997,
Buendia et al. 1999; Daigle et al. 2001).

V. Organisation et connexion avec le cytosquelette.

Des MEFs provenant de souris Lmna-null montrent des anomalies dans I'organisation des
différents éléments du cytosquelette. L’altération de la localisation et de I'état de polymérisation des
filaments d’actine qui est observée pourrait perturber la motilité des cellules (Broers et al. 2004; J. S.
H. Lee et al. 2007). La désorganisation des microtubules (Broers et al. 2005), quant a elle pourrait
entrainer une perte de la polarisation des cellules au cours de la migration due a une rupture de la
connexion entre le centre organisateur des microtubules (MTOC) et le noyau (J. S. H. Lee et al. 2007;
Hale et al. 2008). La désorganisation de la vimentine serait impliquée dans la diminution de la
résistance aux charges mécaniques (Ingber 2003) alors que les perturbations du réseau de desmine
seraient impliquées dans le dysfonctionnement du muscle cardiaque observé dans les souris Lmna-
null (Nikolova et al. 2004; Broers et al. 2005).

De plus, comme nous I'avons vu, en interagissant avec des protéines du complexe LINC, (SUN1
et SUN2), les lamines de type A participent a la connexion entre le cytosquelette et le noyau, et
conséguemment a diverses fonctions telles que la migration des cellules, ainsi que la position, la

morphologie et la mécanique du noyau (Malone et al. 1999; Starr and Han 2003).

VI. Transduction du signal

Les lamines de type A ont de nombreux partenaires impliqués dans diverses voies de
signalisation (MAPKs, TGFB/BMP, akt, Rb, ou encore dans celle de la B-caténine), de ce fait les

lamines contribuent a la régulation de ces voies.

A. Contrdle du cycle cellulaire et régulation de Rb

En absence de signaux mitogénes pRb est hypo-phosphorylée, se lie a E2F et inhibe la
transcription des génes cibles de E2F, permettant aux cellules de quitter le cycle cellulaire (Figure
18). En présence de signaux mitogenes, pRb est hyper-phosphorylée par des kinases cycline-
dépendantes et ne lie plus E2F. Le facteur E2F est alors libre d’activer la transcription de ses genes
cibles, permettant ainsi la progression du cycle cellulaire. Cependant, I'absence de lamines A/C a été

rapportée comme soit stimulant (Johnson et al. 2004; Van Berlo et al. 2005) soit inhibant Ila
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prolifération cellulaire (fibroblastes humain diploides (Muchir et al. 2003; R. D. Goldman et al. 2004;
Pekovic et al. 2007)).

Dans le contexte de la différenciation adipocytaire, il a été proposé que c’est le complexe
LAP2a-lamine A/C qui lie pRb qui serait essentiel pour I'étape initiale de la différenciation mais pas

pour |'étape de différenciation terminale (Dorner et al. 2006).

Lors de la différenciation myogénique, pRb hypo-phosphorylée forme aussi un complexe avec
LAP2a et les lamines A/C, permettant I'activation des génes cibles du facteur de transcription MyoD.
A l'inverse, tant que pRb est hyper-phosphorylée, le complexe ne se forme pas et la myogeneése est
inhibée. Dans des souris Lmna ’/’, la voie pRb/MyoD est affectée, et des cibles de la signalisation de
pRb telles que MyoD, la desmine et la M-cadhérine sont sous régulées. Ces cellules ont également
une prolifération augmentée. (Frock et al. 2006). Cependant ce dernier point n’est pas confirmé dans

-/-

une étude de 2013, ou des cellules satellites de souris Lmna ”" avaient une prolifération réduite

(Cohen et al. 2013).
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Figure 18 : Contrdle du cycle cellulaire par pRb
(Adapté de (Gesson et al. 2014))

Plusieurs mécanismes ont été proposés pour expliguer comment les lamines A/C
nucléoplasmiques et LAP2a affectaient la fonction de pRb (Gesson et al. 2014). (1) les lamines A/C
pourraient stabiliser pRb puisqu’il a été montré dans les cellules dépourvues de lamines A/C que pRb
était dégradé par le protéasome (Johnson et al. 2004). (2) Les lamines de type A pourraient servir de
plateforme pour recruter pp2A et permettre la déphosphorylation de pRb. (3) Linteraction des
lamines A/C avec pRb pourrait garder pRb sous sa forme active, soit I'état hypo-phosphorylé. (4) Un
complexe composé de LAP2a, les lamines A/C et pRb hypo-phosphorylé pourrait étre impliqué dans

la répression de I'expression des génes cibles de E2F (Dorner et al. 2006).

B. Wnt

Les lamines de type A pourraient avoir un réle indirect dans la régulation de la voie de

signalisation Wnt, via leur partenaire, I'émerine. En effet, il a été montré qu’en empéchant
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I’'accumulation nucléaire de la B-caténine, I'émerine (localisée a I’enveloppe nucléaire) jouait un réle

dans la régulation de cette voie (Tilgner et al. 2009).

Les Wnt sont des protéines de signalisation impliquées dans de nombreuses activités au cours
de I'embryogénése, I'auto-renouvelement des tissus adultes (Clevers 2006) et la différenciation
musculaire. La voie wnt affecte la distribution nucléocytoplasmique de B-caténine (Figure 19).
Lorsque la voie wnt est inactive, la  -caténine est phosphorylée puis dégradée. A I'inverse, Lorsque
la voie Wnt est active, la B-caténine n’est pas phosphorylée/dégradée et peut atteindre le noyau, ol
elle se lie a TCF (T cell factor)/ LEF (lymphoid enhancer factor) et induit I'expression de génes cibles.
Dans les cellules musculaires, la B-caténine peut aussi se lier directement a MyoD sans I'implication

de TCF/LEF, et augmenter son activité transcriptionnelle (C.-H. Kim et al. 2008).
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Figure 19 : Voies de signalisation de Wnt
Inspiré de (Dubinska-Magiera et al. 2013)

Par ailleurs, I’émerine en jouant son r6le de régulation de la voie Wnt-B-caténine influence la
différenciation adipogénique (Tilgner et al. 2009). En effet, I'inactivation de la transcription TCF-
dépendante va de pair avec l'activation de la transcription de SREB1c, qui, on le rappelle est un
facteur de transcription partenaire des lamines A/C impliqué dans la différenciation adipogénique et
myogénique.

C. MAPKs

La cascade MAPK-ERK1/2 est une des voies impliquées dans le contrdle de la prolifération, la
croissance et la différenciation cellulaire (Figure 20). L'initiation de la voie de signalisation des MAPK
(Mitogen-activated protein kinase) résulte de I'activation séquentielle de multiples kinases qui
phosphorylent et activent p38, INKs (c-Jun N-terminal kinases) et ERKs (extracellular-signal-regulated
kinases) (Heineke and Molkentin 2006). Une fois activées, p38, JNKs et ERKs phosphorylent une
multitude de substrats comme MEF (mitogen-activated protein kinase kinase-enhancing factor), c-jun
et c-Fos, respectivement. Lorsque le facteur de transcription c-Fos est lié et séquestré par les lamines
a I'enveloppe nucléaire, ce dernier ne forme plus le complexe AP-1 avec c-jun et les cellules restent a
I’état quiescent (lvorra et al. 2006). Lors de la stimulation mitogénique, ERK 1,2 devient phosphorylée
et active. Liée par les lamines A/C a I'enveloppe nucléaire, ERK1,2 phosphorylera c-Fos qui sera alors

libre d’aller dimériser avec c-jun et former le complexe AP-1 actif (Gonzalez et al. 2008).
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Figure 20 : Voie de signalisation des MAPKs
Inspiré de (Dubinska-Magiera et al. 2013)

D. TGFB/BMP

La voie de signalisation TGFB/BMP/Activine agit via les protéines Smadl/5/8 ou via les
protéines Smad2/3. Elles ciblent également des MAPK, telles que p38, JNK, ERK1/2, PKC, mTOR
(mammalian Target Of Tapamycin) et la cofiline. Les lamines de type A interagissent avec les Smads
2/3, ce qui entraine I'inhibition de la transcription TGFB/Smad-dépendante. Ce phénomeéne est di a

la déphosphorylation des Smads par la kinase PP2A, qui est promue par les lamines (Van Berlo et al.

2005) (Figure 21).
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Figure 21 : Voie de signalisation de TGFf
Inspiré de (Dubinska-Magiera et al. 2013)

Comme nous I'avons déja mentionné plus tot, MAN1 qui est un partenaire des lamines de type
A, est également un régulateur négatif de la transduction du signal régulée par les Smads (Lin et al.
2005)

E. Akt/mTOR

Les lamines pourraient également avoir un role dans la régulation de la voie Akt/mTOR via leur
partenaire NET39. Il a été montré que la présence de NET39 dans les myoblastes régulait de maniére
négative la différenciation myogénique et ce grace a son interaction avec la Ser/Thr kinase mTOR et
par conséquence sa répression sur la sécrétion d’IGF-Il (Insulin-like Growth Factors Il) médiée par
MTOR (G.-H. Liu et al. 2009). Notons que les IGF-I et IGF-Il jouent un role critique dans la
différenciation et la croissance du muscle squelettique, ainsi que dans la régénération et
I’hypertrophie dans les cellules musculaires adultes (Florini et al. 1991; Musaro et al. 2004; Musaro et
al. 2001) (Figure 22).
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Figure 22 : Voie de signalisation Akt/mTOR
Inspiré de (Dubinska-Magiera et al. 2013)

VII. Positionnement du noyau

Un mauvais positionnement du noyau peut mener a des dysfonctionnements sérieux réduisant

la viabilité cellulaire. Les mécanismes de migration et de positionnement du noyau sont gouvernés

par les différents éléments du cytosquelette (microtubules et les moteurs dynéines (Reinsch and

Gonczy 1998; Reinsch and Karsenti 1997), actine (Starr and Han 2003)) qui sont connectés a

I’enveloppe nucléaire via le complexe LINC. C'est en liant et retenant les protéines SUN a la

membrane nucléaire interne que les lamines contribuent au positionnement/migration des noyaux.

Au sein de myotubes, il a été montré que le positionnement des noyaux était séverement affecté en

I'absence de pré-lamine A farnésylée (Mattioli et al. 2011).
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Figure 23 : Organisation du complexe LINC
(Tapley and Starr 2013)
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VIll. Réparation de ’'ADN

53BP1 est une protéine clé dans le processus de réparation de I’ADN ayant subi une cassure
double brin. Dans les cellules MEF sans lamines A/C, 53BP1 est instable, ce qui contribue a inhiber la
réparation de ’ADN (Redwood et al. 2011).

Récemment, dans des fibroblastes de peau humains, les lamines A/C ont été montrées comme
interagissant avec 53BP1, mais seulement en I'absence de dommage de I’ADN (Gibbs-Seymour et al.
2015). Les auteurs ont proposé un modeéle ol les lamines A/C garderaient 53BP1 dans le
nucléoplasme, prét a étre recruté rapidement aux sites de réparation de I’ADN lorsque nécessaire.
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Chapitre 4 Les laminopathies

En 1999, I'équipe du Dr Ketty Schwart identifiaient une mutation dans le géne LMNA codant
les lamines de type A, responsable d’une dystrophie musculaire d’Emery-Dreifuss (EDMD) (Bonne et
al. 1999). A partir de ce moment plusieurs centaines de mutations sur le gene LMNA ont été
reconnues responsables d’'une douzaine de désordres cliniques rares, alors appelés laminopathies
(Figure 24). Par ailleurs, des mutations de genes affectant d’autres protéines de I'enveloppe
nucléaire ont aussi été décrites comme responsables de maladies nommées envelopathies nucléaires
(Tableau 2) (Worman et al. 2010).

Geéne Protéine Maladie
EMD Emerine Cardiomyopathie et dystrophie musculaire
LBR Récepteur de la lamine B Anomalie de Pelger-Huét (hétérozygote)
Dysplasie squelettique de Greenberg (homozygote)
LEMD3 MAN1 Dysplasie osseuse sclérotique
SYNE1 Nesprine-1 Ataxie cérébrale
TMPO LAP2 Cardiomyopathie
TOR1A Torsine A Dystonie DYT1
LMNB1 Lamine B1 Leukodystrophie autosomique dominante de I'adulte
LMNB2 Lamine B2 Lipodystrophie partielle acquise
ZMPSTE24 Endoprotéase de la pré-lamine A Desmopathie restrictive et désordres progeroides

Tableau 2 : Maladies causées par des mutations dans des génes codant les lamines de type B ou des protéines associées a
la lamina nucléaire.
Adapté de (Worman et al. 2010)

En fonction de l'identité de la mutation du gene LMNA, la pathologie affecte soit le muscle
strié, les tissus adipeux, les nerfs périphériques ou des systémes multiples comme dans le cas de
vieillissement prématuré (Figure 24). Il arrive que des patients présentent des phénotypes dits

mixtes, mais la plupart du temps cette classification est robuste.

Les mécanismes par lesquels les mutations dans les lamines A/C peuvent étre responsables de
phénotypes tissus-spécifiques sont mal connus. Plusieurs hypothéses non exclusives ont été
proposées pour expliquer cette diversité de phénotypes : (1) L’hypothése structurale suggére que les
mutations des lamines pourraient altérer I'assemblage ou la stabilité des réseaux de lamines, rendant
ainsi le noyau plus fragile et moins résistant au stress mécanique, causant des dommages structuraux
et la mort cellulaire principalement dans des tissus sujets a ce type de stress, comme les cellules
musculaires. (2) L'hypothese concernant I'expression du génome propose que les mutations des
lamines A/C altéreraient les interactions entre les lamines et des régulateurs transcriptionnels tissus-
spécifiques. (3) La troisieme hypothese repose sur le fait que la majorité des tissus atteints par les
laminopathies sont d’origine mésenchymateuse et propose que des mutations dans les lamines A/C
altéreraient la maintenance et la fonction des cellules souches d’origine mésenchymateuse, causant

ainsi une perte de la fonction tissulaire au cours du temps.
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Figure 24 : Les laminopathies affectent différents tissus.
A) Localisation des mutations responsables de laminopathies en fonction des tissus atteints. Réalisé a partir des données de
(Dittmer and Misteli 2011). B) Phénotypes tissu-spécifiques dans les laminopathies.Adapté de (Worman 2012)

Lorsque les lamines de type A sont absentes (LMNA”) de cellules qui les expriment
normalement, les noyaux ont une forme irréguliére avec des protubérances de I'enveloppe nucléaire
d’ou sont exclues les lamines Bl (Muchir et al. 2003). On peut également observer des
regroupements de pores nucléaires, et un défaut d’ancrage de I'’émerine a la membrane nucléaire
interne avec sa redistribution dans les membranes du réticulum endoplasmique. De maniere assez
générale, il a aussi été observé une dysmorphie nucléaire dans les cellules exprimant des lamines

mutées en des sites responsables de différentes classes de laminopathies.

I. Laminopathies touchant le muscle strié

Pour décrire les pathophysiologies de chaque classe de laminopathie, je me suis
principalement inspirée des revues suivantes : (Worman and Bonne 2007; Cau et al. 2014; Maraldi et
al. 2011; Wheeler and Ellis 2008; Dubinska-Magiera et al. 2013; Azibani et al. 2014)
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A. Le muscle strié squelettique

Les muscles peuvent étre considérés comme les moteurs de l'organisme, grace a leurs
propriétés d’excitabilité, de contractilité ou encore d’élasticité, ils permettent de générer force et
mouvement. On distingue trois types de tissus musculaires: (1) le tissus musculaire strié
squelettique, qui permet les mouvements volontaires sous contréle du systéme nerveux dit cérébro-
spinal (2) le tissu musculaire lisse qui permet les mouvements non volontaires sous contréle du
systéme nerveux dit autonome ou végétatif et (3) le tissu musculaire myocardique qui permet la
contraction non volontaire du muscle strié cardiaque sous contréle du systéme nerveux autonome.
Les muscles squelettiques et cardiaques partagent ainsi la méme organisation en muscle strié. Le
muscle squelettique représente la fraction la plus importante du tissu musculaire et correspond a un

tiers de la masse corporelle, il sera décrit un peu plus en détail dans les parties ci-dessous.

1. Anatomie

Les muscles squelettiques sont reliés au squelette osseux par les tendons situés en leur
extrémité. C'est pourquoi, la contraction musculaire induit le mouvement du membre concerné
(bras...). Les muscles squelettiques sont entourés d’un tissu conjonctif appelé epimysium. A
I'intérieur on trouve les faisceaux musculaires eux méme entourés d’un autre tissu conjonctif, le
périmysium. Les faisceaux musculaires sont constitués de fibres musculaires entourées d’un autre

tissu conjonctif, 'endomysium (Figure 25).

Epimysium

Faisceau musculaire

Fibre musculaire

Figure 25 : Organisation du muscle strié squelettique et des myofibrilles
Adapté de eurostemcell.org

2. Différents type de fibres musculaires

Une fibre musculaire est une cellule allongée multi nucléée dont la longueur peut atteindre
plusieurs centimeétres et le diamétre varie entre 10 et 100 um. On peut distinguer différents types de
fibres musculaires selon leur taille, leur vascularité, leur contenu en mitochondries ou en glycogene.
Ces différentes propriétés vont conférer aux fibres la capacité de réaliser des exercices plus ou moins
intenses sur une durée plus ou moins longue. Les fibres de type I, dites lentes, sont tres vascularisées
et de petite taille, contiennent de nombreuses mitochondries et peu de glycogéne et sont utilisées

principalement pour des exercices peu puissants et prolongés tels que le maintien de la posture. A
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I'inverse, les fibres de type Il, dites rapides, sont peu vascularisées et ont un diametre plus important,
elles sont riches en glycogéne mais pauvres en mitochondries. Ces fibres puissantes sont utilisées
pour des exercices intenses mais brefs. Au sein des fibres de type Il on distingue plusieurs sous
classes : les fibres llA, IIX et |IB et des intermédiaires (llAX...). Le typage des fibres est caractéristique
d‘un muscle donné, mais il peut aussi varier en fonction de stimuli extérieurs. Par exemple, |'exercice
physique induit une augmentation du métabolisme oxydatif associé a un changement progressif des
fibres de type 1B en 11X, lIA puis | (Bassel-Duby and Olson 2006).

3. Organisation cellulaire

Les fibres musculaires sont entourées d’une membrane, le sarcolemme. A lintérieur, le
sarcoplasme, cytoplasme des fibres musculaires, contient les organites habituels d’une cellule
eucaryote et un cytosquelette particulier organisé en myofibrille. Les myofibrilles sont composées
d’une chaine d’unités contractiles nommées sarcomeres. Un sarcomere est la plus petite unité
contractile du muscle et il est principalement constitué de filaments d’actine (filament fin) alignés qui
se superposent a des filaments de myosine (filament épais). Par microscopie électronique, on
observe différentes structures au sein d’un sarcomere (Figure 26). Les disques Z qui sont situés aux
deux extrémités du sarcomeére indiquent la région d’ancrage des filaments d’actine avec de part et
d’autre les bandes | claires qui sont riches en actine et titine. Les bandes A sombres identifient les
régions riches en myosine et actine. Au centre de la bande A, on distingue la zone H riche en myosine
mais dépourvue d’actine. Au centre de la zone H, on note la lighe M qui correspond a un « réseau

élastique » permettant d’attacher les filaments de myosine au centre du sarcomere.
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Figure 26 : Organisation d’une myofibrille en sarcomeéres
Microscopie électronique d’une myofiibrille et schématisation de son organisation. La distance moyenne entre deux bandes
Z dans un muscle squelettique strié humain au repos est de 3 um. (Adapté de 2013 Pearson education, Inc. et
www.ks.uiuc.edu)

4. Développement du muscle

Les cellules musculaires proviennent du mésoderme de [I'embryon. Les cellules
mesodermiques somitiques se déterminent en myoblastes suite a I'expression des facteurs de

transcription spécifiques du muscle (myogenic regulatory factors, MRFs) MyoD et Myf5 (Braun et al.
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1992; Rudnicki et al. 1993). L'expression de la myogénine, un autre MRF, permet ensuite la fusion
des myoblastes en cellules multinucléées, les myotubes (Hasty et al. 1993). En un premier temps, les
noyaux s’alignent dans I'axe central du myotube puis ils se repositionnent a la périphérie. S’ensuit
une deuxieme vague de migration de myoblastes et de fusion. Les myofibres ainsi formées
deviennent matures avec la mise en place des sarcomeres qui est dépendante de I'expression d’un
autre MRF, Mrf4 aussi appelé Myf6 (Figure 27).

Au cours de la régénération des fibres musculaires a I'dage adulte se produisent des
évenements similaires. Les cellules satellites qui sont des cellules quiescentes localisées entre la lame
basale et les fibres musculaires, aussi appelées cellules souches adultes du muscle, sont activées lors
de l'initiation de la néomyogénese. Ces cellules qui expriment MyoD, vont proliférer et générer deux
pools distincts, I'un va étre maintenu comme réserve de cellules non déterminées alors que l'autre
va fusionner avec les myofibres déja existantes. Les noyaux nouvellement incorporés vont d’abord

étre localisés au centre de la myofibre avant d’étre repositionnés a la périphérie.
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Figure 27 : Principales étapes de la myogeneése et les facteurs de transcription majeurs impliqués dans ce processus de
différenciation

B. Description clinique des laminopathies touchant le muscle
strié

1. Dystrophie musculaire de type Emery-Dreifuss autosomique dominante
(AD-EDMD)

La premiere laminopathie décrite fut la dystrophie musculaire de type Emery-Dreifuss
autosomique dominante (AD-EDMD) (Bonne et al. 1999). Elle se caractérise par des contractures
articulaires commengant dans la petite enfance touchant tout d’abord les coudes, les chevilles et le
cou, puis apparaissent progressivement des faiblesses musculaires du haut des bras et du bas des
jambes et ensuite des épaules et des hanches. Mais plus que I'atteinte motrice, c’est I'atteinte du
muscle cardiaque qui menace la survie des patients, en effet certains développent une
cardiomyopathie dilatée avec des anomalies de la conduction. L'importance de celle-ci n’est pas
corrélée avec le manque de force musculaire, ainsi des patients qui portent la mutation responsable
de 'AD-EDMD peuvent développer une cardiomyopathie dilatée sans ou avec peu d’atteinte du
muscle strié squelettique (Fatkin et al. 1999) ou une dystrophie musculaire des ceintures (Muchir et
al. 2000).
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La maladie d’EDMD était a 'origine associée a la mutation du gene EMD, codant I'émerine.
Nous avons déja parlé de cette protéine de I'enveloppe nucléaire, et bien que I'’émerine soit un
partenaire de la lamine, I'explication fonctionnelle pour laquelle des mutations dans I'une ou l'autre

des protéines peuvent déclencher la méme maladie reste a ce jour inconnue.
2. Dystrophies musculaires congénitales (CMD)

Des mutations dans le gene LMNA causant des dystrophies musculaires congénitales (CMD)
ont également été identifiées. A noter, que des mutations dans des genes codant des protéines du
complexe des dystrophines/glycoprotéines/matrice extracellulaire sont aussi a I'origine de CMD.
Cette pathologie est caractérisée par une hypotonie congénitale, un développement moteur retardé
et I'apparition progressive d’une faiblesse musculaire associée a un aspect dystrophique sur des

biopsies de muscle. L’évolution clinique est trés variable.

Des patients avaient été initialement diagnostiqués pour des AD-EDMD avec apparition
précoce (aprés acquisition de la marche), mais ne présentaient pas certaines caractéristiques de
I’'EDMD, ce sont les premiers cas répertoriés de CMD due a une mutation dans le géne LMNA (L-
CMD) (Bonne et al. 2000; Mercuri et al. 2000). Par la suite, une patiente a été diagnostiquée pour
une forme encore plus précoce de L-CMD. Ayant présenté des signes de faiblesse musculaire et
d’hypotonie dés les premiers mois de la vie, elle n’a jamais pu tenir en position assise seule (Mercuri
et al. 2004).

En 2008, Quijano-Roy et ses collaborateurs (Quijano-Roy et al. 2008) rapportent les cas de 15
patients (dont les deux cités ci-dessus) portant une néo mutation hétérozygote de LMNA et
présentant une myopathie a apparition précoce. Tous les enfants au cours de leur premiere année
présentaient une faiblesse musculaire et une faiblesse axiale sélective remarquable avec une perte
des muscles cervicoaxiaux causant le syndrome de la téte tombante (dropped-head syndrom). En
fonction de leurs symptémes, on distingue deux sous-groupes de patients : le premier, avec une
faiblesse sévere et un développement moteur minime ou absent, et le deuxieme, avec le syndrome
de la téte tombante qui fait suite a une période normale de développement moteur. Tous les enfants
manifestent initialement [I'affaiblissement des muscles cervicaux/axiaux. Une insuffisance
respiratoire restrictive progressive apparait avant I’age de huit ans dans le second groupe et encore
plus t6t dans le premier groupe. Le niveau de créatine kinase (CK) sérique dans le sérum est retrouvé
élevé dans tous les cas de L-CMD; ce qui témoigne d’'un dommage musculaire; en effet cette enzyme
est libérée dans le sang suite a la nécrose des fibres musculaires. L’analyse de biopsies de muscles
deltoides et quadriceps a montré une atrophie et une dispersion des fibres de type 1 (fibres lentes
oxydatives) chez tous les patients, validant ce phénotype comme outil de diagnostic pour les L-CMD
(Quijano-Roy et al. 2008).

3. Autres pathologies musculaires

Des mutations du géne LMNA ont également été identifiées comme responsables de
dystrophie musculaire des ceintures (LGMD-1B) (Muchir et al. 2000) et de cardiomyopathie dilatées
avec défaut de conduction (DCM) (Fatkin et al. 1999).
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C. Pathophysiologie des laminopathies a atteinte musculaire

1. Modéles murins utilisés pour étudier les mécanismes moléculaires sous-
jacents aux pathologies EDMD, DCM ou L-CMD

Plusieurs modeles murins ont été développés pour étudier les fonctions de I'émerine et des
lamines A/C. Il y a notamment des souris null pour le géne Emd (émerine) (Muchir, Pavlidis, Bonne, et
al. 2007; Ozawa et al. 2006) ou le géne Lmna (Sullivan et al. 1999) ou encore des souris porteuses de
mutations faux sens telles que la p.His222Pro, abrégée en H222P (Arimura et al. 2005; Muchir,
Pavlidis, Decostre, et al. 2007), p.Asn195Lys, abrégée en N195K (Mounkes et al. 2005), p.Leu530Pro,
abrégée en L530P (Mounkes et al. 2003) ou encore la p.Met371Lys, abrégée en M371K (Y. Wang et
al. 2006).

En 1999, un modele de souris congu pour étre Lmna-null a été développé (Sullivan et al. 1999).
Ces souris, normales a la naissance, développaient rapidement une perte du muscle squelettique et
une cardiomyopathie rappelant 'EDMD chez 'homme, et mouraient a I'dge de huit semaines
(Sullivan et al. 1999). Les études faites sur ces souris dites Lmna-null et les cultures cellulaires
dérivées ont largement contribué a mettre en évidence l'implication des lamines A/C dans la
localisation d’autres protéines nucléaires, I'intégrité nucléaire, I'organisation de la chromatine ou
encore la régulation transcriptionnelle voir le Chapitre 3 « Les divers roles des lamines de type A au
sein de la cellule». Cependant, il fut montré récemment que ces souris exprimaient en réalité une
forme tronquée des lamines A/C (A8-11) qui reste probablement farnesylée et peut donc étre
toxique (Jahn et al. 2012). Par la suite, d’autres modeles de souris Lmna-null ont été développés, la
Lmna®™" (Kubben et al. 2011), la Lmna™® (Y. Kim and Zheng 2013) et la Zp3-Lmna (Solovei et al.

2013). Dans les deux premiers modeles, I'absence de lamines de type A est fatale puisque les souris

éme éme

meurent avant la naissance. Dans le 3°"° modele, les souris meurent avant le 18" jour aprés la

naissance ; les souris montrent des défauts au niveau musculaire. Dans les modéles murins, I’absence
totale de lamines de type A engendre donc des phénotypes plus séveres que |'expression résiduelle

de la forme tronquée des lamines A/C (A8-11).

De maniére inattendue, les souris Emd-null semblent phénotypiquement normales (avec
toutefois des anomalies mineures de la coordination motrice et des temps de conduction
atrioventriculaire légerement prolongés). Il semblerait que chez la souris, I’émerine est peu exprimée
alors que son partenaire LAP1 aurait un réle prépondérant. En effet, les souris LAP1”" développent

une dystrophie musculaire qui est plus aggravée encore en absence d’émerine (Shin et al. 2013).

Des modeles animaux de Knock-in ont également été développés afin d’étudier les
mécanismes pathophysiologiques des laminopathies. Parmi ces modéles murins on peut notamment
citer la souris Kl-Lmna™??" pour 'EDMD (Arimura et al. 2005), la souris Kl-Lmna"**** pour la DCM

432 hour la L-CMD. Alors que chez ’lhomme, les

(Mounkes et al. 2005) ou encore la souris KlI-Lmna
maladies sont généralement causées par des mutations hétérozygotes du géne LMNA, chez les

souris, les mutations du géne LMNA doivent étre homozygotes pour générer un phénotype (c’est le
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). Cependant, les souris KI-Lmna®**?, développent un
aAK32/AK32

cas pour les souris KI-Lmna ou Kl-Lmna

phénotype a I'état hétérozygote et homozygote. Notons que les souris KI-Lmn ont un retard
de croissance et meurent prématurément a deux semaines de vie (Bertrand et al. 2012) alors que les
souris hétérozygotes meurent de leur atteinte cardiaque aprés un an (Cattin et al. 2013). Des
analyses histologiques et moléculaires ont mis en évidence une diminution généralisée du niveau de
lamine A/C accompagnée de défauts de maturation des muscles striés squelettiques et cardiaques et
du tissu adipeux (Bertrand et al. 2012). Certains des mécanismes pathophysiologiques touchés dans

ces modeles sont décrits dans les parties ci-dessous.

Les lamines et les protéines associées aux lamines affecteraient la plupart des voies de
signalisation impliquées dans le développement/homéostasie des muscles. Elles joueraient
notamment un role dans la myogenése lors du développement embryonnaire (I’ARN des lamines A/C
est détecté chez la souris au stade E11 dans le cceur, I'aorte dorsale, le foie et les somites), la

croissance du muscle postnatale et la régénération du muscle de I'adulte.

2. Altération de la transcription en réponse au stress mécanique

" ou Emd” présentent une

En réponse a un stress mécanique, les fibroblastes de souris Lmna”
expression altérée des génes de mécanosensitivité tels que egr-1 et lex-1 et une fréquence
augmentée de leur mort par apoptose (Lammerding et al. 2004; Lammerding et al. 2005). De la
méme maniére, en réponse a une stimulation mécanique (ou a une cytokine), les cellules Lmna”"
présentent une diminution anormale de la transcription régulée par NF-kB , facteur de transcription
impligué dans I'hypertrophie cardiaque pathologique (Hall et al. 2006). Notons également qu’il a été
montré que des myoblastes de patients présentaient des défauts de mécanosensitivité via
I’'augmentation de I'activation de la voie de signalisation YAP (yes-associated protein) (Bertrand et al.

2014).

Dans des modeles animaux / cellulaires de laminopathies, le complexe LINC ainsi que le
cytosquelette sont perturbés (L. Yang et al. 2013; Broers et al. 2005; J. S. H. Lee et al. 2007). Une
hypothése serait que dans un contexte normal, les connexions entre le noyau et le cytosquelette
permettent aux cellules de résister a des forces de large magnitude, alors que dans un contexte
pathologique, la disruption de cette connexion rendrait les cellules plus sensibles a ce type de stress.
Dans la mesure ou le tissu musculaire est constamment soumis a des stress mécaniques, on peut
imaginer que |'atteinte spécifique musculaire chez les patients résulte de I'incapacité des cellules de
ce tissu a répondre de maniére appropriée a ce type de stress.

3. Activation de la voie de signalisation des MAPK

Dans les cceurs de souris modeles d’'EDMD (Lmna H222P, Emd ™" ), il a été mis en évidence une
sur-activation de la voie MAPK et notamment des kinases ph-JNK et/ou ph ERK1,2, deux médiateurs
de la croissance hypertrophique (Heineke and Molkentin 2006; Muchir, Pavlidis, Decostre, et al.
2007). Une plus grande activité de JNKs est associée au développement de cardiomyopathies et a des
défauts de la conduction avec une perte de la protéine de jonction communicante con43 (connexine-
43) (Petrich et al. 2002).
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Une plus grande activité de MEK1-ERK1/2 stimule I'expression de plusieurs génes foetaux qui
sont connus pour étre up-régulés dans I’hypertrophie, comme la B—MHC (6—Myosin Heavy Chain) et
ANF (atrial natriuretic factor) (Gillespie-Brown et al. 1995; Muchir, Pavlidis, Decostre, et al. 2007).

Ces données suggeérent que I'émerine et les lamines A/C sauvages sont des régulateurs
négatifs de la voie de signalisation de MAPK ; cependant la maniére dont leur absence ou leur

mutation peut activer cette voie n’est pas encore claire.
4. Anomalies de signalisation pRb-MyoD

Comme nous avons pu le voir dans le paragraphe « Controle du cycle cellulaire et régulation de
Rb » la voie de signalisation pRb-MyoD est impliquée dans le contréle du cycle cellulaire et
I'activation de la différenciation myogénique. Dans les muscles de souris modeles de EDMD ou de
patients atteints de AD-EDMD et de X-EDMD, I'expression des composants de la voie pRb-MyoD est
altérée induisant notamment une surexpression des protéines CBP (CREB (cAMP-response-element-
binding protein)-binding protein), NAP1L1 (nuclesosome assembly protein 1-like protein 1) et CRI-1
(CBP/EP300 (E1 A-binding protein 300) inhibitory protein 1) (Bakay et al. 2006; Melcon et al. 2006;
Frock et al. 2006).

La dérégulation de la voie Rb en réponse a I'expression de lamines mutées implique
vraisemblablement une altération de fonction de son partenaire LAP2a. Ainsi, il a été montré que les
souris dépourvues de LAP2a ont un pool de cellules souches musculaires plus élevé que la normale,
et que le pourcentage des fibres musculaires de type rapide (type Il) augmente (dans le soleus) (Gotic
et al. 2010). In vitro, les myoblastes primaires LAP2a 7" présentent un retard de différenciation (Gotic
et al. 2010).

En conclusion, des mutations dans les génes codant les lamines A/C ou leur partenaire LAP2a
conduisent a un déséquilibre de la balance entre les deux destinées cellulaires possibles prolifération

/ différenciation, via un dysfonctionnement de pRb (Figure 18).

5. Altération de la distribution intracellulaire de B—caténine

Dans le coeur, I'émerine qui est localisée a la fois dans le noyau et au niveau des jonctions avec
les disques intercalaires du myocarde joue un réle majeur dans la voie de signalisation de la B-
caténine (Wheeler et al. 2010). Il a été montré dans des cellules en culture (HEK 293), que la
surexpression ou I'absence de I’émerine inhibait ou activait I'accumulation nucléaire de la B-caténine
et la cascade de signalisation en aval, respectivement (Markiewicz et al. 2006; Wheeler et al. 2010).
Dans le contexte X-EDMD, la diminution de I'expression de I'émerine dans les coeurs de souris
s’accompagne d’une augmentation de l'intensité des immunomarquages de la B—caténine au niveau
des disques intercalaires et d’un changement d’architecture de ces derniers (Wheeler et al. 2010).
Dans les souris Lmna-null I'intégrité des disques intercalaires n’a pas été étudiée au-dela de six

semaines ou il n’y avait pas d’anomalies (Nikolova et al. 2004).
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6. Smads

Dans des fibroblastes embryoniques provenant de souris Lmna-null, il a été montré que la
cinétique de phosphorylation de Smad2 et Smad3, induite par TGF-p, était altérée (Van Berlo et al.

H222P/H222P (0 déle EDMD) présentent une augmentation de la quantité

2005). De plus, les souris Lmna
de Smad2 et Smad3 phosphorylés dans les noyaux de muscles squelettiques et cardiaques (Arimura
et al. 2005). Il est donc proposé qu’un défaut d’expression de lamines de type A pourrait, en altérant
I'intégrité de I'enveloppe nucléaire, impacter la capacité de MAN1 (voir ci-dessus) a se lier a et

réguler les Smads (Bengtsson 2007).

D. Thérapies pour les atteintes musculaires liées a des
mutations dans le géne LMNA

1. Prise en charge actuelle des patients

A ce jour, il n’existe pas de traitement spécifique pour soigner les laminopathies affectant les
muscles striés. Cependant, une prise en charge des patients atteints est proposée afin de préserver

I'activité du muscle et d’améliorer leur espérance de vie.

Pour aider a maintenir leur déambulation, les patients peuvent suivre des séances de
kinésithérapie ou des interventions chirurgicales visant a limiter les contractures au niveau des

tendons d’Achille, du cou et de la colonne vertébrale.

C'est cependant, comme nous I'avons déja dit, I'atteinte cardiaque qui menace la survie des
patients. Sans traitement, les cardiomyopathies peuvent mener au développement d’insuffisance
cardiaque, voire de mort prématurée. L'administration de médicaments conventionnels contre les
insuffisances cardiaques, comme les inhibiteurs de I'enzyme de conversion de I'angiotensine (ACE),
n’est pas suffisante pour traiter les patients atteints d’EDMD en réponse a une mutation dans le géne
LMNA. LUimplantation d’un défibrillateur automatique, et non d’un pacemaker, est recommandé
pour prévenir une mort subite due a une tachyarythmie létale chez ces patients (Meune et al. 2006).

2. Inhibiteurs de MAPK

Etant donné les différences d’activité des voies de signalisation MAPK et mTOR dans les coeurs

H222pP

de souris Lmna par rapport aux souris sauvages, l'inhibition de ces voies a des fins

thérapeutiques a été envisagée (Muchir, Pavlidis, Decostre, et al. 2007). Ainsi, des souris Lmna"?**
présentant déja des signes de détérioration cardiaque ont été traitées pendant quatre semaines par
des injections quotidiennes en intrapéritonéal de Selumetinib, un inhibiteur de la signalisation
ERK1/2 (Muchir, Reilly, et al. 2012). A noter que cette drogue est utilisée par ailleurs en essais
cliniques pour traiter certains cancers (Adjei et al. 2008; Hayes et al. 2012). Des analyses
d’échocardiographie et histologiques ont démontré que le traitement augmentait la fraction de
raccourcissement cardiaque (i.e. une amélioration de la fonction ventriculaire gauche), prévenait la
fibrose du myocarde et prolongeait la survie des animaux, sans induire d’effets toxiques au niveau
rénal ou hépatique. Ainsi, la Selumetinib pourrait étre envisagée comme traitement pour les patients

atteints de cardiomyopathie (Muchir, Reilly, et al. 2012).
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De méme, il a été montré, toujours dans les souris Lmna"** qu’inhiber JNK (W. Wu et al.
2010; W. Wu et al. 2011) ou p38 (Muchir, Wu, et al. 2012) avait des effets bénéfiques sur les

dysfonctionnements du ventricule gauche.

Dans quelle mesure le chevauchement de ces différentes voies de signalisation joue un réle
dans la détermination de la cardiomyopathie causée par des mutations de LMNA n’est pas encore

connu.
3. Induction de I'autophagie

mTOR jour un réle majeur dans la régulation de la balance entre la croissance cellulaire et
I"'autophagie en réponse au statut nutritionnel, a des facteurs de croissance et a des signaux de stress
(Jung et al. 2010). La rapamycine se lie a et inhibe mTOR de maniére allostérique et spécifique. Ainsi,
la rapamycine a été utilisée pour des essais de traitement de cancer et différents analogues, comme
le Temsirolimus, ont été développés afin d’améliorer les propriétés pharmacocinétiques (Benjamin et
al. 2011).

Les souris Lmna”” qui présentent une suractivation de la signalisation de mTORC1 dans le cceur
et le muscle squelettique ont vu une amélioration de leurs fonctions musculaires et une
augmentation de leur espérance de vie apres traitement a la rapamycine. Il a aussi été observé une
amélioration globale du processus de dégradation par autophagie ainsi qu’une réduction des

agrégats de desmine dans le muscle et le tissu cardiaque (Ramos et al. 2012).

Les souris Lmna"?**

présentant des signes de détérioration cardiaque, ont vu une amélioration
de la dilatation systolique du ventricule gauche, apres traitement au Temsirolimus. Cependant cet
inhibiteur n’a pas permis de diminuer le degré de fibrose, suggérant que les voies ERK1/2 et
AKT/mTOR seraient toutes deux impliquées dans la régulation de la fonction du ventricule gauche

(Choi et al. 2012).
4. Traitements combinés

Les différents travaux cités ci-dessus ont mis en évidence qu’inhiber les voies de signalisation
d’ERK1/2 ou d’Akt/mTOR avaient des effets positifs sur la fonction cardiaque des souris modeéles de
laminopathies avec une atteinte cardiaque. Il reste a déterminer si des traitements combinés
d’inhibiteurs de MEK1/2 et mTOR pourraient avoir un effet thérapeutique synergique dans ce
contexte de laminopathies.

5. Sensibilisateur au calcium

Les agents cardiotoniques pourraient étre utiles pour le traitement des dysfonctionnements
systoliques puisqu’ils augmentent la contractilité cardiaque via une augmentation du niveau d’AMPc
dans les cardiomyocytes, menant & une augmentation de la concentration de Ca”. Les agents
cardiotoniques classiques pourraient apporter un bénéfice hémodynamique a court terme, mais a
long terme leur administration a été corrélée avec un faible taux de survie et des effets secondaires
divers, possiblement dus aux fortes concentrations de Ca®** menant a une cardiotoxicité et des effets

arrhythmogéniques. Cependant, les sensibilisateurs au Ca** sont des nouveaux agents cardiotoniques
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qui permettent un effet inotropique en augmentant la sensibilité au Ca** pour la contraction du
muscle sans augmenter les concentrations d’AMPc ou de Ca”" intracellulaire (Perrone and Kaplinsky
2005). Ainsi, le sensibilisateur au Ca®** nommé SCH00013 a été rapporté comme améliorant la
contractilité sans dépense superflue d'énergie dans les muscles cardiaques (Tadano et al. 2005). Les

H222pP

souris Lmna traitées avec le SCHO00013 ont vu une amélioration du dysfonctionnement

systolique, une diminution de la fibrose interstitielle cardiaque, la modulation de I'expression de

genes impliqués dans le remodelage cardiaque des souris Lmna"?*?

, et finalement une prolongation
de leur espérance de vie (Arimura et al. 2010). Les mécanismes par lesquels la molécule SCH0O0013
induit les effets bénéfiques cités plus haut restent a déterminer, mais ces découvertes impliquent
que ce sensibilisateur au Ca®* pourrait &tre une option pour prévenir la progression des

laminopathies cardiomyopathiques.

Il. Laminopathies touchant les tissus adipeux

En 2000, il a été montré que plusieurs mutations du géne LMNA pouvaient toucher les tissus
adipeux, et plus spécifiquement causer des lipodystrophies partielles familiales de type Dunnigan
(FPLD) (H. Cao and Hegele 2000; Shackleton et al. 2000; Speckman et al. 2000). Cette pathologie
autosomique-dominante est caractérisée par une perte des tissus adipeux aux extrémités qui se
déclenche au cours de la puberté, et est généralement associée a une insulino-resistance, un
diabéte, une hyperglycémie et une stéatose hépatique. La majorité des mutations responsables de la
FPLD sont hétérozygotes avec des substitutions au niveau de I'exon 8 de LMNA (Figure 24), menant a
un changement de charge de la surface de I'lg-fold, comme par exemple la mutation p.Argd82Trp,
abrégée en R482W (Krimm et al. 2002).

Il existe cependant également des patients qui présentent des anomalies des tissus adipeux,
de la sensitivité a I'insuline et du métabolisme des lipides mais qui n’ont pas les phénotypes typiques
de la FPLD (Caux et al. 2003; Decaudain et al. 2007; Dutour et al. 2011).

De plus, des mutations faux-sens homozygotes au niveau de I'lg-fold causent des dysplasies
mandibulo-acrales (MADA), un syndrome caractérisé par une lipodystrophie partielle et des
anomalies congénitales affectant le squelette (Novelli et al. 2002).

A. Pathophysiologie des laminopathies touchant les tissus
adipeux

1. SREBP1

Au cours de mon stage de master 2, j’ai contribué a I'étude portant sur I'impact des lamines de
type A sur la fonction de son partenaire, le facteur de transcription SREBP1 qui joue un réle central
dans la différenciation adipocytaire. Nous avons montré dans un modeéle cellulaire que la
surexpression de lamines de type A sauvages stabilisait I'expression de SREBP1 mais réduisait son
activité transcriptionnelle (Vadrot et al. 2014). Plusieurs hypothéses peuvent expliquer cette perte

d’activité. (1) Les lamines de type A en interagissant avec SREBP1 a la périphérie du noyau, le
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séquestrerait loin de ses séquences cibles. Cependant nous avons également montré que les lamines
de type A se liaient préférentiellement a SREBP1 lié a des séquences d’ADN plutot qu’a SREBP1 libre
et gu’elles interagissaient avec SREBP1 aussi dans le nucléoplasme. (2) Les lamines de type A
pourraient s’associer aux complexes [SREBP1 — ADN] et les déplacer vers un compartiment inactif
transcriptionnellement, comme I'enveloppe nucléaire ou des domaines associés au lamines (LADs)
(Lund et al. 2013; Lund and Collas 2013). (3) Les lamines de type A pourraient empécher le
recrutement de co-facteurs nécessaires a la transcription régulée par SREBP1 (e.g. CBP/P300, SP1,
NFY) (Dooley et al. 1998; Giandomenico et al. 2003; Oliner et al. 1996; Sanchez et al. 1995). (4) Les
lamines de type A pourraient aussi avoir un réle indirect sur la fonction de SREBP1, en modulant ses
modifications post-traductionnelles. Ainsi, les lamines régulent la fonction de |la deacétylase SIRT1 (B.
Liu et al. 2012) et I'expression d’ubiquitines ligases (Chaturvedi and Parnaik 2010; Chaturvedi et al.
2012; Muralikrishna et al. 2012), des facteurs impliqués dans I'acétylation et la stabilité de SREBP1,
deux éléments clés pour réguler son activité (Bengoechea-Alonso and Ericsson 2009; Ponugoti et al.
2010).

De plus, I'analyse de l'’expression des genes cibles de SREBP1 par RNA-Seq dans des
fibroblastes humains contrdles ou de patients atteints de FPLD2 (Vadrot et al. 2014) a montré que,
en comparaison aux lamines A sauvages, les lamines A mutées au site responsable de FPLD2 (R482W)
formaient moins d’interactions avec SREBP1 in situ et stimulaient I’expression d’un grand nombre de
genes cibles de SREBP1. Cette augmentation de I'activité de SREBP1 pourrait contribuer d’'une part a
I'induction de la sénescence prématurée des fibroblastes de patients (Y.-M. Kim et al. 2010), et
d’autre part, a l'inhibition de la différenciation adipogénique causée par I'expression de lamines A
R482W (Oldenburg et al. 2014).

Le fait que la suractivation de SREBP1 puisse contribuer a I'altération des tissus adipeux est
conforté par certaines études réalisées dans la souris. En effet, la surexpression de SREBP1c
spécifiguement dans les tissus adipeux, a généré un syndrome chez la souris qui ressemblait a la
lipodystrophie congénitale généralisée chez I'humain (Shimomura et al. 1999). Ces souris ont
présenté tres peu de tissu adipeux, résultant vraisemblablement d’'un défaut de différenciation
adipocytaire ; elles ont aussi développé de I'hyperglycémie, de I"hyperinsulinémie et ont accumulé
des lipides dans le foie (Shimomura et al. 1999).

2. Wnt-B-caténine-PPARy

PPARy, facteur de transcription qui joue un réle clé dans la conversion adipogénique, est
régulé entre autres par I'émerine, partenaire des lamines A/C. En effet, dans les fibroblastes
emerine-null qui ont une augmentation de I'activité de la B-caténine, on observe une accumulation
de PPARy dans le noyau (Tilgner et al. 2009). Ainsi la dérégulation de PPARy pourrait contribuer a la

génération des défauts métaboliques dans les laminopathies a aspect lipodystrophique.

B. Traitement des lipodystrophies liées a des mutations du
géne LMNA

En raison de la pauvreté en tissus adipeux, ces patients ne peuvent pas stocker les triglycérides

et ont un déficit dans la sécrétion d’adipocytokines. Au final, ils peuvent développer des
65



complications graves telles qu’une perte de la sensibilité a I'insuline avec diabete, pancréatite,
cirrhose et stéatose du foie et athérosclérose accélérée. A ce jour il n'y a pas de traitement
spécifique des laminopathies a caractéristique lipodistrophique. Cependant, pour limiter les
complications chez ces patients on peut envisager de :

1) améliorer la sensibilité a I'insuline pour corriger le diabéete : Pour le moment la stratégie
porte premierement sur des modifications du mode de vie (régime et activité physique) puis sur la
prise de metformine, antidiabétique oral de la famille des biguanides normoglycémiants. Cependant,
certains patients ne parviennent pas a avoir un contréle de leur glycémie adéquate avec la

metformine.

2) réduire I'hypertriglycéridémie car elle peut conduire a une pancréatite qui est souvent
résistance aux thérapies conventionnelles. Des dérivés d’acide fibrique (des agonistes de PPARy) ou
de fortes doses d’acides gras polyinsaturés w-3 peuvent alors étre utiles. Chez certains patients, de
faibles doses de statines, qui inhibent la farnésylation de la pré-lamine A, peuvent étre ajoutés pour
réduire le niveau de cholestérol non HDL.

3) compenser le déficit en adipocytokines grace a l'utilisation de leptine recombinante
(hormone digestive). Ce traitement suivi par des patients atteints de FLPD a donné des résultats
encourageants avec une amélioration de I'hyperglycémie, de I’hypertriglycémie et de la sensitivité a
I'insuline (Park et al. 2007). De plus, la leptine réduit I'appétit et fait perdre du poids, participant a
améliorer les défauts métaboliques. Au-dela de ces effets centraux, la leptine réduit également
I’'accumulation de lipide ectopique dans le foie et le muscle (Petersen et al. 2002).

4) améliorer ’homéostasie du tissu adipeux en modulant I'activité de facteurs de transcription
clés comme SREBP1 et PPARy. Etant donné qu’il a été montré que la dérégulation de I'activité de
SREBP1 pouvait jouer un role majeur dans la pathophysiologie, |'utilisation de molécules capable de
moduler I'expression ou l'activité de SREBP1 est considérée comme une approche thérapeutique
pertinente. Ainsi, les glitazones, des ligands de PPAR, pourraient permettre de retrouver un
processus adipogénique normal. Cependant leurs effets restent équivoques, en effet les glitazones
n’inversent pas la perte de gras, et peuvent empirer I'excés d’accumulation de tissus adipeux au
niveau cervical (Simha et al. 2008). Chez la plupart des patients de fortes doses d’insuline sont

nécessaires.

lll. Laminopathies touchant les nerfs périphériques

La mutation R298C homozygote, située au niveau du rod domain des lamines de type A, a été
reportée comme responsable d’'une neuropathie périphérique récessive autosomique, la maladie de
Charcot-Marie-Tooth de type 2 (AR-CMT2A) (De Sandre-Giovannoli et al. 2002). Les sujets atteints
souffrent d’une neuropathie périphérique axonale dont I’dge d’apparition et I’évolution de la maladie

sont tres variables.
Il a été montré que les nerfs sciatiques des souris Lmna”” avaient une réduction de la densité

en axones, un élargissement axonale et des axones non-myélinisés, des phénotypes similaires a ceux
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qgue l'on retrouve chez des patients atteints de neuropathies axonales périphériques (De Sandre-
Giovannoli et al. 2002). La délétion hétérozygote de 15 nucléotides en 5, comprenant le codon
d’initiation de la traduction ATG du gene LMNA, elle, cause des défauts a la fois de la EDMD et d’'une
neuropathie périphérique chez I’homme (Walter et al. 2005).

A. Pathophysiologie des neuropathies liées a des mutations du
géne LMNA

Afin de comprendre les mécanismes physiopathologiques de I’AR-CMT2A, un modele de souris
knock-in a été généré, avec la mutation p.Arg298Cys de Lmna, abrégée en R298C. Bien que sans
phénotype apparent au niveau des nerfs périphériques, il a été observé une sous régulation du géne
Lmna dans tous les tissus testés (muscle squelettique, cceur, nerf périphérique, moelle épiniére ou
encore le tronc cérébral) et une sur-régulation de Pmp22 spécifiquement dans les nerfs sciatiques
(Poitelon et al. 2012). Produit principalement dans les cellules de Schwann, PMP22 est un composant
majeur de la myéline exprimé dans la portion compacte de pratiquement toutes les fibres myélinées
dans le systeme nerveux périphérique. Il joue un réle dans la croissance et la différenciation des
cellules de Schwann (Snipes et al. 1992; Spreyer et al. 1991). De plus, chez ’lhomme, la cause la plus
connue de CMT est la duplication du chromosome 17 qui contient le gene PMP22. La possible
relation entre Pmp22 et Lmna est une premiére étape dans la compréhension de la physiopathologie
de 'AR-CMT2A, mais les mécanismes plus précis restent encore a étre élucidés.

B. Traitement des neuropathies liées a des mutations du géne
LMNA

Il n’y a pas de remede contre la maladie de Charcot-Marie-Tooth pour I'instant.

En 2004, I'équipe du Dr Michel Fontés a montré un effet bénéfique de I'acide ascorbique
(Vitamine C) sur les modéles de souris transgéniques CMT1A (Passage et al. 2004). Quelques années
plus tard, il a été montré que I'acide ascorbique inhibait I'expression de PMP22 (Kaya et al. 2007).
Cependant les essais cliniques menés sur des patients atteints de CMT1A n’ont montré aucun

bénéfice de ce dernier bien qu’il ait été bien toléré par les patients (Micallef et al. 2009).

Afin de de limiter la progression de la maladie chez les patients, la kinésithérapie est
essentielle. Bien que la rééducation douce soit préconisée, une activité physique intensive est a
proscrire. La chirurgie orthopédique peut apporter un soulagement et un maintien de la marche. De
méme l'usage d’une canne, le port d’attelles ou de chaussure orthopédiques permettent de
retrouver une certaine stabilité, diminuent le risque de chutes et prolongent la marche (www.cmt-

france.org).
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IV. Laminopathies touchant de multiples systémes dans le
cas de vieillissement prématuré

Des patients développent une laminopathie caractérisée par un vieillissement prématuré.
Plusieurs symptomes sont regroupés dans cette catégorie, tels que le syndrome de Hutchinson-
Gilford (HGPS), la dermopathie restrictive (RD), la dysplasie acro mandibulaire (MADA), le syndrome
de la progeria de Nestor-Guillermo (NGPS) et LIRLLC (Lipoatrophy, Insulin-Resistant diabetes,
Leukomelanodermic papules, Liver steatosis and hypertrophic Cardiomyopathy). Des patients qui ont
une MADA ont, comme j'ai déja pu le dire une lipodystrophie partielle, mais également des
anomalies phénotypiques qui chevauchent celles présentent dans les symptomes progéroides, tels

que le retard de croissance et les rétractions articulaires.

La progéria ou syndrome de Hutchinson-Gilford (HGPS) qui est une maladie sporadique,
autosomique-dominante est la laminopathie la plus étudiée. Les patients sont atteints d’'un
vieillissement prématuré caractérisé par une peau fine atrophique avec absence de tissu adipeux
sous cutané, des rétractions articulaires, les doigts en flexion, une micrognathie, une alopécie, et des
anomalies vasculaires, menant généralement a la mort des patients entre 13 et 16 ans. Ce syndrome
est d0 a une mutation de transversion d’une cytosine en thymine au niveau du codon 608 de I'exon
11 du gene LMNA. Cette mutation crée un site d’épissage supplémentaire, ce qui va entrainer la
synthése d’une pré-lamine A dépourvue de 50 acides aminés au niveau C-terminal (del a.a. 607-656).
C'est dans cette région délétée que se situe normalement le site de clivage par la protéase
ZMPSTE24. En conséquence, la pré-lamine A mutée qu’on appelle alors progérine, ne peut suivre
correctement le processus de maturation, et reste farnesylée de maniére permanente. La pré-lamine
A ne subit pas non plus le processus de maturation complet dans le cas de mutations homozygotes
du gene codant la ZMPSTE24 causant également des symptomes progéroides, la dermopathie
restrictive létale (Figure 28).

L'accumulation de pré-lamine A farnesylée n’est pas toujours I'élément déclencheur de la
pathophysiologie des phénotypes progéroides. En effet, il existe des mutations du gene LMNA qui ne
donnent pas lieu a une protéine précurseur farnésylée mais qui ont tout de méme été associées a
des syndromes progéroides atypiques (les mutations p.ProdArg, p.Ala57Pro, p.Glullllys,
p.Argl33Leu, p.Aspl36His, p.Leuld40Arg, p.Glul59Lys, p.Thr528Met, p.Met540Thr et p.Cys588Arg
abrégées respectivement en P4R, A57P, E111K, R133L, D136H, L140R, E159K, T528M, M540T et
C588R) (L. Chen et al. 2003; Verstraeten et al. 2006; Garg et al. 2009).
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Figure 28 : Accumulation de pré-lamine A dans HGPS et la dermopathie restrictive

Nous aborderons dans les parties suivantes la pathophysiologie et les traitements potentiels
concernant la progéria (HGPS), aussi je me suis inspirée majoritairement de la revue de Pierre Cau et
al. (Cau et al. 2014).

A. Pathophysiologie de la progéria (HGPS)

Les études réalisées avec les modeles animaux HGPS et les fibroblastes de patients ont permis
de mettre en évidence les conséquences de l'accumulation de progérine sur de nombreuses

fonctions cellulaires . Certaines de ces fonctions sont citées ci-dessous.
1. Intégrité du noyau

Il a été montré par microscopie électronique et photonique dans des fibroblastes de peau de
patients atteints de HGPS cultivés ex-vivo que les noyaux avaient des formes anormales, avec
notamment des bourgeonnements ainsi qu’un épaississement de la lamina associé a une perte de
I’hétérochromatine a la périphérie du noyau. (Eriksson et al. 2003; R. D. Goldman et al. 2004). De
plus, la distribution irréguliere des pores nucléaires suggere des répercussions sur le transport
nucléo-cytoplasmique de protéines et d’ARNSs, et en conséquence sur tous les aspects métaboliques
du génome nucléaire. De méme, dans des souris exprimant la progérine, les noyaux des

kératinocytes ont des formes anormales (Y. Wang et al. 2008).

Ainsi, I'observation de noyaux « anormaux » peut s’observer dans différents tissus. De maniere
trés intéressante, on sait maintenant qu’au cours du processus de vieillissement physiologique, la
progérine est exprimée en particulier dans les kératinocytes et les fibroblastes dermiques
(McClintock et al. 2007; Skoczynska et al. 2015).
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Des expériences sur noyaux isolés de fibroblastes de patients (aspiration par micropipette,
analyse en lumiére polarisée) ont permis de montrer que la lamina dans les cellules HGPS avait une
capacité significativement réduite a se réarranger suite a un stress mécanique, probablement en
raison de son agencement en microdomaines ayant une orientation trés ordonnée (Dahl et al. 2006).
Ainsi, alors que les noyaux WT peuvent s’étendre facilement et de maniere réversible, les noyaux

HGPS eux peuvent s’étendre mais ne peuvent pas retrouver leur forme/taille d’origine (Figure 29).
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Figure 29 : Modéle de réarrangement de la lamina dans les cellules HGPS
(Dahl et al. 2006)
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Pour ce qui est de la chromatine, les cellules HGPS présentent de nombreux défauts
concernant la distribution de I'hétérochromatine, I'organisation des territoires chromosomiques
(Mehta et al. 2011; Taimen et al. 2009) et les modifications épigénétiques telles que la méthylation
de I’ADN et des histones (Heyn et al. 2013; McCord et al. 2013). Il a également été montré que la
progérine altérait la réparation de I’ADN (Y. Liu et al. 2006; Musich and Zou 2011; Manju et al. 2006)
mais aussi que les cellules de souris de modeéle HGPS présentaient une aneuploidie anormale (B. Liu
et al. 2005; Pratt et al. 2011; Gonzalo and Kreienkamp 2015), causant une instabilité génomique qui
représente un aspect important dans le processus de vieillissement. De plus un raccourcissement
accéléré des télomeéres est observé dans des cellules surexprimant des mutants de lamines associés a

des syndromes progéroides (Huang et al. 2008).

Réversion des phénotypes cellulaires anormaux associée a la pathologie HGPS :
modeéles in vitro

Corriger le niveau d’expression de la protéine SUN1 (du complexe LINC), en le réduisant, a
permis de corriger les défauts nucléaires et la sénescence cellulaire (C.-Y. Chen et al. 2012).
L'implication du couplage nucléo-cytosquelette dans l'induction des phénotypes cellulaires
anormaux a aussi été observée dans des fibroblastes HGPS incubés en présence de molécules
affectant le réseau de microtubules. En particulier, une petite molécule du nom de Remodeline qui
inhibe I'acétyl-transferase NAT10 impliquée notamment dans la l'organisation du réseau de

microtubules a été identifiée comme permettant d’améliorer I’architecture nucléaire, I'organisation
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de la chromatine et de diminuer les marqueurs de dommage a I’ADN dans les cellules de patients
HGPS (Larrieu et al. 2014).

Récemment, I’équipe de Xavier Nissan a également réalisé un screening de 21 608 molécules
sur des cellules iPS (induced pluripotent stem cells) dérivées de cellules de patients HGPS et
différenciées en MSC (cellules souches mésenchymateuses), visant a corriger les phénotypes
cellulaires anormaux. Cette équipe a identifié une nouvelle famille de molécules, les mono-
aminopyrimidines (mono-APs) qui permettent d’inhiber deux enzymes clefs du processus de
farnesylation, la farnésyl pyrophosphate synthase et la farnésyl transférase, avec pour effet cellulaire
de réduire la déformation des noyaux et d’empécher la différenciation trop précoce des MSCs en
osteocytes (Blondel et al. 2016).

2. ROS

Les laminopathies progéroides sont accompagnées de niveaux altérés de ROS (especes
réactives de I'oxygene) et d’'une susceptibilité au stress oxydatif accrue (Viteri et al. 2010). De plus la
transcription de genes codant des protéines mitochondriales est altérée, et plus particulierement les

protéines impliquées dans la production de ROS (Rivera-Torres et al. 2013).
3. pRb

Dans les cellules HGPS, I'expression de progérine ralentit le cycle cellulaire via un défaut de
signalisation de la voie lamine A-pRb (Marji et al. 2010). Or, la perte de pRb compromet la fonction et
la cohésion des centroméres, et peut causer des erreurs d’agrégation de chromosomes, créant des
cellules aneuploides (Manning et al. 2010). Ainsi le défaut de signalisation de pRb pourrait étre
responsable des aneuploidies observées dans les cellules de modeles HGPS (B. Liu et al. 2005; Pratt
et al. 2011; Gonzalo and Kreienkamp 2015).

4. NFkB

Il a été montré dans différents modeles de souris progéroides que la voie de signalisation de
NFkB était activée (Tilstra et al. 2012; Osorio et al. 2012). Or NFkB est impliqué dans I'induction de la

sénescence.
5. p53

La voie de signalisation p53 est activée dans des souris présentant un syndrome progéroide
(Varela et al. 2005). Etant donné que p53 est un facteur de transcription impliqué dans le contrdle du
cycle cellulaire, de la réparation de I’ADN, de I'apoptose et des réponses au stress cellulaire, toutes

ces fonctions sont potentiellement également touchées.
6. Wnt et Notch

Aussi bien dans des cellules issues de patients HGPS ou des modeles de souris HGPS ou
Zmpste24”, des modifications des voies de signalisation de Wnt ou Notch ont été observées (Scaffidi

and Misteli 2008; Hernandez et al. 2010; Espada et al. 2008). L’hyper activation de la signalisation
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Notch-dépendante a pour conséquence la diminution de la conversion adipogénique des cellules
souches mesenchimateuses humaines via I'altération de I'activité de transactivation du facteur de
transcription PPARy (Scaffidi and Misteli 2008). Le dysfonctionnement des cellules souches pourrait
ainsi étre un facteur de pathogénie dans les progérias.

7. mTOR

Il a été montré que la rapamycine permettait 'augmentation de la dégradation de la progérine
et améliorait les phénotypes anormaux des cellules de patients atteints de HGPS, suggérant que la
voie de signalisation mTOR pourrait également étre affectée dans ces pathologies (K. Cao et al.
2011).

8. IGF1-GH

La voie de signalisation de I'lGF1 est un régulateur important de la longévité dans de
nombreux organismes (Fadini et al. 2011). Or les souris progéroides Zmpste24” présentent des
altérations trancriptionnelles des génes qui régulent I'axe somatotrope, ainsi que des hauts niveaux
d’hormones de croissance circulantes et une réduction drastique de I'lGF1 dans le plasma (Marifio et
al. 2010). Il semblerait que ce défaut de signalisation serait d{ a une altération de la réponse a la GH
(Growth Hormone).

Il a également été montré qu’un traitement par IGF-1 recombinante restaurait la balance entre
I'IGF1 et GH dans les souris Zmpste24’/’, retardait I'apparition de plusieurs symptémes progéroides et
prolongeait significativement la durée de vie de ces animaux (Marifio et al. 2010).

B. Traitements potentiels de HGPS

Trois stratégies visant a inhiber I'accumulation de pré-lamine A mutée farnesylée avérée
toxique pourraient étre envisagées : (1) diminuer la toxicité du précurseur pré-lamine A (WT ou
progérine) en inhibant sa farnesylation. (2) bloquer le site d’épissage responsable de la production
d’ARNm de progérine. (3) dégrader la progérine ou lamine A farnesylée au sein de la cellule. A ce

jour, seule la premiere stratégie a été évaluée par des essais cliniques.

En 2005 il a été montré par six équipes différentes qu’inhiber la farnésylation de la progérine
permettait d’améliorer la forme des noyaux de différentes cellules modeles d’HGPS (Columbaro et al.
2005; Scaffidi and Misteli 2005; Capell et al. 2005; Glynn and Glover 2005; Mallampalli et al. 2005; S.
H. Yang et al. 2005). Le premier essai clinique a eu lieu entre 2007 et 2009, un inhibiteur de la
farnésyl-transférase (FTI), le lonafarnib, a été donné a 25 patients atteint de HGPS (Gordon et al.
2012). Les résultats publiés n’ont pas mis en évidence d’améliorations claires sur les points clefs de la
maladie, méme s'ils laissent penser qu’une amélioration de la structure/densité des os et de la
rigidité des vaisseaux sanguins serait possible. Il s’est avéré qu’en présence de FTI, un processus
alternatif de prénylation a la farnésylation, qui est la geranyl-geranylation prenait place et rendait la
pré-lamine A aussi toxique. C’est pourquoi la combinaison d’'un aminobisphonate (zoledronate, Zo) et
de statine (pravastatine, Pra) a été utilisée pour bloquer a la fois la farnésylation et la geranyl-
geranylation de la progérine/pré-lamin A (Varela et al. 2008). Vingt patients ont recu la combinaison

ZoPra entre 2008 et 2013, les résultats n’ont pas encore été publiés.
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Chapitre 5 Présentation du projet de
recherche et de ses objectifs

I. Contexte général a I’origine du projet de these

A mon arrivée dans I'équipe de Patrick Vicart, les thématiques de recherche étaient axées
autour de deux protéines des filaments intermédiaires et de leur implication dans des pathologies, la
desmine et la lamine. Plus particulierement, le groupe de Brigitte Buendia, Isabelle Duband-Goulet et
Nathalie Vadrot travaillait sur les laminopathies et cherchait a déterminer les mécanismes
moléculaires sous-jacents a ces pathologies associées a des mutations dans le géne LMNA dans
différents modeles cellulaires. Depuis pres de 15 ans, Brigitte Buendia a étudié ces mécanismes dans
le contexte des pathologies FPLD, AD-EDMD et progéria (HGPS). Ayant rejoint le laboratoire pour
mon stage Master 2, j’ai contribué a une étude qui a mis en évidence la dérégulation de I’activité du
facteur de transcription SREBP1 dans le contexte FPLD (Vadrot et al. 2014). Par la suite, c’est le Dr
Corinne Vigouroux, collaboratrice de longue date de Brigitte Buendia, qui nous a informé du cas
d’'une patiente atteinte d’une laminopathie d'un autre type, une L-CMD avec atteinte
lipodystrophique, causée par une nouvelle mutation du géne LMNA, la mutation p.Arg388Pro
abrégée en R388P. En effet, le Dr C. Vigouroux a commencé a suivre cette patiente sur le plan
endocrinologique lorsque le phénotype lipodystrophique est apparu, quelques années aprés que
I'identification de la mutation LMNA ait été faite. Ainsi, en accord avec le Dr Corinne Vigouroux, mon

projet de thése concernant le réle de la mutation LMNA p.R388P a pris le jour.

Il. Axes du projet de recherche

Mon projet de recherche a été défini afin d’évaluer I'impact de la mutation de la lamine A
R388P au niveau cellulaire et d’aborder les mécanismes physiopathologiques responsables des
phénotypes associés chez la patiente. Nous avons développé différents axes de recherche
correspondant a différentes questions posées dans différents modeéles utilisés.

Dans un premier temps, nous nous sommes demandé quel impact les lamines A R388P
pouvaient avoir au niveau cellulaire quand elles étaient exprimées de maniere physiologique. Les
fibroblastes que nous avons pu récupérer de la patiente grace au Pr/Dr C. Vigouroux nous ont permis
de répondre a cette question. J’ai étudié d’une part I'expression et les propriétés de localisation et de
solubilité des lamines A/C, et d’autre part, la capacité de prolifération de ces cellules. En fait,
I'entrée prématurée en sénescence des fibroblastes de la patiente ne nous a pas permis d’élargir
notre étude dans ce modele cellulaire. Nous avons alors utilisé d’autres modeles cellulaires pour
déterminer I'impact de I'expression de la lamine mutante sur l'intégrité du compartiment nucléaire
(dans des cellules Hela et les myoblastes C2C12), I'organisation du génome (dans des cellules Hela)

75



et la capacité de myoblastes a suivre le programme de différenciation myogénique (dans les
myoblastes C2C12). Ces deux modeles cellulaires nous ont permis de comparer les propriétés des
lamines mutantes dans des types cellulaires différents mais aussi dans des especes différentes
(humaine et murine pour les cellules Hela et C2C12 respectivement).

Nous nous sommes également demandé quel impact I'expression de la lamine mutante
pouvait avoir sur un muscle entier et sur 'intégrité des fibres musculaires. Pour cela nous avons
développé une approche d’investigation de I'animal en utilisant I'injection d’AAV (Adeno Associated
Virus) porteurs du géne LMNA sauvage ou portant la mutation p.R388P dans un muscle de souris.
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Chapitre 6 Présentation du cas clinique
de la patiente HER Lo

L'identification de la mutation p.R388P dans le gene LMNA comme responsable de dystrophie
musculaire congénitale a été faite chez la patiente Lo HER I'année de ses 11 ans, elle a aujourd’hui 21

ans.

I. Dystrophie musculaire congénitale

La patiente nommeée ici HER Lo, née de parents caucasiens non apparentés, a présenté deés
I’age de 12 mois des signes d’instabilité responsables de chutes fréquentes. Par la suite, elle a eu des
difficultés a apprendre a courir et a monter les escaliers. A I'dge de 3 ans elle a été suivie par le Dr
Michéle Mayer suite a un examen ayant mis en évidence une démarche dandinante en hyperlordose,
un déficit des ceintures surtout pelvien, une hypertrophie des mollets et une aréflexie tendineuse.
L’électromyographie était myogene, c’est a dire caractéristique d’'une myopathie alors que I'IRM
cérébrale était normale. L'analyse sanguine a détecté un niveau de créatine kinase (CK) sérique élevé
(révélant la nécrose des fibres musculaires). L'analyse d’une biopsie musculaire a montré une
dystrophie typique avec une expression normale des protéines sarcolemmiques, de la calpaine et de
la dysferline (des protéines dont des mutations sont responsables de dystrophie musculaire). Le
séquencage du géne FKRP (Fukutin Related Protein) (un géne dont des mutations causent entre

autres des dystrophies musculaires congénitales) n’a pas révélé de mutations.

A 5 ans, la patiente ne marchait plus a I'extérieur et se fatiguait a la marche domestique. A
partir de 6 ans et demi, des rétractions des muscles axiaux rendant la colonne rigide et un équin-
varus du pied droit sont apparus, ainsi qu’une hyperextension du genou (recurvatum du genou). Des
corrections par platres et appareils orthopédiques ont alors été mis en place. Cependant, a partir de
I’age de 11 ans, la patiente a perdu totalement la déambulation et a présenté des rétractions
myotendineuses généralisées (rigidité de la colonne vertébrale, des coudes, des genoux, des hanches

et des chevilles).

Il. Lipodystrophie

La lipodystrophie de la patiente s’est installée progressivement a la puberté avec une
accumulation de tissu adipeux sous cutané au niveau du cou avec une petite bosse de bison ou
buffalo neck et un comblement des creux sus-claviculaires, une accumulation proximale de tissu
adipeux (bras, cuisses, abdomen et visage avec un faciés arrondi), une lipoatrophie qui atteint la

partie distale des membres (avant-bras et jambes) puis avec une oligomenorrhée, une intolérance
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glucidique et une insulinorésistance sans retentissement endocrinien. Ses symptémes
lipodystrophiques se sont nettement améliorés suite a la perte de poids de la patiente (moins 12 kg
en deux ans). C’est le Dr Corinne Vigouroux, qui a suivi cette patiente sur le plan endocrinologue
apres l'apparition des symptomes lipodystrophiques.

lll. Atteinte respiratoire

Depuis I'age de 9 ans, I’hyperlordose a conduit a une insuffisance respiratoire restrictive qui a
progressé lentement. Chez la patiente agée de 18 ans, l'insuffisance a présenté un index de
Tiffeneau-Pinelli de 49% (cet index qui correspond au rapport du volume maximal expiré pendant la
premiere seconde d’expiration forcée sur la capacité vitale forcée est considéré comme anormal en

dessous de 65%) et des anomalies polysomnographiques modérées.

IV. Atteinte cardiaque

Des analyses par Holter, des dispositifs portables permettant I'enregistrement en continu de
I’électrocardiogramme pendant au moins 24 h, ont révélé une hyperexcitabilité supra ventriculaire
fréguente, une bréve salve de tachycardie atriale sans pause et la notion de deux acces de
tachycardie mal supportés a 10 ans. Du bisoprolol (cardensiel) lui a alors été administré. Bien qu’a 12
ans I'ECG n’a plus montré d’élément d’hyperexcitabilité, a 13 ans le Holter-ECG a détecté une
hyperexcitabilité mixte (supra- et ventriculaire) symptomatique. Le bisoprolol a ensuite été
augmenté progressivement pour améliorer les fonctions cardiaques de la patiente et le traitement

est toujours suivi.

V. Identification de la mutation du géne LMNA

C'est l'association d’une dystrophie musculaire avec rétractions et le développement
progressif d’'un morphotype lipodystrophique depuis le début de la puberté de la patiente (a 11 ans)
qui a amené la méme année a faire séquencer le gene LMNA (en 2006). En effet, comme mentionné
au Chapitre 4 « Les laminopathies » des mutations dans le gene LMNA avaient été reconnues comme
responsables de dystrophie musculaires ou de lipodystrophies quelques années auparavant (Bonne
et al. 1999; Shackleton et al. 2000; Vigouroux et al. 2001). Au CHU de la Pitié Salpétriére (Paris), Le Dr
Delphine Héron et ses collégues ont alors identifié une mutation hétérozygote dans I'exon 7 du géne,

correspondant au niveau de la protéine a la mutation Arg388Pro.
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Chapitre 7 Les lamines A/C R388P et
leur impact dans des fibroblastes de
peau de la patiente

Grace a notre collaboration avec le Dr Corinne Vigouroux au centre de recherche Saint-Antoine
(Paris), nous avons obtenu des fibroblastes de peau issus de biopsies de peau réalisées chez la
patiente HER Lo et chez des contrdles (dont les fibroblastes HER contrdles prélevés chez la mére de la
patiente). Bien que ce type cellulaire n’est a priori pas atteint dans la pathologie, les fibroblastes de
peau présentent I'énorme avantage d’exprimer les lamines A/C WT et R388P a un niveau
physiologique. De plus, des phénotypes typiques des laminopathies ont déja été décrits dans ce type
cellulaire, avec notamment une (dés-)organisation en nid d’abeille du réseau des lamines A/C
(Vigouroux et al. 2001; Muchir et al. 2004; Verstraeten et al. 2009). Du fait qu’en cultivant ces
fibroblastes, je me suis rapidement rendue compte qu’ils proliféraient beaucoup moins vite que les
controles, j'ai donc décidé d’évaluer leur capacité a entrer prématurément en sénescence, un critere

préalablement associé a différents contextes de laminopathies.

I. Dans une sous-population de fibroblastes de la patiente,
le réseau de lamina est désorganisé

A. Expression des lamines A/C

Dans un premier temps nous avons testé si la mutation dans le géne LMNA conduisait a une
altération de I'expression des protéines Lamines A/C. Nous avons comparé des extraits protéiques
préparés a partir de différentes populations de fibroblastes (aux passages 10, 11, 12 et 14), par la
technique de western blot. Les anticorps primaires que nous avons utilisés pour révéler les lamines
de type A endogenes sont dirigés contre la région NLS située en aval de I'a.a 388 ; c’est pourquoi, ils
reconnaissent aussi bien les deux isoformes, A et C, sauvages et mutants (Figure 30). La
quantification des signaux ainsi obtenus par western blot n’a pas révélé de différence d’expression
au niveau protéique de la lamine A entre les fibroblastes de la patiente et les fibroblastes contréles.
Cependant, de maniere inattendue, I'analyse par gPCR des ARNm codant spécifiquement la lamine A
a mis en évidence une augmentation de 2,7 fois dans la quantité des ARNm codant la lamine A dans
les fibroblastes de la patiente HER Lo versus les fibroblastes contréles. Nous pouvons donc imaginer
que l'accroissement de la quantité d’ARNm compenserait une diminution de la stabilité des protéines
lamines A WT/R388P dans les fibroblastes de la patiente par rapport aux lamines A WT dans les
fibroblastes contréles. Malheureusement, le manque de matériel cellulaire a notre disposition ne
nous a pas permis de tester cette hypothése. Pour ce qui est de la lamine C, nous n’avons pas pu
créer d’amorces spécifiques utilisables pour des expériences de qRT-PCR et n’avons donc pas pu
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comparer les niveaux d’expression des ARNms codant la lamine C dans les différentes populations de
fibroblastes. Par contre, les analyses de western blots ont révélé que les fibroblastes de la patiente
exprimaient 40% moins de lamine C que les fibroblastes contréles (signal relatif : 0,61 + 0,13 vs 1,
respectivement). En conclusion, ces résultats indiquent que la mutation du géne LMNA responsable
de L-CMD affecte I'expression des lamines de type A dans les fibroblastes de peau.
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Figure 30 : Expression protéique et transcriptomique des lamines A/C dans des fibroblastes de patiente.

A) Expression des lamines A/C dans les fibroblastes de la patiente HER Lo par rapport aux fibroblastes contréles au cours des
passages 10 et 14. Les Western blots ont été révélés avec des anticorps de lapin anti-LA/C et lapin anti-GAPDH. La
quantification des signaux ECL observée en A est illustrée en B). C) Quantification relative des ARNm du géne LMNA
(amorces qPCR désignées comme spécifiques pour l'isoforme lamine A) dans les fibroblastes de la patiente et des
fibroblastes contréles.

B. Distribution des lamines A/C

Dans le but d’identifier s’il existait des anomalies d’organisation du réseau de lamina dues a la
mutation LMNA R388P, la localisation des lamines A/C a été étudiée par immunofluorescence des
fibroblastes a différents passages (p10, p11 et p12 pour les cellules de la patiente, p8, p9 et p10 pour
les cellules contréles).

Dans les fibroblastes contréles, les lamines A/C sont localisées particulierement a la périphérie
du noyau mais également dans le nucléoplasme. Deux phénotypes majeurs ont été observés relatifs
a la morphologie du noyau, soit normal ol les noyaux sont ovales ou dysmorphique ou le noyau a
une forme non ovoide. Les fibroblastes contrbles et ceux de la patiente HER Lo présentent ces
phénotypes avec des pourcentages similaires (84 + 4% vs 81 + 2% de noyaux normaux et 16 + 4% vs
15 + 2% de noyaux dysmorphiques).

De plus, un phénotype rare (4 = 3,5% des cellules) et spécifique des fibroblastes de la patiente
est caractérisé par un réseau de lamines A/C présentant un aspect en nid d’abeille (Figure 31). Nous
n’avons pas observé de corrélation entre le nombre de passage des cellules et le pourcentage de
noyaux avec un réseau de lamine A/C ayant une structure en nid d’abeille. Ce phénotype n’est pas
nouveau car il a déja été observé dans d’autres contextes de laminopathies (par ex. dans 3-10% des
fibroblastes de patients atteint de FPLD en raison de la mutation LMNA p.R482W (Vigouroux et al.
2001) et dans 7,5% des myoblastes C2C12 surexprimant une mutation responsable d’Emery-Dreifuss

en raison de la mutation p.R453W (Favreau et al. 2004)).
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Figure 31 : Localisation des lamines A/C dans des fibroblastes de peau.

Des fibroblastes contréles et de la patiente ont été fixés puis soumis @ une immunofluorescence avec un anticorps anti-LA/C
(rouge) et 'ADN marqué au HOECHST (bleu). Barre d’échelle 10 um (A)). B) Pourcentage des signaux des lamines A/C
localisés a moins de 0,57 um de la périphérie des noyaux pour chaque type cellulaire. C) Pourcentage des signaux des
lamines A/C localisés a une distance inférieure a 10% du rayon de chaque cellule de la périphérie. Test de Mann Whitney. D)
Schéma représentant la localisation des lamines A/C dans les fibroblastes de peau.

Nous pouvons également noter que la répartition intranucléaire (périphérie vs centre du
noyau) des lamines A/C est légérement différente entre les fibroblastes HER contrdles (mére de la
patiente) et les fibroblastes de la patiente. En effet, aprés immunofluorescence et observation au
microscope confocal, j’ai quantifié les signaux lamines A/C sur les acquisitions d’images grace a un
plugin Image) développé pour nous par le Dr Fabien Gerbal (Université Paris Diderot, laboratoire
Matiére et Systéemes Complexes). Alors que 19% du signal des lamines A/C dans les fibroblastes
controdles est localisé a moins de 0,57 um de la périphérie des noyaux, seulement 14% du signal est
localisé a cette méme distance dans les fibroblastes de la patiente (Figure 31 B)). Cependant, les
noyaux des fibroblastes de la patiente sont plus gros que ceux des controles (Figure 38 D)). En
prenant en compte ce parameétre et ne déterminant pas une distance a la périphérie fixe mais
relative a la taille des noyaux (10% du rayon), nous n’observons plus de différence de la proportion
de signal périphérique (Figure 31 C)). La localisation des lamines A/C a la périphérie des noyaux des

fibroblastes de la patiente est donc plus diffuse que celle des fibroblastes controles, nous ne pouvons
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cependant pas dire si ce défaut de localisation est dii aux propriétés des lamines A/C R388P ou si elle

est due a 'augmentation de la taille des noyaux (Figure 31 D)).
C. Solubilité des lamines A/C

Dans les cellules, en raison de leur assemblage en polymeres, les lamines sauvages sont
résistantes a des extractions biochimiques en présence de sel (NaCl) et détergeant (Triton X-100). La
résistance a I'extraction des lamines A/C mutantes R388P a été évaluée en suivant un protocole
d’extraction différentiel, initialement développé par Fey et ses collaborateurs (Fey et al. 1984). Ce
protocole permet de récupérer dans un premier temps la fraction S1 enrichie en protéines solubles
et les phospholipides grace au Triton X-100, puis la fraction S2 enrichie en éléments du cytosquelette
peu résistants aux sels, puis la fraction S3 enrichie en protéines associées a la chromatine, et enfin la
fraction insoluble (Ins) comprenant les protéines liées aux filaments intermédiaires et a la matrice
nucléaire.

La solubilité des lamines A/C endogénes de fibroblastes contréles et de fibroblastes de la
patiente a été étudiée. Du fait des difficultés des fibroblastes de la patiente HER Lo a proliférer, nous
n‘avons pu réaliser I'expérience qu’une seule fois. Dans les fibroblastes HER contréles, la majorité
des lamines A/C sont présentes dans la fraction insoluble (93,6%). Il en est de méme avec les
fibroblastes HER Lo, puisque 85,7% des lamines A/C sont présentes dans la fraction insoluble et
11,8% dans la fraction du cytosquelette (Figure 32). Ces résultats n’ont pas montré de différence
importante de solubilité des lamines A/C chez la patiente HER Lo avec 85,7% des lamines insolubles

versus 93,6% chez le controle.
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Figure 32 : Solubilité des lamines A/C dans des fibroblastes de peau.

Les protéines ont été extraites séquentiellement afin de récupérer les fractions (S1) solubles, (S2), du cytosquelette, (S3)
associées a I’ADN et (Ins) insolubles. A) Les extraits protéiques totaux (T) et les différentes fractions ont été analysées par
western blot et les protéines révélées avec des anticorps de lapin anti-LA/C, B) le % des signaux ECL a été calculé pour
chaque fraction par rapport a la somme des intensités des signaux ECL.

Il. Localisation in situ de différentes protéines associées a
I’enveloppe nucléaire et a la chromatine, dans le contexte
L-CMD.

Nous avons testé si la désorganisation du réseau de lamines A/C observée dans une sous
population de fibroblastes de la patiente, entrainait une altération dans la localisation d’autres
composants nucléaires.
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A. Déplétion locale de lamine B1

La lamine B1 est un partenaire direct des lamines A/C, localisé a I'enveloppe nucléaire. Nous
avons dans un premier temps réalisé des co-immunofluorences avec des anticorps de lapin anti-
Lamine B1 et de souris anti-Lamines A/C. Comme attendu, dans les fibroblastes contréles et ceux de
la patiente qui présentaient un phénotype normal, les lamines A/C et la lamine B1 colocalisent a la
périphérie nucléaire (Figure 33). Dans les cellules ou le réseau de lamines A/C forme des structures
en nid d’abeilles, la lamine B1 colocalise avec les lamines A/C. Cependant, dans les fibroblastes de la
patiente présentant des dysmorphies nucléaires, la lamine B1 est déplétée localement a un péle du
noyau. Ces phénotypes anormaux de la lamine B1 ont déja été décrits pour des fibroblastes de peau
de patients atteints de FPLD (Vigouroux et al. 2001) ou encore dans des MEFs Lmna’" pour les
dysmorphies nucléaires (Sullivan et al. 1999). Ainsi, en altérant la localisation de son partenaire la

lamine B1, les lamines A/C mutantes p.R388P conduisent a une désorganisation globale de la lamina.
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Figure 33 : Localisation de la lamine B1 dans des fibroblastes de peau.

Des fibroblastes contréles et de la patiente HER Lo ont été fixés et les protéines d’intérét marquées par co-
immunofluorescence avec des anticorps de lapin anti-LB1 (lamine B1, rouge) et de souris anti-LA/C (lamines A/C, vert).
L’ADN a été marqué par du Hoechst (Bleu). Barre d’échelle 10 um.

B. Altération conjointe de la localisation des lamines A/C R388P
et de I’émerine a I’enveloppe nucléaire

Comme attendu du fait que I'émerine est un partenaire directe des lamines A/C, elles
colocalisent a I'enveloppe nucléaire dans les fibroblastes contréles mais aussi dans les fibroblastes de
la patiente qui présentent un phénotype normal (Figure 34). De méme, I'émerine colocalise avec les
lamines A/C qui forment un réseau en nid d’abeilles dans les fibroblastes de la patiente. Nos données
suggerent que les lamines A/C R388P seraient toujours capables d’interagir avec I'émerine, et
entraineraient leur délocalisation. Ce type d’observation avait aussi été décrit dans les fibroblastes
de patients atteints de FPLD (Vigouroux et al. 2001).
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Figure 34 : Localisation de 'émerine dans des fibroblastes de peau.
Des fibroblastes contréles et de la patiente HER Lo ont été fixés et les protéines d’intérét révélées par co-

immunofluorescence avec des anticorps de souris anti-émerine (vert) et de lapin anti-LA/C (rouge) ; 'ADN est marqué avec
du Hoechst (Bleu). Barre d’échelle 10um.

C. Déplétion non systématique de Nup153 au niveau des
dysmorphies nucléaires

La protéine Nup153 est une nucléoporine localisée au niveau du panier des pores nucléaires.
Dans les fibroblastes de peau contrbles et de la patiente, les anticorps anti-Nup153 révelent par
immunofluorescence les pores au niveau de I'enveloppe nucléaire sous forme d’un marquage
ponctiforme homogene (Figure 35). Dans les fibroblastes de la patiente ayant des noyaux

dysmorphiques, le marquage Nup153 est parfois absent des zones dysmorphiques.
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Figure 35 : Localisation de la nucléoporine Nup153 dans des fibroblastes de peau.
Des fibroblastes contrdles et de la patiente HER Lo ont été fixés et les protéines d’intérét marquées par co-

immunofluorescence avec des anticorps de souris anti-Nup153 (vert) et de lapin anti-LA/C (rouge) ; ’ADN a été marqué avec
du Hoechst (Bleu). Barre d’échelle 10 um.
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D. Perte des focis d’HP1a dans les cellules présentant un
réseau de lamina structuré en nid d’abeille

La protéine HPla est couramment utilisée comme marqueur de I’hétérochromatine. Par
immunofluorescence, HP1a est détectée de maniére homogene dans tout le noyau avec en plus
qguelques foci plus intenses ; et ce dans les fibroblastes controles et les fibroblastes de la patiente.
Cependant, on note que plus les structures en nid d’abeille formées par les lamines A/C sont
importantes moins on détecte de foci de HP1a (Figure 36), témoignant ainsi d’'un changement dans
I’organisation globale de la chromatine.
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Figure 36 : Localisation de la protéine de I’hétérochromatine HP1a dans des fibroblastes de peau.
Des fibroblastes contréles et de la patiente HER Lo ont été fixés puis les protéines d’intérét marquées par co-

immunofluorescence avec des anticorps de lapin anti-HP1a (rouge) et de souris anti-LA/C (vert) ; I’ADN a été marqué avec
du Hoechst. Barre d’échelle 10 um.

E. Localisation normale de LAP2a dans des fibroblastes de la
patiente HER Lo

Par immunofluorescence, LAP2a qui est un partenaire nucléoplasmique des lamines A/C est
détecté dans le nucléoplasme de maniere diffuse dans toutes les populations de fibroblastes
analysées. (Figure 37). L'immunofluorescence ne permet donc pas de révéler un impact particulier
des lamines A/C R388P sur la localisation nucléoplasmique de LAP2a.
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Figure 37 : Localisation de LAP2a dans des fibroblastes de peau.

Des fibroblastes contréles et de la patiente HER Lo ont été fixés puis les protéines d’intérét marquées par co-
immunofluorescence avec des anticorps de lapin anti-LAP2a (vert) et de souris anti-LA/C (rouge) ; '’ADN a été marqué par du
Hoechst. Barre d’échelle 10 um.

lll. Les fibroblastes de la patiente HER Lo sont sénescents
prématurément

Le temps de doublement de la population pour les fibroblastes de la patiente étant 1,7 fois
plus important que celui des fibroblastes contrbles, (Figure 38 E)), j'ai testé si la raison en était
I’'entrée en sénescence prématurée d’'une partie de cette population. C'est pourquoi, j'ai évalué
différents critéres connus pour caractériser la sénescence, tels que I'augmentation de la taille du
cytoplasme et du noyau (Mitsui and Schneider 1976), la diminution de I'expression de lamine B1
(Dreesen et al. 2013; Shimi et al. 2011) et 'augmentation de I'activité de la B-galactosidase.

Alors que les fibroblastes contréles en prolifération ont une forme fusiforme ou étoilée
(passage 11), les fibroblastes de la patiente sont beaucoup plus étalés (passage 9) (Figure 38 C). De
plus, le diamétre moyen des noyaux était de 16 + 3um et de 21 + 5um pour les fibroblastes controles
(passage 11) et les fibroblastes de la patiente (passage 13), respectivement (Figure 38 D)).

Le ratio de lamine B1 entre les fibroblastes de la patiente et les fibroblastes contréles a
diminué au fur et a mesure des passages des cellules, variant de 1,13 au passage 10 a 0,645, 0,362 et
0,255 aux passages 11, 12 et 14, respectivement (Figure 38 A) et B)). En comparaison, I'expression de
lamine A est restée similaire dans les deux types de fibroblastes au fur et a mesure des passages
(Figure 30A-B)).

L’enzyme B-galactosidase catalyse I’hydrolyse de B-galactosides en monosaccharides a pH 6.0,
uniquement dans les cellules sénescentes. J'ai quantifié a 21% et 65% la fréquence des cellules
sénescentes pour les fibroblastes contréles (Passage 9) et les fibroblastes de la patiente HER Lo

(Passage 6), respectivement (Figure 38 F)).

Du fait justement de la difficulté de cultiver les fibroblastes de la patiente, toutes les
expériences n‘ont pas pu étre répétées trois fois. Cependant, les différentes données obtenues

indiquent toutes que les fibroblastes de la patiente HER Lo entrent en sénescence prématurément.
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Figure 38 : Senescence des fibroblastes de la patiente HER Lo.

A) Analyse de I'expression de la lamine B1 et de la lamine A dans les fibroblastes de la patiente HER Lo par rapport aux
fibroblastes contrdles aux passages 10 et 14 par Western blots révélés avec des anticorps anti-LB1 et anti-GAPDH. La
quantification des signaux ECL est illustrée en B) pour la lamine B1 (ratio patiente/contréle). n = 3 C) Morphologie des
fibroblastes contréles (P11) et de la patiente HER Lo (P9) par observation au microscope en contraste de phase. Barre = 100
um. D) Taille des noyaux de fibroblastes contréles et de la patiente HER Lo. E) Nombre de fibroblastes de la patiente HER Lo
ou de contrbles aprés ensemencement au cours du temps. F) Test a la B-galactosidase pour détecter la senescence de
fibroblastes contréles (P9) et de la patiente HER Lo (P6). Les pourcentages de cellules sénescentes sont illustrés.
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Chapitre 8

Impact de la mutation R388P de
la lamine A dans le modele
cellulaire humain des cellules
Hela
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Chapitre 8 Impact de la mutation R388P
de la lamine A dans le modeéle cellulaire
humain des cellules HelLa

Etant donné la difficulté de cultiver les fibroblastes de la patiente HER Lo, nous avons décidé
d’utiliser un autre modele cellulaire qui nous permettrait d’approfondir I'impact de la mutation
R388P de la lamine A. En un premier temps, nous avons opté pour des cellules HelLa que nous avons
transfectées transitoirement afin de surexprimer la lamine A sauvage ou mutée R388P. Ces cellules
ont I'avantage d’étre d’origine humaine et facilement transfectables.

l. Génération d’outils pour étudier I’expression ectopique
des lamines A sauvages et mutées

Nous avions tout d’abord décidé de générer un plasmide pSVK3-lamine A R388P pour exprimer
la lamine mutante avec une étiquette FLAG. Ce choix venait (1) du souhait de pouvoir comparer nos
résultats avec d’autres préalablement obtenus dans le laboratoire concernant différents mutants
lamines; (2) du fait que le promoteur SV40 du vecteur pSVK3 permet une expression modérée des
protéines ectopiques. Cependant, pour des raisons inconnues, le séquencage de la construction de
pSVK3-FLAG-preLA-R388P n’a jamais abouti. Ne prenant pas le risque de travailler avec un plasmide
ayant une séquence non validée, nous avons décidé de générer d’autres plasmides. Ainsi, les
séquencages corrects ont été obtenus pour les plasmides pCMV-FLAG-preLA-R388P et pEGFP-prelLA-
R388P. Les différents vecteurs utilisés au cours de nos études sont illustrés dans la Figure 39.

Plasmide WT/R388P Protéines Nomenclature
1 34 218 243 383% 431 544 566 664
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Figure 39 : Vecteurs utilisés au cours de ma thése
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Afin d’évaluer, I'expression des protéines ectopiques exprimées, nous avons effectué des
westerns blots sur des extraits cellulaires totaux préparés 24 h post-transfection (Figure 40). La
révélation avec un anticorps anti-FLAG a montré un doublé pour les lamines A ectopiques WT et
R388P. La bande au plus faible poids moléculaire qui migre au méme niveau que la lamine A issue
des extraits de cellules transfectées avec le pCMV-FLAG-LAM-WT, correspond a la forme mature de
lamine A. La bande au plus haut poids moléculaire qui migre au méme niveau que la lamine A issue
des extraits de cellules transfectées avec le pCMV-FLAG-prelLA-L647R correspond a la forme
précurseur nommée pré-lamine A. En effet, la pré-lamine A mutée p.Leu647Arg, abrégée en L647R,
ne peut suivre le processus de maturation en lamine A en raison d’'une mutation dans le site
normalement reconnu par la protéase zmpste24 (voir le paragraphe « Processus de maturation des
lamines et de leur import nucléaire »). L'accumulation d’'un pool de pré-lamine A a été confirmé en
utilisant un anticorps spécifique de la forme précurseur de la lamine A (Figure 40). Ainsi, dans nos
conditions de transfection, les cellules HelLa expriment de maniére ectopique de la lamine A mature
mais également un pool de pré-lamine A, et ce aussi bien avec les lamines A sauvages que mutées
R388P. Pour la suite de I'exposé de mes résultats, 'appellation lamines A (LA) concernera I'ensemble
des lamines A, c’est a dire FLAG-prelA et FLA-LAm (Figure 40).
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Figure 40 : Expression a la fois de pré-lamine A et de lamine A mature dans les cellules Hela transfectées.
Western blots de protéines extraites de cellules HelLa transfectées avec le pCMV-FLAG-preLA WT, R388P ou L647R ou avec le
PCMV-FLAG-LAmM-WT révélés avec des anticorps anti-FLAG, anti-prelA et anti-GAPDH.

Il. Comment estimer l'impact de la mutation lamine A
R388P au sein des cellules ?

Entant donné la position (entre le coil-coil 2 et la région C-ter) et la nature de la mutation
(R/P), on s’attendait a une altération de la formation des polymeéres stables (voir le Chapitre 11
« Discussion »). C'est pourquoi, nous avons décidé dans un premier temps d’étudier les propriétés
d’assemblage des lamines A R388P dans les cellules Hela (localisation, dynamique, solubilité). En un
second temps, nous avons étudié les conséquences de I'expression de la lamine A mutante sur la
localisation et les propriétés d’ancrage a la matrice nucléaire de quelques partenaires (les lamines
A/C endogeénes, la lamine B1, I'émerine, LAP2a, SREBP1c). En paralléle, nous avons également
commencé a nous intéresser a I'impact des lamines A R388P sur la morphologie des noyaux et
I’organisation de la chromatine par immunofluorescence (marquage de I’ADN au Hoechst, histone H1
et histones modifiées). D’autre part, tirant avantage des propriétés trés particuliéres et excitantes
des lamines A R388P que nous avons mis en évidence dans les cellules Hela, nous avons rapidement

initié une collaboration avec le Pr Philippe Collas (Université d’Oslo, Norvege) dont le laboratoire a
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une expertise dans la caractérisation des régions de la chromatine liées par les lamines. Ainsi, nous
avons obtenu des informations concernant I'identification des domaines associés aux lamines (LADs)
A mutées R388P, lesquelles ont été intégrées dans le projet dirigé par le Pr P. Collas concernant la
modélisation de I'organisation du génome en 3D (article soumis a Genome Research).

lll. Propriétés de la lamine A R388P dans les cellules HelLa

A. Localisation nucléoplasmique des lamines A R388P

Des cellules Hela ont été transfectées avec le pCMV-FLAG-preLA-WT ou le pCMV-FLAG-preLA-
R388P et soumises a une immunofluorescence avec des anticorps anti-FLAG afin de détecter

spécifiguement les lamines ectopiques sauvages ou mutantes.

La lamine A dans les cellules Hela est localisée comme dans les fibroblastes, c’est-a-dire
gu’elle forme un liseré a la périphérie du noyau et est également présente dans le nucléoplasme. Ce
phénotype normal est observé dans la majorité (99 * 1%) des cellules transfectées avec le pCMV-
FLAG-preLA-WT tandis que seulement 1 £ 1% des cellules présentent une distribution de lamine A
uniquement nucléoplasmique. Dans les cellules transfectées avec le pCMV-FLAG-preLA-R388P,
seulement 15 = 2% ont un phénotype normal (lamine A a l'enveloppe nucléaire et dans le
nucléoplasme) alors que la majorité (85 + 2%) présentent la lamine A uniquement dans le
nucléoplasme. Fréqguemment (46 + 4% des noyaux dans les cellules transfectées), les lamines
mutantes FLAG-LA R388P s’assemblent sous forme d’agrégats plus ou moins importants localisés ou
non a la périphérie du noyau (Figure 41). Par immunofluorescence, les anticorps FLAG ne marquent
gue la périphérie de ces agrégats. Lorsque les lamines sont étiquetées avec GFP au lieu de FLAG, cela
n’affecte pas la proportion des phénotypes observés. Dans ce cas, alors que le marquage avec des
anticorps anti-GFP ne permet de visualiser que la périphérie des agrégats, I'observation directe de
GFP permet de détecter les lamines A R388P aussi bien dans le contour des agrégats qu’a I'intérieur
de ceux-ci (Figure 41 C)). Jai observé que la formation de ces agrégats était lamine A dose
dépendante puisqu’en réduisant de 3 fois la quantité de plasmide pour la transfection des cellules, il
n'y a plus que 7% des noyaux qui présentent des agrégats de lamine A (n = 1). Par contre,

I’'accumulation nucléoplamsique exclusive de lamine A n’est pas dose dépendante.

De maniére générale, les lamines A/C endogénes des cellules Hela transfectées par le pCMV-
FLAG-preLA-R388P sont localisées normalement a la périphérie du noyau et au sein du
nucléoplasme. Dans le cas des fortes surexpressions de FLAG-LA R388P, le signal en
immunofluorescence du FLAG ou des lamines A/C au sein du nucléoplasme est trop fort pour pouvoir

déterminer s’il y a ou non une accumulation des lamines A/C a la périphérie nucléaire (Figure 41 D)).

97



A) B) C)
5] 5 100 100—
fﬁ E c
.Q e a.,
& 80 2 o
3 g
g 60 & 60
o x
- o = 1
2 % 40 S w04
x 2
o — o
j > 204 - 20
@ 2 2
& s 0 T 1 0 T T
ﬁ B WT R388P WT R388P
Norm. Nu. Ag.
D) GFP Pl merge E)
LA/C FLAG merge

R388P

R388P

R388P

anti-GFP

GFP

Figure 41: Dans les cellules Hela, les protéines FLAG/GFP-LA-R388P sont principalement nucléoplasmiques et
s’accumulent dans des agrégats.

A) Des cellules HeLa non transfectées (NT), transfectées avec le pCMV-FLAG-preLA-WT ou R388P ont été fixées puis les
protéines d’intérét révélées par immunofluorescence avec des anticorps de lapin anti-LA/C ou lapin anti-FLAG. Quatre
phénotypes ont été observés, Normal (Norm.), Nucléoplasmique (Nu.) ou Agrégats (Ag.). Barre d’échelle, 10 um. Les
pourcentages de noyau présentant chaque phénotype sont illustrés en B) et C) (n = 3). D) Des cellules HeLa ont été
transfectées avec le pEGFP-preLA-R388P. L’ADN a été marqué au propidium iodide (Pl) dans les deux panels du haut et les
agrégats de lamines ont été observés soit directement via la GFP soit grdce a des anticorps anti-GFP suite a une
immunofluorescence. Entre le panel du haut et ceux du milieu et du bas, la force des lasers a été baissée car les agrégats de
GFP-LA saturaient le signal. Barre d’échelle, 10 um. E) Des cellules Hela ont été transfectées avec le pCMV-FLAG-prelA-
R388P et immunomarquées avec des anticorps anti-LA/C et anti-FLAG. Barre d’échelle, 10 um.

merge

R388P

B. Augmentation de la solubilité des lamines A R388P

24h post-transfection, les cellules ont été extraites selon le protocole développé par Fey et al.
décrit précédemment (Fey et al. 1984) (Figure 42). Alors que les protéines FLAG-LA WT sont
majoritairement insolubles (61 + 5%), la fraction insoluble des FLAG-LA R388P ne représente que 16 +
7% des protéines. Les fractions majoritaires pour les FLAG-LA R388P sont les fractions solubles (S1) et
celle du cytosquelette (S2) avec respectivement 41 + 6% et 30 + 7% des protéines. En contraste,
seulement 5 + 1% des protéines FLAG-LA WT sont dans la fraction S1 et 19 + 2% dans la fraction S2.
La fraction S3 représente 15 + 3% et 12 + 4% des protéines respectivement pour les FLAG-LA WT et
FLAG-LA R388P (Figure 42). En conclusion, Les protéines FLAG-LA R388P sont plus solubles que les

FLAG-LA WT dans les cellules Hela, témoignant d’une altération de la matrice nucléaire.
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Figure 42 : Les protéines FLAG-LA R388P sont plus solubles que les protéines FLAG-LA WT dans les cellules Hela.

A) Des cellules Hela ont été transfectées avec le pCMV-FLAG-prelA WT ou R388P. Les protéines ont été extraites
séquentiellement pour obtenir les fractions S1, S2, S3 et Ins. En paralléle, des extraits totaux ont également été réalisés. Les
différentes fractions ainsi que les extraits totaux ont été analysés par western blots et les lamines ectopiques révélées par
des anticorps anti-FLAG. Le pourcentage de signal ECL dans chaque fraction par rapport a la somme des signaux ECL est
illustré en B). n = 3 (Test de Kruskal-Wallis pour chaque fraction)

C. Augmentation de la dynamique des lamines A R388P

Nous avons collaboré avec le Dr Erwan Delbarre (laboratoire du Pr P. Collas, Oslo, Norvege),
afin de faire des expériences de Fluorescence Recovery After Photobleaching (FRAP). Des cellules
Hela ont ainsi été transfectées avec le pEGFP-preLA-WT et pEGFP-preLA-R388P. Neuf cellules ont été
analysées par condition, et le blanchiment (bleach) du signal a été réalisé dans le nucléoplasme. Des
acquisitions au microscope ont été prises toutes les 5 secondes dés 25 secondes avant le bleach et
jusqu’a 5 min apres le bleach.

Ce n’est qu’une minorité (25%) des protéines EGFP-LA-WT mais une majorité (80%) des
protéines EGFP-LA-R388P qui est hautement mobile, comme indiqué par le recouvrement de
fluorescence 10 secondes aprés le bleach (Figure 43). Cinqg minutes aprés le bleach, 70% de la
fluorescence n’a toujours pas été récupérée pour la lamine A sauvage. En conclusion, la mobilité
intranucléaire est significativement augmentée pour la protéine EGFP-LA-R388P par rapport a la
protéine EGFP-LA WT.
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Figure 43 : La protéine EGFP-LA-R388P est plus mobile que la protéine EGFP-LA-WT.

Analyses par FRAP de la dynamique des lamines A étiquetées GFP dans une région nucléoplasmique. 9 noyaux ont été
comptés par condition. A) Exemple du signal fluorescent de la GFP tel qu’observé au microscope pour deux noyaux
exprimant les protéines EGFP-WT ou EGFP-R388P respectivement, a différents temps de I'expérience : 25 sec avant (-25 ) et
10, 20, 120 et 300 sec apres le photoblanchiment (bleach au temps 0). B) Courbes de récupération de la fluorescence au
cours du temps.

D. Les lamines A WT et R388P ont des stabilités similaires

Nous nous sommes demandé si les changements de propriétés des lamines A R388P tels que
décrits plus haut s’accompagnaient également d’'une modification de leur stabilité. 24 h apres
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transfection avec le pCMV-FLAG-preLA-WT ou le pCMV-FLAG-preLA-R388P, de la cycloheximide a été
ajoutée au milieu de culture afin de bloquer la synthése protéique. Aux différents temps de
I'incubation avec la drogue (0, 15 h, 24 h et 48 h), des extraits protéiques ont été préparés et
analysés par western blot afin de révéler la quantité des lamines ectopiques. J'ai trouvé que les deux
lamines A, sauvage et mutante, avaient une demie-vie de I'ordre de 15 h. Nous en avons conclu que
la mutation R388P n’avait donc pas d’'impact sur la stabilité de la lamine A (ectopique) dans les
cellules Hela (Figure 44).
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Figure 44 : Stabilité semblable des protéines FLAG-LA R388P et WT dans les cellules Hela.

Des cellules HelLa non transfectées ou transfectées par le pCMV-FLAG-prelA WT ou R388P ont été traitées par la
cycloheximide (CHX) pendant 15, 24 ou 48 h. Dles extraits protéiques ont ensuite été réalisés et analysés par western blot
(A)) avec des anticorps anti-FLAG et anti-LA/C. La quantification des westerns blots est illustrée en B).

E.Les lamines A R388P présentent quelques propriétés
spécifiques

En conclusion, nous avons démontré que 1) les lamines A R388P sont localisées principalement
dans le nucléoplasme contrairement aux lamines A WT qui sont localisées principalement a la
périphérie du noyau et dans une moindre mesure dans le nucléoplasme, 2) les lamines A R388P ont
des propriétés de solubilité et de dynamique plus importantes que les lamines A sauvages, méme si
la stabilité de ces deux types de protéines semble similaire. Ces données supportent I'hypothese
selon laquelle les lamines A R388P seraient moins efficaces que les lamines A WT pour former des

polymeéres ancrés dans la matrice nucléaire.

IV. Impact des lamines A R388P sur l'expression et la
localisation de partenaires

Etant donné les propriétés particuliéres des lamines A R388P, nous nous sommes demandé si
elles pouvaient avoir un impact sur la localisation in situ de partenaires des lamines A WT telles que

la lamine B1, 'émerine et LAP2a.

A. Expression et localisation de la Lamine B1 dans les cellules
HelLa exprimant les protéines FLAG-LA R388P

Dans les cellules non transfectées, la lamine B1 est localisée comme attendue a la périphérie
du noyau, au sein de la lamina. Cependant, lors de la surexpression de la protéine FLAG-LA WT, on

observe une diminution totale du signal pour la lamine B1 dans le noyau mais I'apparition d’un signal

100



dans le cytoplasme, possiblement au niveau du réticulum endoplasmique. En effet, plus de 8% des
noyaux présentent un niveau d’intensité de marquage anti-lamine B1 qui est inférieur a 50% de
I'intensité médiane des noyaux contrdles (non transfectés) (Figure 45). Ces différents impacts sur la
lamine B1 ne sont pas observés suite a I'expression des protéines FLAG-LA R388P. En exemple,
seulement 2% des noyaux ont une intensité du marquage anti-lamine B1 inférieure a 50% de Ila
médiane des intensités des noyaux contrbéles. On observe donc la une perte de fonction des
protéines FLAG-LA R388P par rapport aux protéines FLAG-LA WT pour ce qui est de moduler
I’'accumulation/localisation nucléaire de la lamine B1 (Figure 45).

A)

Lamine B1 FLAG merge

WT

R388P

B) 25m

20~ [ —

*kk
1.5

10 Fan"y

0.5= —1

Intensité de fluorescence
du marquage anti Lamine B1

L] 1 L] I
N
3 & Q?Q;z:?

Figure 45 : Les protéines ectopiques FLAG-LA R388P n’ont pas d’impact majeur sur la détection in situ de la lamine B1
endogéne, contrairement aux protéines FLAG-LA WT.

Des cellules HelLa ont été transfectées par les pCMV-FLAG-preLA WT ou R388P puis immunomarquées avec des anticorps
anti-LB1 et anti-FLAG. A) Acquisitions des cellules au microscope confocal (objectif x40). La fléche blanche indique un noyau
ayant une diminution du signal pour la lamine B1 nucléaire. Barre d’échelle 10 um. B) Quantification des intensités de
fluorescence sur Image J. Les intensités ont été normalisées par la médiane des intensités des cellules non transfectées (NT)
de la lamelle. n>100 noyaux. Test Statistique : Kruskal Wallis couplé avec le test de comparaison multiple de Dunn, la
significativité est indiquée pour les cellules transfectées par rapport aux cellules non transfectées de la méme lamelle.

B. Localisation de I’émerine dans les cellules HeLa exprimant
les protéines FLAG-LA R388P

Dans les cellules non transfectées, I'émerine est localisée comme attendue a I’enveloppe

nucléaire. Cependant, lors de surexpression de la protéine FLAG-LA WT, plusieurs localisations de
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I’émerine sont observées, soit (1) normale a la périphérie nucléaire, (2) partiellement délocalisée
dans le réticulum endoplasmique, soit (3) exclusivement délocalisée dans le réticulum
endoplasmique. Dans les noyaux ou la protéine FLAG-LA R388P est nucléoplasmique, I'émerine est
localisée a I'enveloppe nucléaire et éventuellement légérement accumulée au niveau du réticulum
endoplasmique, phénotype exacerbé dans les noyaux ou les protéines FLAG-LA R388P forment des
agrégats (Figure 46). Il faudrait cependant confirmer cette localisation dans le réticulum

endoplasmique par un contre marquage a la protéine disulfure isomérase par exemple.

En conclusion, I'ancrage de I'émerine a la membrane nucléaire interne est perturbé dans les

cellules Hela lors de la surexpression de lamines A, qu’elles soient sauvages ou mutées (Figure 46).
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Figure 46 : Délocalisation de I’émerine lors de la surexpression de FLAG-LA WT et R388P

Des cellules HelLa ont été transfectées par les pCMV-FLAG-preLA WT ou R388P puis immunomarquées avec des anticorps
anti-émerine et anti-FLAG. Les fléches indiquent les cellules présentant un fort marquage de I'émerine au niveau du
reticulum endoplasmique dans le cytoplasme et une déplétion au niveau nucléaire. Acquisitions des images de cellules au
microscope confocal (objectif x63). Barre d’échelle 10 um.

C. Expression et localisation de LAP2a dans les cellules HelLa
exprimant les protéines FLAG-LA R388P

Jai ensuite regardé la localisation d’un partenaire nucléoplasmique des lamines A/C, LAP2a.
Alors que la localisation de LAP2a est similaire (nucléoplasmique homogéne) dans les cellules Hela
exprimant les protéines FLAG-LA WT et R388P, c’est son niveau d’expression au sein des cellules qui
nous a interloqué. En effet, par immunofluorescence, le signal correspondant a LAP2a est réduit dans
uns sous population des cellules Hela surexprimant les protéines FLAG-LA WT (Figure 47). Apres
quantification des signaux sur les acquisitions avec le logiciel ImageJ, j’ai déterminé que 12% des
cellules exprimant les FLAG-LA WT présentent un signal inférieur a 25% du signal de la médiane des
cellules non transfectées. Les cellules exprimant les FLAG-LA R388P quant a elles, n’ont pas d’impact

apparent sur l'intensité de fluorescence de LAP2a. On observe donc la une perte de fonction des
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protéines FLAG-LA R388P par rapport aux protéines FLAG-LA WT pour ce qui est de moduler

I’'accumulation nucléoplasmique de LAP2a (Figure 47).
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Figure 47 : La surexpression des protéines FLAG-LA R388P n’induit pas une diminution de la détection in situ de LAP2a

Des cellules Hela ont été transfectées avec les pCMV-FLAG-prelA WT ou R388P et immunomarquées avec des anticorps
anti-LAP2a et anti-FLAG. La fleche indique un noyau dépourvu de signal fluorescent pour LAP2a dans une cellule exprimant
la protéine FLAG-LA WT. Barre d’échelle 10 um.

D. Les lamines A R388P n’ont pas le méme impact que les
lamines A sauvages sur l’expression et/ou la localisation de
partenaires

En conclusion, nous avons montré que la surexpression de lamines A sauvages pouvait altérer
I’'expression et/ou la localisation de partenaires a I'enveloppe nucléaire et au sein du nucléoplasme
mais que la surexpression des lamines A R388P n’avait pas des effets comparables. En particulier, lors
de la surexpression de lamine A WT, certains noyaux présentent une diminution de la détection des
lamines B1, de LAP2a et une délocalisation de I'’émerine dans le réticulum endoplasmique, alors que
lors de la surexpression de lamine A R388P, seule la délocalisation de I'émerine a été observée dans

une sous population de cellules ou les lamines mutées forment des agrégats.

V. Expression/localisation de SREBP1c et interaction avec
les lamines A

Comme indiqué dans I'introduction, SREBP1c est un facteur de transcription lié par les lamines
A/C sauvages (Vadrot et al. 2014) impliqué a la fois dans la différenciation adipogénique mais aussi
dans la myogenese. La patiente Her Lo ayant une atteinte du tissu adipeux et des muscles, il nous a

semblé pertinent d’étudier I'impact que la protéine FLAG-LA R388P pouvait avoir sur SREBP1.
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Pour ce faire, des cellules Hela ont été co-transfectées avec le pCMV-FLAG-preLA-WT ou le
pCMV-FLAG-preLA-R388P et le pcDNA-HA-SREBP1c (promoteur CMV, acide aminé 1-463 de la
séquence humaine mature de SREBP1c). Les conditions de co-transfection avaient déja été
optimisées dans le passé dans le laboratoire. Nous ferons un abus de langage en appelant « cellules
simple transfectées » des cellules qui ont été transfectées avec le pCMV-FLAG-preLA-WT ou le pCMV-
FLAG-preLA-R388P et le pcDNA-vide, ou bien avec le pCMV-vide et le pcDNA-HA-SREBP1c.

A. Diminution du recrutement de SREBP1c a la périphérie
nucléaire par les lamines A R388P

Par immunofluorescence, on voit qu’HA-SREBP1c se localise dans le nucléoplasme de maniere
diffuse (Figure 48). Lors de co-transfections, il s’est avéré que I'expression de HA-SREBP1c n’avait pas
d’impact sur la fréquence des phénotypes préalablement décrits pour les lamines ectopiques

(normal, nucléoplasmique, agrégats, dysmorphiques) (Figure 48).

A l'inverse, la surexpression des protéines FLAG-LA WT modifie la localisation d’"HA-SREBP1c
dans 8,2 £ 1,0% des noyaux ; on distingue alors I'accumulation d’un pool de SREBP1c a la périphérie
intranucléaire. La fréquence de ce phénotype est réduite a 0,8 * 0,4% dans les cellules Hela
exprimant les protéines FLAG-LA R388P (Figure 48).

Ces données suggerent que les protéines FLAG-LA WT lieraient et séquestreraient un pool des
protéines SREBP1c a la périphérie intranucléaire alors que les protéines FLAG-LA R388P auraient

perdu cette fonction.
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Figure 48 : Localisation du facteur de transcription HA-SREBP1c aprés une simple ou co-transfection dans des cellules
Hela.

Barre d’échelle 10 um. A) Des cellules Hela ont été simple-transfectées avec pcDNA-HA-SREBP1c, puis le facteur de
transcription a été révélé par immunofluorescence avec un anticorps anti-HA, ’ADN est marqué par du HOECHST. Dans les
cellules non transfectées, 100% des 2761 noyaux comptés présentent un phénotype normal de HA-SREBP1
(nucléoplasmique). Des cellules HeLa ont été co-transfectées avec pcDNA-HA-SREBP1c et pCMV-FLAG-LA-WT ou R388P et les
protéines ectopiques révélées par immunofluorescence avec des anticorps anti-FLAG et anti-HA. HA-SREBPIc a soit une
localisation normale (nucléoplasmique) soit modifiée (accumulation a la périphérie intranucléaire). B) Le pourcentage de
noyaux présentant un marquage périphérique de HA-SREBP1c a été obtenu aprés comptage de > 2000 noyaux pour chaque
condition et est illustré dans le graphique. n = 3
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B. Augmentation de la quantité de protéines HA-SREBP1c suite
a I’expression des lamines A WT et R388P

L'impact de la surexpression de lamines ectopiques sur HA-SREBP1c a également été étudiée
par western blot. En comparaison aux cellules simple-transfectées, les cellules Hela co-transfectées
ont un niveau d’expression des protéines HA-SREBP1c > six fois plus élevé. (Figure 49 B)),
phénoméne amplifié (2,8 fois plus) avec I'expression de la lamine A mutante versus la lamine
sauvage. (Figure 49 C)).

Jai ensuite testé si les différences d’expression au niveau protéique résultaient d’une
augmentation de la quantité d’ARNm. Etonnamment, le résultat a montré l'inverse, a savoir une
diminution (1,3 a 1,5 fois) des ARNm codant HA-SREBP1c dans les cellules coexprimant les protéines
FLAG-LA WT et FLAG-LA R388P, respectivement, par rapport aux cellules exprimant uniqguement HA-
SREBP1c (Figure 49D)). Ces informations indiquent une stabilité accrue de la protéine HA-SREBP1c

lors de la surexpression de lamines A qui pourrait résulter de son interaction avec les lamines

ectopiques.
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Figure 49 : Expression de HA-SREBP1c au niveau protéique et ARNm dans des cellules Hela.

Des cellules Hela ont été non transfectées (NT) ou simple/co-transfectées avec pcDNA-HA-SREBP1c (SREBP1c) + pCMV-
FLAG-LA-WT (WT) ou pCMV-FLAG-LA-R388P (R388P). A) Western blot des extraits protéiques totaux révélés avec des
anticorps anti-FLAG, anti-HA et anti-GAPDH. n = 3. B) Quantification des signaux ECL de HA-SREBP1c par western blot. n = 3
(test de Kruskal-Wallis avec « pairwise comparisons of groups »). C) Quantification de HA-SREBP1c/FLAG-LA par western
blot dans des extraits protéiques totaux. Pour chaque expérience, le rapport HA/FLAG pour les cellules co-transfectées avec
PCMV-FLAG-LA-WT a été rapporté a 1. n = 3 (test de Kruskal-Wallis). D) Quantification des ARNm de HA-SREBP1c. n = 5.
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C. Interaction des protéines HA-SREBP1c et FLAG-LA R388P
dans le nucléoplasme

Etant donné le role connu des lamines A/C pour interagir et stabiliser certains partenaires
(pRb, Suv39h1...), nous nous sommes donc demandé si I'augmentation de la protéine HA-SREBP1c en
présence de lamine A ectopique (WT ou R388P) corrélait avec une interaction efficace entre ces deux
partenaires. Pour répondre a cette question, nous avons réalisé des expériences de Proximity
Ligation Assay (PLA) dont le principe est décrit dans I’Annexe (Barateau and Buendia 2016). Cette
technique qui utilise en premiére étape la reconnaissance des protéines d’intérét par des anticorps
spécifiques, permet de localiser in situ et de quantifier les interactions protéine-protéine au sein de
cellules. (Figure 50 A)). Grace au plugin Image J développé pour nous par le Dr Fabien Gerbal
(Université Paris Diderot, laboratoire Matiére et Systemes Complexes), nous avons i) mesuré le
nombre de pixels par noyau qui présentaient un signal PLA positif et ii) déterminé la distance par
rapport a la périphérie nucléaire pour chacun de ces pixels PLA positifs. Notre analyse a montré que
le nombre de pixels PLA positifs par noyau est en moyenne de 2436 et de 3234 dans les contextes de
lamine A ectopique WT et R388P, respectivement. Cependant, les valeurs médianes sont tres
similaires (1868 pixels pour le WT et 1865 pixels pour le R388P) (Figure 50 B)). Nous avons conclu que
la quantité totale de signaux PLA par noyau correspondant aux interactions [HA-SREBP1c — FLAG-LA]
est similaire dans les contextes de lamine A ectopique WT et R388P. De méme, la répartition
intranucléaire des signaux PLA est similaire dans les deux contextes cellulaires, avec la majorité (98%)
des signaux dispersés dans le nucléoplasme et seulement 2% des signaux concentrés a la périphérie
intranucléaire (Figure 50 C)).

En conclusion, ces expériences ont permis de montrer premiérement que, dans les cellules
Hela, l'interaction entre les lamines A ectopiques et HA-SREBP1c a lieu majoritairement au niveau
nucléoplasmique, et deuxiemement, que la mutation R388P n’empéche pas la lamine A de former
des complexes nucléoplasmiques avec SREBP1c. Ces résultats supportent I’"hypothése selon laquelle
les lamines A WT et R388P stabilisent SREBP1 en le liant.
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Figure 50 : Interaction des protéines HA-SREBP1c et FLAG-LA R388P dans le nucléoplasme.

Des cellules Hela co-transfectées ont été analysées par proximity ligation assay (PLA). A) Exemple de signaux PLA (rouge)
révélant les proximités entre HA-SREBP1c et FLAG-LA WT ou R388P tels qu’observés en microscopie confocale. L’ADN est
marqué avec du Hoechst (bleu). Barre d’échelle 10 um. B) Quantification des pixels totaux correspondant aux signaux PLA
par noyau. C) Quantification du pourcentage de signaux PLA positifs accumulés dans le nucléoplasme et donc exclus de la
périphérie nucléaire.
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Vi. Impact des protéines FLAG-LA R388P sur Ila
morphologie des noyaux et sur I’état de la chromatine

A. L’expression de FLAG-LA R388P génére des dysmorphies
nucléaires

En plus des défauts de localisation de la lamine A R388P que nous avons décrit plus haut, la
lamine A mutante induit >7 fois plus de noyaux dysmorphiques que la lamine A sauvage (59 + 1%
avec FLAG-LA R388P vs 8 + 1% avec FLAG-LA WT) (Figure 51). Ces dysmorphies semblent similaires a
celles observées dans un autre modeéle cellulaire et dans lequel nous avons étudié plus précisément
les mécanismes sous-jacents (voir Chapitre 9IV. « Caractérisation des dysmorphies nucléaires dues
aux lamines A R388P »).

A) FLAG B)
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Figure 51 : Dysmorphies nucléaires dans les cellules HeLa exprimant les protéines FLAG-LA R388P.

Des cellules HelLa ont été transfectées par les plasmides pCMV-FLAG-preLA WT ou R388P. A) Les cellules ont été fixées et les
protéines d’intérét révélées par immunofluorescence avec I'anticorps anti-FLAG. Des exemples de noyaux dysmorphiques
(Dysm.) ou a forme normale (Norm.) sont présentés pour les cellules exprimant les FLAG-LA WT et R388P. Barre d’échelle, 10
um. B) Les pourcentages de noyaux dysmorphiques sont illustrés pour n = 3 expériences et > 100 noyaux / expérience (test
de Kruskal-Wallis)

B. L’expression de FLAG-LA R388P peut induire des anomalies
de répartition des chromosomes en mitose

La rareté des cellules mitotiques dans nos populations de cellules transfectées non
synchronisées n’a pas permis de comparer véritablement la fréquence d’anomalies mitotiques
éventuelles en présence de FLAG-LA WT par rapport a FLAG-LA R388P. Néanmoins, nous avons
observé des cas d’anomalie dans I'alignement des chromosomes en métaphase spécifiquement dans
les cellules surexprimant la protéine FLAG-LA R388P (Figure 52).
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Figure 52 : L’expression de FLAG-LA R388P peut induire des anomalies de répartition des chromosomes en mitose.

Des cellules Hela transfectées par les plasmides pCMV-FLAG-preLA WT ou R388P ont été fixées et les protéines d’intérét
révélées par immunofluorescence avec I'anticorps anti-FLAG. L’ADN a été marqué par HOECHST (bleu). Exemples
d’anomalies de répartition des chromosomes en mitose pour des cellules exprimant la protéine FLAG-LA R388P. Barre
d’échelle, 10 um.

C. Contrairement a la surexpression de lamine A sauvage,
expression de FLAG-LA R388P ne module pas Ila
localisation/expression globale de certaines marques
épigénétiques et de protéines associées a la chromatine.

Nous avons analysé la localisation/expression in situ de I'histone de liaison H1, protéine qui
joue un roéle dans la structuration (compaction) de la chromatine et en conséquence dans
I'expression des genes. L'analyse des cellules non transfectées par immunofluorescence révele
I’histone H1 de maniere diffuse dans le nucléoplasme (Figure 53). Le méme marquage est obtenu
dans I'ensemble des cellules exprimant les FLAG-LA R388P (99,4%) et dans la majorité des cellules
exprimant les FLAG-LA WT (85,4%). Cependant, principalement lors de la surexpression de FLAG-LA
WT, on observe une sous-population de cellules (14,6%) avec un signal de fluorescence pour I'histone
H1 qui est significativement plus faible (phénotype présent uniquement dans 0,6% des cellules
exprimant les FLAG-LA R388P); celui-ci étant inférieur a 25% du signal de fluorescence médiane

observé dans les cellules non transfectées.

Nous nous sommes alors demandé si cet effet de la surexpression des lamines A sauvages était
dose dépendant. Pour transfecter les cellules, nous avons donc utilisé un autre plasmide (pSVK3) car
il permet la transcription des genes d’intérét sous le controle du promoteur SV40, promoteur qui a
une force plus faible que le promoteur cmv présent dans nos vecteurs pCMVTag. Aprés
immunofluorescence, on observe une corrélation entre I'expression réduite de FLAG-LA WT et la
diminution du nombre de cellules a faible marquage pour H1 (0,5% des cellules). En conclusion, la
réduction de la détection in situ de I’histone de liaison H1 par la surexpression de lamine A sauvage
est dose dépendante.

108



A) FLAG Histone H1 HOECHST merge

-
=

/

R388P

B Cc 34
) pCMV pSVK3 )
WT R388P WT
*%
R T e e o ns Kkk H
L |
2 2

FLAG s D WD o D GEED e———

GAPDH .‘“— —

L ok s —
] T

Intensité de fluorescence
du marquage anti Histone H1

Figure 53 : Détection de I’histone H1 dans des cellules Hela transfectées.

A) Acquisitions prises au microscope confocal (x40) de cellules transfectées avec pCMV-FLAG-LA-WT ou R388P.
Immunofluorescences réalisées avec les anticorps anti-FLAG et anti-Histone H1. Barre d’échelle 10 um. B) Analyse par
western blot de protéines de cellules Hela transfectées par différentes doses de pCMV-FLAG-LA-WT ou R388P ou pSVK3-
FLAG-LA-WT, et révélés par des anticorps anti-FLAG et anti-GAPDH. La dose utilisée habituellement dans mon projet est la
dose « +++ ». C) Quantification avec le logiciel ImageJ de la fluorescence associée au marquage anti-Histone H1 dans des
cellules Hela transfectées avec pCMV-FLAG-LA-WT ou R388P ou pSVK3-FLAG-LA-WT. n > 50 noyaux. Test Statistique :
Kruskal Wallis couplé avec le test de comparaison multiple de Dunn, la significativité est indiquée pour les cellules
transfectées par rapport aux cellules non transfectées.

Nous avons ensuite réalisé des marquages en immunofluorescence pour détecter de

marqueurs associés a I'’hétérochromatine (HP1la, H3K9me3) ou a l'euchromatine (H3K4me3,
H3K9ac).

La surexpression de lamine A sauvage induit spécifiquement une diminution dans la détection
de H3K4me3, H3K9me3 et HPla (concernant 16%, 9% et 6% des cellules respectivement). En
comparaison, la diminution de la détection de H3K9ac n’est que trés rarement observée (2% des

cellules).

La encore, les noyaux de cellules non transfectées ou de cellules surexprimant les FLAG-LA

R388P ne présentent pas de diminution dans la détection de ces différents marqueurs.

En conclusion, contrairement a la lamine A sauvage, la lamine A mutée R388P ne perturbe pas
la détection de I'histone de liaison H1, de la protéine associée a I’"hétérochromatine HP1 ainsi que
des quelques marques épigénétiques étudiées ici.
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Figure 54 : Détection de différents marqueurs de la chromatine par immunofluorescence.

Des cellules HelLa ont été transfectées avec les pCMV-FLAG-LA WT ou R388P, fixées et les protéines d’intérét révélées par
immunomarquage avec des anticorps anti-FLAG, anti-HP1a (A)), anti-H3K4me3 (B)), anti-H3K9me3 (C)), et anti-H3K9ac (D)).
Les fleches blanches indiquent des exemples de noyaux avec un diminution de la détection d’un marqueur de la chromatine.
Barre d’échelle 20 um.

VIl. Impact de la mutation R388P sur la capacité des
lamines A a lier et organiser le génome en 3D

En raison des propriétés particulieres de la lamine A mutante R388P, nous avons émis
I’'hypothése qu’elle pourrait induire une modification drastique de I'organisation globale du génome
et de I'expression de genes. C'est pourquoi nous avons initié un projet avec le Pr Philippe Collas
(Oslo, Norvege), collaborateur de longue date et expert dans la mise au point des techniques ChIP et
ChlIP-Seq adaptées aux interactions [ADN-lamines] (Lund et al. 2013; Lund et al. 2014; Lund et al.
2015). J'ai préparé les cellules transfectées exprimant les lamines ectopiques. Ensuite les culots de
cellules ont été transmis a P. Colas pour que son équipe réalise I'étude de ChIP-Seq. L’'identification
des régions d’ADN reconnues par ces deux types de lamine A a révélé des différences considérables.
Au vue de ces résultats, le P. Collas nous a proposé d’intégrer ces données dans un projet a
I'interface entre la biologie et la bioinformatique visant a modéliser le génome en trois dimensions,

en tenant compte des contraintes exercées par les interactions [ADN-lamines] (Paulsen et al. article
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soumis a Genome Research, voir Annexe 3 : Integrative 3D genome modeling reveals implications of

lamin A mutations on genome architecture).

A. Préparation de matériel biologique pour réaliser les analyses
de ChIP-Seq.

Nous avons transfecté des cellules Hela avec les vecteurs pCMV-FLAG afin d’exprimer les
lamines A ectopiques WT et mutées, R388P ou L647R. Les lamines A L647R sont farnésylées mais non
maturées en raison de la perte du site reconnu par la protéase Zmpste24. Comme préalablement
observé dans le laboratoire, les lamines L647R sont encore plus concentrées a la périphérie nucléaire
que les lamines A sauvages et elles sont majoritairement insolubles, en suivant le protocole de
fractionnement décrit plus haut (Fey et al. 1984) (Figure 55). 24 h apres transfection, les culots de
cellules ont été récupérés et congelés. Apres vérification par western blot de I'expression des
lamines d’intérét, les culots de cellules ont été envoyés a I'équipe du Pr P. Collas ; ils correspondent a
trois contextes de lamina différents : 1) lamines A trés enrichies a I'enveloppe nucléaire (L647R), 2)
lamines A enrichies a I'enveloppe nucléaire mais aussi dans le nucléoplasme (WT) et 3) lamines A

enrichies uniquement dans le nucléoplasme (R388P).
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Figure 55 : Localisation et Solubilité de la protéine FLAG-LA L647R.

Des cellules Hela ont été transfectées pour exprimer les protéines FLAG-LA WT, R388P ou L647R. A) lllustration des
phénotypes obtenus par immunofluorescence avec un anticorps anti-FLAG. Les lamines A sont localisées normalement a
I’enveloppe nucléaire et au sein du nucléoplasme (NE) soit uniquement dans le nucléoplasme (Nu.). Barre d’échelle 10 um. B)
Quantification des phénotypes illustrés en A) n = 3 expériences, >100 noyaux par expérience. C) Les protéines ont été
extraites séquentiellement pour obtenir les fractions S1, S2, S3 et Ins (selon le protocole de (Fey et al. 1984)). En paralléle des
extraits totaux (Tot) ont également été réalisés. Les différents échantillons ont été révélés par western blot avec des
anticorps anti-FLAG. Le pourcentage de signal ECL dans chaque fraction par rapport a la somme des signaux ECL est illustré
en D). (Test de Kruskal-Wallis pour chaque fraction)
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B. Analyse des LADs grace aux données de ChIP-Seq
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Figure 56 : Les LADs définies par les protéines FLAG-LA R388P sont anormalement riches en génes.

Des analyses de ChIP-Seq ont été réalisées sur des cellules HeLa exprimant les FLAG-LA WT, R388P et L647R. A) Exemple de
domaines du chromosome 2 associés ou non aux différentes lamines. B) Le graphique illustre les pourcentages du génome
liés par les différentes lamines. C) Le diagramme de Venn présente le nombre de megabase liés par les différentes protéines
FLAG-LA. D) Les index de Jaccard (chevauchement) sont illustrés. E) Le graphique présente le nombre de génes par
megabase d’ADN lié par chaque FLAG-LA. F) Le diagramme de Venn présente le nombre de génes liés par les différentes
FLAG-LA. G) Le diagramme de Venn présente les méme valeurs qu’en F), mais la taille des cercles et les surfaces de
recouvrement sont proportionnelles au nombre de genes.

L’équipe du Pr P. Collas a identifié les domaines d’enrichissement en lamines A/C (ratios
log(ChIP/Input)) en utilisant le Enrichment Domain Detector (EDD), un algorithme développé par leur
laboratoire pour mettre en évidence les domaines d’enrichissement a partir de données de ChlIP-Seq
(Lund et al. 2014) (Figure 56 A)). Les résultats ont montré que les protéines FLAG-LA WT et les FLAG-
LA L647R lient une quantité de génome semblable (19,5% et 20%), mais que les lamines A R388P
s’associent avec 1,7% de génome en plus et en majorité avec des domaines génomiques distincts de
ceux liés par les lamines A WT (Figure 56 B) et C)). Une étude de chevauchement des différents
domaines ADN associés aux lamines (LADs) a été réalisée en utilisant I'index de Jaccard. Plus I'index
de Jaccard est proche de 1, plus les séquences ADN se chevauchent. Cette analyse a révélé le fort
chevauchement (index Jaccard = 0,76) entre les LADS générées par les lamines A WT et L647R. Au
contraire, les LADs des lamines A R388P sont clairement différents, et ne se recouvrent que peu avec
les LADs des lamines A WT ou L647R (index Jaccard = 0,11 et 0,078, respectivement) (Figure 56 D)).
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De plus, alors que les LADs des lamines A WT et L647R sont pauvres en génes (<5 génes / mb) en
accord avec la littérature (Guelen et al. 2008), les LADs des lamines A R388P sont riches en genes
(16,6 genes par mb) (Figure 56 E), F) et G)).

De maniére générale, ces différentes informations suggérent que la localisation intranucléaire
des lamines A (enveloppe nucléaire vs nucléoplasmique) influence leur capacité a interagir avec

différentes régions du génome et a organiser le génome en 3D.

Les données issues de I'analyse par ChIP-Seq nous ont également permis d’obtenir la liste des
genes liés aux différentes lamines, et donc de déterminer les fonctions moléculaires ou processus
biologiques associés a ces génes, via I'étude des Panther Ontology Terms ou de Panther pathways
(http://www.pantherdb.org/).

1. Analyse de « Gene ontology » relative aux génes liés spécifiquement par
les lamines A R388P

En comparaison aux LADs définies par les lamines A sauvages, les LADs associées aux FLAG-LA
R388P sont plus riches en génes et concernent plus de catégories de genes ou « Panther Ontology
Terms » (657 vs 591). 75 de ces termes ontologiques sont spécifiques aux FLAG-LA R388P. Les
catégories sont tres variées et incluent des génes impliqués dans le remodelage de la chromatine, la
liaison a la chromatine (facteurs de transcription (CREB), ...), I'activité activatrice de phosphatase, le
transport mitochondrial, le processus catabolique des vitamines et la croissance cellulaire. Des
graphiques représentant ces différents Panther Ontology Terms et leurs liens les uns avec les autres
sont présentés dans la Figure 57 (sur 3 pages). Jai également présenté dans ces graphiques le
nombre de genes appartenant a chaque Panther Ontology Term qui est lié spécifiquement par
chaque type de lamine A (WT vs R388P). Ainsi nous pouvons noter que ceux comprenant le plus de
genes (210) concernent par ordre décroissant (1) les chimiokines et leur activité qui sont impliquées
dans la régulation de I'activation des cellules du systéeme immunitaire, (2) 'ADN polymérase ADN-
dirigée (et son activité), (3) le complexe majeur d’histocompatibilité, (4) le transport mitochondrial,
(5) la régulation de I'activité de facteurs de transcription se liant a des séquences spécifiques de
I’ADN, (6) la modification des ARNm en 3’, (7) les récepteurs sérine/thréonine kinases, (8) la
perception sensorielle a la douleur (9) et la famille de chaperonne Hsp70.
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Figure 57 : Analyse des catégories de génes ou « Panther Ontology Terms » spécifiques des LADs associés aux FLAG-LA
R388P.

Tous les génes associés aux LADs des FLAG-LA R388P ont été entrés dans le logiciel de Panther, pour déterminer les Ontology
Terms dans lesquels ils étaient impliqués. Il en a été fait de méme pour les FLAG-LA WT. J'ai ensuite déterminé les Panther
Ontology Terms spécifiques des LADs associés aux FLAG-LA R388P et ai représenté leur organisation ainsi que le nombre de
genes contenus dans chaque catégorie en utilisant un code couleur : rouge pour 1 a 3 génes, marron pour 4 a 6 genes, beige
pour 7 a 9 génes, bleu clair pour 10 a 12 génes et bleu foncé pour 13 a 15 genes.

2. Analyse de « Gene ontology » relative aux génes liés spécifiquement par
les lamines AWT

Il est intéressant de savoir quels sont les Panther Ontology Terms et les Panther pathways
spécifiques des LADs associés aux FLAG-LA R388P, puisqu’ils nous informent d’un potentiel gain de
fonction de ces derniéres par rapport aux WT. Mais il est tout aussi intéressant de déterminer les
Panther Ontology Terms et les Panther pathways spécifiques des LADs associés aux FLAG-LA WT
puisqu’ils nous informent a l'inverse, d’une potentielle perte de fonction des FLAG-LA R388P par
rapport aux WT. J’ai donc réalisé la méme étude que précédemment mais cette fois ci avec les LADs
associés spécicifquement aux FLAG-LA WT.

Les Panther Ontology Terms spécifiques aux LADs associés aux FLAG-LA WT sont beaucoup
moins nombreux que pour les FLAG-LA R388P, en effet on en dénombre que 7 qui sont impliqués
dans (1) le processus métabolique secondaire, (2) le processus de cycle d’ovulation (3) la superfamille
des interférons, (4) 'amylase et son activité, (5) I'aldolase et (6) I'activité de I'aldehyde-lyase. Ces
catégories ne contiennent a chaque fois qu’un seul géne sauf pour I'amylase et son activité qui en

contiennent quatre (Figure 58).

secondary

metabolic process
- hydrolase activity, o
hydrolase activity |—— hydrolyzing O-glycosy! amylase activity
‘ compounds

Metabolic process

catalytic activity

lyase activity aldegggj#ase
ovulation cycle

Rhythmic process

process
; - . interferon
Signaling molecule — cytokine
HYdrOIase m
L idol Nombre de génes associés au Panther Ontology Term :
yase C 123 | 456 |89 H01112 131415

Figure 58 : Analyse des Panther Ontology Terms spécifiques des LADs associés aux FLAG-LA WT.

Tous les génes associés aux LADs des FLAG-LA WT ont été entrés dans le logiciel de Panther, pour déterminer les Ontology
Terms dans lesquels ils étaient impliqués. Il en a été fait de méme pour les FLAG-LA R388P. J'ai ensuite déterminé les Panther
Ontology Terms spécifiques des LADs associés aux FLAG-LA WT et ai représenté leur organisation ainsi que le nombre de
geénes contenus dans chaque catégorie en utilisant un code couleur : rouge pour 1 a 3 génes, marron pour 4 a 6 genes, beige
pour 7 a 9 génes, bleu clair pour 10 a 12 génes et bleu foncé pour 13 a 15 geénes.

Bien que cette analyse ait révélé des différences quant a la nature des genes liés par les
lamines A mutantes vs WT, elle ne donne pas d’information sur le niveau d’expression des génes liés
par les lamines. C'est pourquoi, nous avions initialement prévu de réaliser I'analyse globale de la
transcription par RNA-Seq pour nos différentes populations de cellules; mais en raison de

contraintes financieres, cette partie du projet n’a pas pu se faire. En conséquence, les répercussions
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éventuelles du changement d’organisation de la chromatine sur I'expression des genes dans le

contexte laminopathie L-CMD due a la mutation LMNA p.R388P restent a déterminer.
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Chapitre 9

Impact de la lamine A mutée
R388P dans un modele cellulaire
de myoblastes murins (C2C12)
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Chapitre 9 Impact de la lamine A muteée
R388P dans un modele cellulaire de
myoblastes murins (C2C12)

Compte tenu de la pathologie de la patiente HER Lo, on peut considérer les cellules C2C12 qui
sont des myoblastes comme un modele cellulaire plus pertinent que les cellules épithéliales Hela.
Nous avons donc envisagé d’étudier les propriétés et impacts des lamines A R388P dans des

myoblastes C2C12 en prolifération et au cours de la différenciation myogénique.

Pour les études de myoblastes en prolifération, nous avons utilisé un modeéle de transfection
transitoire avec les mémes plasmides que ceux utilisés précédemment avec les cellules Hela, c’est-a-
dire les plasmides pCMV-FLAG-preLA WT et R388P. Les analyses ont été réalisées 24 h apres
transfection, sauf si précisé ultérieurement. Apres optimisation des conditions de transfection, nous
avons analysé I'expression des protéines ectopiques par western blot (Figure 59). Nous nous sommes
alors rendues compte que, comme pour les cellules Hela, I'anticorps anti-FLAG révélait deux bandes
pour les lamines A WT et R388P, a des poids moléculaires correspondant a la FLAG-pré-lamine A
(prélLA) et a la FLAG-LA mature (LAm). L’accumulation de pré-lamine A a été confirmée en révelant
les western blots avec I'anticorps anti-prélLA. Ainsi, dans nos conditions de transfections pour les
myoblastes C2C12, un pool de pré-lamine A ne subit pas le processus de maturation et s’accumule.
Nous nommerons ici lamines A (LA), le mélange des protéines ectopiques FLAG-prelLA et FLAG-LAm.

FLAG-preLA-_
FLAG-LA

FLAG-preLA.
FLAG-LA = | S S ™™
LA—

Lc”

GAPDH — | v e o s, |ANti GAPDH

== == = == Anti FLAG

Anti LA/C

Figure 59: Expression de FLAG-prelA et de FLAG-LAm dans les myoblastes C2C12 transfectés.
Westerns blots de protéines extraites de myoblastes C2C12 transfectées avec le pCMV-FLAG-preLA WT, R388P ou L647R ou
avec le pCMV-FLAG-LAm-WT révélés avec des anticorps anti-FLAG, anti-LA/C, anti-prelA et anti-GAPDH.

I. La mutation R388P empéche l'intégration de la lamine A
au sein du réseau de lamina dans les myoblastes.

Nous avons étudié la localisation et la solubilité de la lamine A mutante dans les myoblastes.
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A. Localisation nucléoplasmique des lamines A R388P

Les lamines A/C endogénes dans les myoblastes C2C12 sont localisées tout comme dans les
fibroblastes et les cellules Hela, c’est-a-dire a la périphérie nucléaire et au sein du nucléoplasme. 24
h apres transfection avec les plasmides pCMV-FLAG-preLA-WT ou le pCMV-FLAG-preLA-R388P, les
myoblastes C2C12 ont été soumis a une immunofluorescence avec des anticorps anti-FLAG afin de
détecter les lamines ectopiques sauvages ou mutantes. 85 + 3% des myoblastes C2C12 exprimant les
FLAG-LA WT présentent un marquage normal a I'enveloppe et dans le nucléoplasme. Cependant,
dans une minorité de cellules (13 + 3%), les protéines FLAG-LA WT sont uniquement
nucléoplasmiques. A l'inverse, c’est dans la majorité des myoblastes transfectés (82 + 3%) que les
lamines mutées (FLAG-LA R388P) s’accumulent uniquement dans le nucléoplasme. Par ailleurs, dans
8 + 1% des cellules, les lamines A mutées forment des agrégats et c’est dans seulement 11 + 2% des
cellules qu’elles sont localisées normalement a la périphérie du noyau (Figure 60). Notons que les
noyaux exprimant les FLAG-LA R388P présentent fréquemment des dysmorphies, mais cet aspect
sera abordé plus en détail dans le paragraphe IV. « Caractérisation des dysmorphies nucléaires dues

aux lamines A R388P ».
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Figure 60 : Localisation nucléoplasmique des lamines A R388P dans les myoblastes C2C12.

Des cellules C2C12 ont été transfectées avec les plasmides pCMV-FLAG-preLA WT ou R388P. Les cellules ont ensuite été
fixées et analysées par immunofluorescence avec un anticorps anti-FLAG. A) Exemples de noyaux présentant les trois
phénotypes de localisation des lamines : a I'enveloppe nucléaire (EN), au sein du nucléoplasme uniquement (Nu.) ou sous
forme agrégative (Ag). B) Quantification des phénotypes des cellules. n = 5, test de Mann Whitney pour chaque fraction.

B. Augmentation de la solubilité des lamines A R388P

La solubilité des FLAG-LA WT ou R388P a également été étudiée selon le protocole
précédemment décrit (Fey et al. 1984) dans les myoblastes C2C12 transfectés respectivement avec
les pCMV-FLAG-preLA-WT ou R388P afin de déterminer si dans ce contexte cellulaire aussi les

lamines A R388P étaient plus solubles.

Alors que les protéines FLAG-LA WT sont majoritairement insolubles (48 + 14%), la fraction
insoluble des FLAG-LA R388P ne représente que 3 + 1% des protéines. La fraction majoritaire pour les
FLAG-LA R388P est la fraction S1, soluble, qui représente 68 + 5% des protéines, alors que les FLAG-
LA WT n’ont que 12 + 4% de leurs protéines présentent dans cette fraction. Avec des pourcentages
plus proches on observe également une différence dans les fractions liées a la chromatine (S3), qui
représente 10 + 4% des protéines FLAG-LA WT et 3 £ 1% des protéines FLAG-LA R388P. Seule la
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fraction du cytosquelette (S2) ne présente pas de différence significative entre la FLAG-LA WT et
R388P (Figure 61).

Dans les myoblastes C2C12, les protéines FLAG-LA R388P sont donc plus solubles que les
protéines FLAG-LA WT.
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Figure 61 : Etude de la solubilité de la lamine A R388P par extraction biochimique de la matrice nucléaire.

Des myoblastes C2C12 ont été transfectés pour exprimer les FLAG-LA WT et R388P. Les protéines ont été extraites
séquentiellement (Fey et al. 1984) afin de récupérer les fractions (51) solubles, (S2), du cytosquelette, (S3) associées a ’ADN
et (Ins) insolubles. A) Les différentes fractions ont été analysées par western blot et révélées avec des anticorps anti-FLAG. La
détection des protéines par coloration au rouge ponceau des membranes est également montré. B) La répartition des
lamines A ectopiques au sein des différentes fractions a été quantifiée a partir de western blots. n = 3, test de Kruskal-Wallis
pour chaque fraction.

C. La phosphorylation des sérines 22-390-392 des lamines A
R388P n’est responsable ni de leur localisation nucléoplasmique ni
de la génération des dysmorphies nucléaires

L’assemblage et désassemblage des polyméres de lamines A/C et leur localisation est
dépendant de leurs modifications post-traductionnelles (voir Chapitre 1 Les lamines). Il a été montré
gu’en empéchant la phosphorylation des sérines S22 et/ou S390 et S392 en les mutant en alanine,
les lamines A étaient moins localisées dans le nucléoplasme et plus au niveau de I'enveloppe
nucléaire (Kochin et al. 2014). Nous nous sommes alors demandé si la localisation nucléoplasmique
des lamines A R388P était due a une hyperphosphorylation des résidus S390 et S392 qui sont trés
proches de I'acide aminé muté. Pour répondre a cette question, nous avons généré des plasmides
codant la lamine A R388P avec les sérines d’intérét mutées (Figure 39). 24 h aprés transfection des
plasmides, nous avons observé que méme lorsque les trois résidus S22, S390 et S392 sont mutés
(Figure 62 A)), les protéines FLAG-LA R388P restent nucléoplasmiques (Figure 62 B)). Ainsi, ces
résultats indiquent que, indépendemment de la phosphorylation des sérines 22, 390 et 392, la
mutation R388P a un effet dominant qui empéche la localisation a I’enveloppe nucléaire des lamines
A.
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Figure 62 : La phosphorylation des sérines 22-390-392 des lamines A R388P n’est pas responsable de leur localisation
nucléoplasmique.

Des myoblastes C2C12 ont été transfectés pour exprimer les protéines FLAG-LA WT, -S390A-S392A (S/A), -R388P, -R388P-
S390A-5392A (S/A) et -S22A- R388P-S390A-S392A (S/A*). A) Des extraits cellulaires totaux ont été analysés par western blot
avec dans anticorps anti-FLAG et anti-Actine. B) Immunofluorescence des cellules avec des anticorps anti-FLAG. L’ADN a été
marqué au Hoechst. Barre d’échelle 20 um.

Il. Impact de la lamine A mutée R388P sur des partenaires
des lamines A/C

Les lamines A R388P ayant des propriétés de localisation et de solubilisation différentes des
lamines WT, nous nous sommes demandé si elles gardaient leur capacité a interagir avec quelques
partenaires (lamines A/C, lamine B1, LAP2a) et si elles perturbaient la localisation subnucléaire ainsi

que les propriétés de solubilité de ces partenaires.

A. Les lamines A/C endogénes restent majoritairement ancrées
a l'enveloppe nucléaire lorsque les lamines A R388P sont
surexprimées

Etant donné que les FLAG-LA R388P sont surexprimées dans des myoblastes C2C12, les

lamines A/C WT et les lamines A R388P sont toutes deux exprimées dans les cellules. Nous avons
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donc voulu déterminer si les lamines A R388P avaient un impact sur la localisation et la solubilité des
lamines A/C endogénes. Pour cela, nous avons réalisé des co-immmunofluorescences avec des
anticorps anti-FLAG et anti-Lamine A/C sur des myoblastes transfectés pour exprimer les protéines
FLAG-LA WT ou R388P (Figure 63 A)). Notons que I’anticorps anti-Lamine A/C reconnait les lamines A
et C endogenes ainsi que les lamines A R388P ectopiques. Dans les cellules exprimant les protéines
FLAG-LA WT, les lamines A/C sont localisées principalement a la périphérie des noyaux et dans une
moindre mesure dans le nucléoplasme, les protéines ectopiques et endogénes colocalisent (Figure 63
A)). Dans la majorité des cellules exprimant les protéines FLAG-LA R388P, on observe un marquage
lamines A/C plus enrichi a I'enveloppe qu’avec le marquage FLAG, indiquant une localisation normale
des lamines A/C endogénes. Cependant, la perte d’ancrage des lamines A/C endogénes a I’enveloppe
nucléaire pourrait avoir lieu dans une minorité des cellules exprimant les lamines mutées, comme

suggéré par I’éventuel absence de marquage lamine A/C a I'enveloppe nucléaire (Figure 63 A)).

Afin d’étudier la solubilité des lamines A/C endogénes, nous avons utilisé les extraits
protéiques obtenus selon le protocole précédemment décrit (Fey et al. 1984) dans le chapitre 4 I. B.
« Augmentation de la solubilité des lamines A R388P ». Les protéines ont été analysées par western
blot et révélées avec un anticorps anti-lamine A/C pour détecter les lamines A et les lamines C
endogenes ainsi que les lamines ectopiques (FLAG-LA WT ou R388P) (Figure 63 B)). Les lamines A
endogenes dans les cellules exprimant les protéines FLAG-LA WT sont majoritairement insolubles
avec 45 + 18% du signal ECL dans cette fraction. La deuxiéme fraction la plus abondante est celle du
cytosquelette avec 32 + 21% du signal ECL. Dans les cellules exprimant les protéines FLAG-LA R388P,
la fraction majoritaire pour les lamines A endogénes est celle du cytosquelette avec 42 + 15% du
signal ECL suivie de la fraction soluble avec 29 + 12% du signal ECL alors que la fraction insoluble ne
représente que 18 + 8% du signal ECL. Pour les lamines C, les résultats sont semblables avec une
majorité des protéines dans les fractions insolubles (41 + 21%) et celle du cytosquelette (34 + 16%)
pour les cellules exprimant les protéines FLAG-LA WT et une majorité des protéines dans les fractions
du cytosquelette (39 + 11%) et solubles (30 £ 12%) pour les cellules exprimant les protéines FLAG-LA
R388P. En conclusion, on observe une tendance vers une plus grande solubilité des lamines A/C
endogenes dans les cellules surexprimant les protéines FLAG-LA R388P vs WT, méme si cela n’a pas

été validé statistiquement au vu du nombre limité d’expériences réalisées (n = 3).

Au final, les résultats suggérent que les lamines A R88P n’empécheraient pas I'assemblage des
lamines A/C endogénes WT en polymeéres mais qu’elles pourraient fragiliser leur ancrage a

I’enveloppe nucléaire.
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Figure 63 : Impact des lamines A R388P sur les lamines A/C endogénes dans les myoblastes.

Des myoblastes C2C12 ont été transfectés pour exprimer les protéines FLAG-LA WT et R388P. A) Immunofluorescence des
cellules avec des anticorps anti-LA/C. L’astérix indique un noyau pour lequel on ne distingue pas de marquage des lamines
A/C a la périphérie des noyaux au-dela du marquage FLAG. La fleche indique un noyau pour lequel on distingue un liseré de
lamines A/C au-dela du marquage FLAG a la périphérie du noyau. Barre d’échelle 20 um. B) et C) Les protéines ont été
extraites séquentiellement (Fey et al. 1984) afin de récupérer les fractions (S1) solubles, (S2), du cytosquelette, (S3) associées
a I’ADN et (Ins) insolubles. Les différentes fractions ont été analysées par western blot et révélées avec des anticorps anti-
LA/C. C) La répartition du signal ECL obtenu en B) pour la lamine A et la lamine C dans les différentes fractions est exprimée
en pourcentage par rapport a la somme des signaux. n = 3 expériences indépendantes. Test statistique de Kruskal-Wallis
réalisé pour comparer 2 a 2 les données WT vs R388P dans chaque fraction.

B. La lamine A R388P peut désorganiser le réseau de lamine B1

En plus de I'impact des lamines A R388P sur les lamines de type A endogéenes, nous nous
sommes également demandé si elles pouvaient avoir un impact au niveau des lamines de type B.
Aussi, nous avons étudié par immunofluorescence la localisation de la lamine B1 dans des
myoblastes surexprimant les FLAG-LA WT et R388P. Dans les cellules exprimant les FLAG-LA WT, la
lamine B1 présente un marquage accentué au niveau de I'enveloppe nucléaire et colocalise avec les
lamines A ectopiques. Dans les cellules exprimant les FLAG-LA R388P, la lamine B1 peut étre localisée
soit normalement comme dans les cellules exprimant les lamines A ectopiques, soit étre déplétée
localement. Les lamines A R88P induisent donc une désorganisation locale de réseau de lamine B1

dans certaines cellules.
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Figure 64 : Localisation discontinue de la lamine B1 dans les myoblastes C2C12 exprimant les FLAG-LA R388P.

Des myoblastes C2C12 ont été transfectés avec les plasmides pCMV-FLAG-preLA WT ou R388P. Les cellules ont été fixées et
les protéines d’intérét révélées avec des anticorps anti-FLAG et anti-LB1. L’ADN a été marqué au HOECHST. Barre d’échelle,
20 um.

C. Le mutant R388P de la lamine A modifie I’ancrage nucléaire
de deux partenaires, I’émerine et LAP2a.

Nous nous sommes plus particulierement intéressées a deux partenaires qui se lient aux
lamines dans la région C-terminale qui contient I'acide aminé R388. Ces protéines sont I'émerine, qui

est localisée a I’enveloppe nucléaire et LAP2a, qui est nucléoplasmique.

1. Localisation de I’émerine et de LAP2a et interactions avec les lamines
R388P

Afin d’étudier les interactions entre les lamines A R388P et ses partenaires, nous avons réalisé
des expériences de PLA (voir Annexe et (Barateau and Buendia 2016)). Pour cela nous avons
transfecté les myoblastes C2C12 avec le vecteur pEGFP-LA-WT ou R388P pour I'étude de LAP2a et
avec le vecteur pCMV-FLAG-LA-WT ou R388P pour I'étude de I'’émerine. 24 h aprés transfection, les
cellules ont été fixées et utilisées pour immunofluorescence ou pour le PLA afin de détecter les
interactions [GFP-LA — LAP2a] ou [FLAG-LA — Emerine]. En un premier temps, nous avons déterminé
si I'expression des lamines A R388P avaient un impact sur I'expression (niveau protéique) de ses
partenaires, afin d’en tenir compte pour interpréter les résultats de PLA. Les extraits protéiques
analysés par westerns blots n‘ont pas révélé de modification de I'expression de I'émerine et de

LAP2a lors de la surexpression de lamines A ectopiques WT ou R888P (Figure 65).
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Figure 65 : Expression de LAP2a et de 'émerine dans les myoblastes C2C12.
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A) Analyses de protéines extraites de myoblastes C2C12 transfectées avec le pEGFP-preLA WT ou R388P par western blots et
révélétation avec des anticorps anti-GFP, anti-LAP2a et anti-GAPDH. B) Analyse de protéines extraites de myoblastes C2C12
transfectées avec le pCMV-FLAG-prelA WT ou R388P par western blots et révélation avec des anticorps anti-FLAG, anti-
émerine et anti-GAPDH.

Les immunofluorescences montrent que LAP2a est localisé de la méme maniére dans les
cellules exprimant les protéines GFP-LA WT et GFP-LA-R388P, c’est-a-dire dans le nucléoplasme.
Etant donné que les protéines GFP-LA R388P ne sont pas localisées a la périphérie nucléaire, elles
colocalisent avec LAP2a (Figure 66 A)). Cependant, LAP2a ne s’accumule pas au niveau des agrégats
de GFP-LA-R388P qui sont observés dans une sous-population des cellules transfectées (Figure 66 A)
image du bas). Les expériences de PLA ont mis en évidence des interactions entre les GFP-LA WT ou
R388P avec LAP2a au sein du nucléoplasme (Figure 66 B)). Nous avons alors utilisé le méme plugin
d’lmagel que précédemment (Chapitre 8V. C. Interaction des protéines HA-SREBP1c et FLAG-LA
R388P), développé par Fabien Gerbal pour quantifier les signaux PLA et leur distribution au sein du
noyau. Les noyaux exprimant les protéines GFP-LA WT et R388P ont globalement la méme quantité
de signaux PLA par noyaux, et donc la méme quantité de complexes [GFP-LA — LAP2a] (Figure 66 C)).
Par contre, les cellules exprimant les protéines GFP-LA WT ont un plus grand pourcentage de signal
périphérique (15 + 1%) que les cellules exprimant les protéines GFP-LA R388P (8 + 0,5%) (Figure 66
C)). Ces différences de pourcentages s’expliquent du fait de la localisation exclusivement
nucléoplasmique pour les protéines LAP2a et GFP-LA R388P. Nous concluons que la mutation R388P

de la lamine A n’altére pas son interaction avec LAP2a.

L'émerine, protéine transmembranaire de la membrane nucléaire interne, est détectée par
immunofluorescence majoritairement au niveau de I'enveloppe nucléaire dans les cellules exprimant
les protéines FLAG-LA WT ou R388P (Figure 66 D)). Elle est également détectée dans une moindre
mesure dans le réticulum endoplasmique. On note que lorsque les protéines FLAG-LA R388P forment
des agrégats, I'émerine est localisée au niveau de ces agrégats et non plus a I'enveloppe nucléaire
(Figure 66 D) image du bas). La quantification des signaux totaux de PLA par noyau montre une
diminution significative de 48% entre les cellules exprimant les protéines FLAG-LA WT et celles
exprimant les protéines FLAG-LA R388P (Figure 66 F)). Cependant, le pourcentage de signal PLA a la
périphérie des noyaux est similaire dans les deux contextes cellulaires (WT/R388P) (Figure 66 F)).
Globalement, ces données s’expliquent par la différence de localisation de ces deux partenaires, a
savoir le nucléoplasme ou I'enveloppe nucléaire pour la protéine FLAG-LA R388P et I'émerine,
respectivement. Par contre, lorsque les protéines sont localisées a proximité, elles sont capables
d’interagir ; c’est le cas dans les agrégats localisés a la périphérie nucléaire ou I'on détecte des
complexes [emerine - LA-R388P] (Figure 66 E, image du bas).

En conclusion, la mutation R388P de la lamine A ne semble pas altérer le domaine
d’interaction pour I'’émerine et LAP2a.
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Figure 66 : Interaction de ’émerine et de LAP2a avec les lamines A R388P dans les C2C12.

Des C2C12 ont été transfectées pour exprimer les protéines FLAG- ou GFP-LA WT ou R388P et analysées par
immunofluorescence avec des anticorps anti-GFP et anti-LAP2a (A)) ou anti-FLAG et anti-Emerine (D)) ou pour des
expériences de PLA (B) C) E) F)).

2. L’émerine et LAP2a sont plus solubles en présence des lamines A R388P

Aprés avoir montré que I'émerine et LAP2a interagissent in situ avec les lamines A R388P, nous
nous sommes demandé si les lamines A mutées qui sont anormalement solubles entraineraient
également un défaut d’ancrage a la matrice nucléaire de leurs partenaires. Nous avons soumis les
cellules exprimant les protéines FLAG-LA WT ou R388P a une extraction avec des tampons
hypotoniques contenant du Triton X-100 (pour perméabiliser les cellules) et des concentrations
croissantes de NaCl (50, 150 et 250 mM). Les échantillons (surnageants et culots) ont été analysées
par western blot pour détecter les protéines FLAG-LA, les lamines A/C endogénes ainsi que I'émerine
et LAP2a.
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Comme attendu, les lamines A/C endogénes et les protéines FLAG-LA WT sont résistantes aux
extractions quelles que soient les concentrations en sel utilisées. A I'inverse, les protéines FLAG-LA
R388P sont solubilisées avec I'ajout de NaCl (50-250 mM). Ce résultat confirme donc la différence de
solubilité entre les protéines FLAG-LA WT et R388P. De plus, on observe que le pool de LAP2a et
d’émerine solubilisé est plus important en présence de la protéine FLAG-LA R388P qu’en présence de
la protéine FLAG-LA WT (Figure 67).
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Figure 67 : Augmentation de la solubilité de I'émerine et de LAP2a en présence des lamines A R388P.

Des C2C12 ont été trasnfectées pour exprimer les protéines FLAG-LA WT ou R388P et extraites avec des tampons contenant
différentes concentrations en NaCl (50, 150 ou 250 mM) (S : surnageant, P : fraction insoluble, T : extrait total). Les westerns
blots ont été révélés avec des anticorps anti-LA/C, anti-LAP2a et anti-émerine. Pour chaque puits est indiqué le pourcentage
du signal ECL du puits par rapport a la somme des deux fractions de la condition correspondante. Les * indiquent les
différences de solubilité a noter.

En conclusion, les expériences de colocalisation, de PLA et d’extraction biochimique ont permis
de mettre en évidence que la mutation R388P n’empéche pas les lamines A de lier LAP2a et
I’émerine, et que, du fait des interactions maintenues, cela entrainerait une augmentation de la

solubilité de ces dernieres.

lll. La mutation R388P de la lamine A et son impact sur
I’état de la chromatine

Etant donné que les lamines sont impliquées dans I'organisation de la chromatine, au vu de la
localisation nucléoplasmique des protéines FLAG-LA R388P et de leur solubilité augmentée dans les
myoblastes C2C12, nous avons émis I'hypothése que I'expression des FLAG-LA WT ou R388P

pourraient avoir un impact différent sur I’état de la chromatine.

Pour tester cette hypothése, nous avons tout d’abord observé I'aspect de la chromatine par
marquage au Hoechst dans des cellules transfectées et réalisé des immunofluorescences 24 h apres

transfection afin de détecter des marqueurs associés a I'’euchromatine.

Nous avons ainsi observé des défauts dans le marquage de la chromatine dans les cellules
exprimant les protéines FLAG-LA R388P. En effet, dans certaines cellules nous avons noté une
diminution de la quantité de foci d’hétérochromatine et des déplétions de chromatine plus ou moins

importantes au niveau des zones ou les lamines A R388P sont fortement accumulées (Figure 68).
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Figure 68 : La mutation R388P de la lamine A et son impact sur I'état de la chromatine de myoblastes C2C12 (a)
Des myoblastes C2C12 ont été transfectés pour exprimer les FLAG-LA WT et R388P puis fixés, ’ADN marqué au HOECHST
barre d’échelle, 10 um.

Les immunofluorescences ont permis la détection de H3K9ac et H3K27ac de maniére diffuse
dans le nucléoplasme des myoblastes contrbles (Figure 69). Cependant une sous-population de
noyaux exprimant les protéines FLAG-LA WT présentent une trés forte diminution, voire une absence
du marquage de ces histones acétylées (6 + 2% et 3 + 1% des noyaux pour H3K9ac et H3K27ac,
respectivement) (Figure 69 A-C)). En revanche, la diminution du signal pour H3 acétylée n’a été
observée que dans 0,1 £ 0,0% des cellules exprimant les protéines FLAG-LA R388P. Plus encore, nous
avons observé une augmentation d’intensité du signal pour H3 acétylée spécifiquement dans les
cellules exprimant les protéines FLAG-LA R388P (Figure 69 B)). Pour déterminer si ce changement
d’acétylation des histones s’accompagnait d’une modification globale de la transcription, nous avons
considéré I'ARN polymérase Il phosphorylée (ph RNA Polll) comme marqueur. De maniére
inattendue, les immunofluorescences réalisées avec I'anticorps anti ph RNA polll n’ont donné que
peu de signal et dans une minorité des myoblastes de souris contréles ou transfectées (7 + 2%, 21 +
4% et 39 £ 7% des cellules non transfectées ou exprimant les lamines A WT ou R388P,
respectivement) (Figure 69). Cependant, aprés décompaction de la chromatine induite par
incubation des cellules avec de la trichostatine A, un inhibiteur d’histone désacétylase (HDAC) des
classes | et Il (Dokmanovic et al. 2007), du signal nucléaire ph RNA Polll a été détecté dans la majorité
des cellules C2C12 contréles ou transfectées, avec encore une différence entre les cellules exprimant
les FLAG-LA WT et R388P (Figure 69). En effet, le pourcentage des noyaux positifs pour ph RNA Polll
s’élevait alors a 61 + 2% et a 95 + 2% dans les myoblastes exprimant les lamines A WT et R388P,

respectivement (Figure 69).
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Figure 69 : La mutation R388P de la lamine A et son impact sur I’état de la chromatine de myoblastes C2C12 (b)

Des myoblastes C2C12 ont été transfectés pour exprimer les FLAG-LA WT et R388P puis fixés et les protéines d’intérét
révélées par immunofluorence avec des anticorps anti-FLAG, anti-H3K9ac, anti-H3K27ac (A)) et anti-ARN polymérase Il
phosphorylée (D)). A) La fleche blanche indique I'absence de marquage des histones H3 acétylées. Barre d’échelle, 20 um. B)
Intensité normalisée des signaux d’H3K9ac des cellules en A). Sont représentés les résultats de trois expériences
indépendantes (1, 2 et 3). Les significativités au-dessus des boites de dispersons sont calculées par rapport aux cellules
contréles de I'expérience. Test statistique de Kruskal-Wallis avec « pairwise comparisons of groups ». C) Pourcentage de
noyaux présentant une absence de marquage des histones H3K9ac et H3K27ac. n = 3, test statistique de Kruskal-Wallis. E)
Pourcentage de noyaux positifs au marquage de I’ARN polymérase Il phosphorylée avec ou sans traitement a la
Trichostatine A (TSA). n = 2 sans TSA et n = 3 avec TSA.
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En conclusion, nous avons montré que les cellules exprimant les lamines A R388P présentaient
une modification globale de la condensation de la chromatine avec une augmentation des marqueurs

de la chromatine active (histone H3 acétylée, ph RNA Pol Il).

IV. Caractérisation des dysmorphies nucléaires dues aux
lamines A R388P

A. Les Lamines A R388P causent des dysmorphies nucléaires

Dés les premiers essais de surexpression des lamines mutantes dans les myoblastes, nous
avons noté la présence fréquente de noyaux tres dysmorphiques, avec des formes tres variées
(Figure 70 A)). Nous avons alors cherché a caractériser plus précisément ces dysmorphies nucléaires,
apres immunofluorescence des cellules avec les anticorps anti-FLAG. Pour cela il nous a tout d’abord
fallu déterminer le moyen par lequel nous allions quantifier ces défauts. En accord avec la littérature,

nous avons estimé I'étendue de la dysmorphie des noyaux de deux facons. La premiere méthode a

(la

valeur 1 représentant un cercle parfait). Ainsi, la circularité moyenne des noyaux exprimant les

consisté a déterminer la circularité des noyaux selon la formule: circularité = %
protéines FLAG-LA R388P s’est avérée nettement inférieure a celle des noyaux exprimant les
protéines FLAG-LA WT (0,69 £ 0,02 vs 0,82 + 0,01) (Figure 70 B)), soulignant une plus grande sévérité
de la dysmorphie nucléaire lors de I'expression de la lamine A mutante. Par ailleurs, en considérant
qgue les noyaux ayant une circularité <0,74 étaient dysmorphiques, j'ai évalué le pourcentage de
noyaux dysmorphiques dans les différentes populations. Ainsi, j'ai estimé a 13% et 60% la quantité
de noyaux dysmorphiques dans les myoblastes exprimant les protéines FLAG-LA WT et R388P,

respectivement.

La deuxieme méthode a consisté a distinguer un noyau ovoide d’un noyau dysmorphique
directement par observation visuelle des immunofluorescences. De cette facon, j'ai obtenu des
résultats semblables, i.e. avec 13 + 2% et 54 + 5% de noyaux dysmorphiques pour les cellules
exprimant les protéines FLAG-LA WT et R388P, respectivement (Figure 70 C, graphique de droite).
Avec cette méthode, la plus grande sévérité de dysmorphie des noyaux exprimant la lamine A
mutante est également confirmée (circularité moyenne de 0,71 + 0,01 et 0,60 + 0,01 pour les cellules
exprimant respectivement les FLAG-LA WT et R388P (Figure 70 E)). De plus, parmi les cellules
exprimant les lamines mutantes, les noyaux dysmorphiques sont plus grands que les noyaux ovoides
(235 + 7 um?vs 193 + 7 um? (Figure 70 F)).

Les deux méthodes donnent des résultats similaires, mais I'identification par circularité peut
étre source de faux négatifs et faux positifs, aussi nous avons décidé de garder la méthode dite

« visuelle » pour la suite de nos expériences.
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Figure 70 : Les lamines A R388P causent des dysmorphies nucléaires dans les myoblastes C2C12.

A) Exemples de noyaux exprimant les lamines A WT ou R388P présentant une forme nucléaire normale ou anormale
(dysmorphique) marqués en immunofluorescence par des anticorps anti-FLAG. Barre d’échelle 10 um. B) Graphique
illustrant la circularité des noyaux exprimant les protéines FLAG-LA WT ou R388P. Test statistique de Mann Whitney. C)
Graphique illustrant le pourcentage de noyaux dysmorphiques selon la définition utilisé, soit la circularité, soit la description
visuelle. Test statistique de Mann Whitney. D) Exemples de noyaux marqués par des anticorps anti-FLAG et leur valeur de
circularité afin de montrer les problémes de faux positifs liés a cette détermination de la dysmorphie. E) Graphique illustrant
la valeur de circularité des noyaux déterminés comme dysmorphiques a I'ceil. Test statistique de Mann Whitney. F) Surface
nucléaire des noyaux normaux (Norm.) ou dysrmorphiques (Dysm.) exprimant les FLAG-LA WT ou R388P. Test statistique de
Kruskal-Wallis avec « pairwise comparisons of groups ».

B. Les dysmorphies nucléaires induites par la lamine A R388P
se forment lors de la reformation du noyau a la fin de la mitose et
persistent en interphase.

Nous nous sommes demandé si les dysmorphies nucléaires étaient présentes a des moments
particuliers du cycle cellulaire. Nous avons donc décidé de marquer des cellules exprimant les FLAG-
LA WT et R388P avec des anticorps anti-y-tubuline et anti-a-tubuline. La y-tubuline est importante
pour la nucléation des microtubules et permet de marquer les centres organisateurs des
microtubules. Ainsi, nous avons vu que les cellules aux noyaux dysmorphiques avaient deux ou
quatre centrosomes (Figure 71 A)), correspondant respectivement aux phases G1 et S-G2 du cycle
cellulaire. Notons que dans ces cellules, les centrosomes étaient souvent localisés a proximité des
distorsions locales des noyaux (Figure 71 A)). Le marquage de I'a-tubuline utilisé pour marquer le
réseau de microtubules permet notamment de repérer les cellules filles issues de cytokinese a la fin
de la mitose. A ce stade du cycle cellulaire, nous avons observé des noyaux dysmorphiques
spécifiqguement lors de I'expression des protéines FLAG-LA R388P (Figure 71 B)). Ces différents

marquages suggéerent donc que les dysmorphies nucléaires causées par I'expression des lamines A
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R388P se mettent en place directement a la fin de la mitose lors de la reformation du noyau et
persistent en interphase. Afin de confirmer ces résultats, il serait intéressant de faire de la vidéo

microscopie sur des cellules transfectées pour exprimer les protéines GFP-LA R388P.

A) y-Tub - FLAG-LA - ADN

R388P

B) a-Tub - FLAG-LA - ADN

R388P

Figure 71 : Les dysmorphies nucléaires induites par la lamine A R388P se forment lors de la reformation du noyau a la fin
de la mitose et persistent en interphase.

Des C2C12 ont été transfectées pour exprimer les protéines FLAG-LA R388P et immunomarquées avec des anticorps anti-
FLAG, anti-y-tubuline (A)) ou anti-a-tubuline (B)). L’ADN a été marqué au HOECHST. Les fleches blanches indiquent le point
de contact ultime entre deux cellules filles marquées par les astérix blancs. Barre d’échelle 20 um

C. Les dysmorphies nucléaires induites par les lamines A
R388P ne sont pas dépendantes de I’accumulation de pré-lamine A.

Comme je I'ai présenté en introduction de ce chapitre, dans nos conditions de transfection, les
myoblastes C2C12 transfectés par les pPCMV-FLAG-preLA-WT et R388P expriment a la fois les pré-
lamines A et les lamines A mature WT et R388P. En référence, au contexte progéria ou il est connu
que c’est I'accumulation de pré-lamine A mutante (progérine) qui est toxique, nous nous sommes
demandé si c’était également I'accumulation de pré-lamine A R388P qui était responsable des
dysmorphies nucléaires observées.

Dans un premier temps, nous avons donc testé I'impact des lamines A matures R388P sur les
dysmorphies nucléaires. Nous avons alors exprimé les FLAG-LAm WT et R388P et les FLAG-prelA
R388P dans des myoblastes C2C12 (Figure 72 A)). Les lamines A matures R388P sont également
localisées uniqguement dans le nucléoplasme a l'inverse des lamines A matures WT qui sont localisées
a la périphérie nucléaire et au sein du nucléoplasme (Figure 72 B)). Les protéines FLAG-LAm WT
induisent des noyaux dysmorphiques dans seulement 9 + 1% des cellules. En comparaison, les
protéines FLAG-LAm R388P induisent des dysmorphies nucléaires dans 25 + 3% des cellules, c’est a

dire avec la méme fréquence que le font les protéines FLAG-LA R388P (28 + 4%) (Figure 72 C)).
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Bien que les lamines A matures R388P induisent des dysmorphies nucléaires, nous avons
ensuite testé si I'accumulation forcée exclusive de pré-lamine A R388P aurait un effet encore plus
toxique. Nous avons alors bloqué le processus de maturation des pré-lamines A R388P a deux étapes
distinctes : (1) en empéchant la farnésylation des FLAG-preLA R388P et (2) en empéchant I'étape de
clivage de la pré-lamine A R388P farnésylée.

Afin d’empécher la farnésylation des FLAG-prelLA et donc la maturation en lamine A mature,
nous avons utilisé de la mévinoline, un inhibiteur de I’'HMG-CoA réductase, qui inhibe la synthése du
pyrophosphate farnésyl, le substrat des farnésyl transférases. Nous avons testé deux doses pour la
mévinoline, 10 et 30 uM, pendant 18 h. Avec 10 uM, on observe déja une accumulation de FLAG-
preLA et une absence de FLAG-LAm, que ¢a soit pour la lamine A WT ou mutante (Figure 72 D)).
Notons que la mévinoline en tant que tel n’augmente pas le pourcentage de noyaux dysmorphiques
dans les cellules exprimant les protéines FLAG-LA WT (10 + 3% vs 8 + 2%) (Figure 72 F)).
L’accumulation de pré-lamine A R388P avec un traitement a 10 uM de mévinoline n’augmente pas
non plus de maniére significative le pourcentage de dysmorphies nucléaires par rapport aux lamines
A R388P (32 £ 3% vs 40 = 7%). Néanmoins, en augmentant la dose de mévinoline a 30 uM, on
observe une diminution du pourcentage de dysmorphies nucléaires (16 £ 3%). Ce résultat suggére
qgue l'inhibition de la farnésylation de d’autres protéines que les pré-lamines A pourrait contribuer a

I’'amélioration de la forme des noyaux des cellules exprimant les lamines A R388P.

Afin d’empécher I'étape de clivage de la pré-lamine A R388P en lamine A mature, nous avons
généré le plasmide codant le double mutant R388P et L647R (Figure 72 G)). La mutation L647R
permet un ré-adressage de la pré-lamine A R388P a I’enveloppe nucléaire (Figure 72 H)), cependant
elle ne permet pas de réduire la fréquence des dysmorphies nucléaires comparé aux protéines FLAG-
LA R388P (41 + 6% vs 34 + 2%) (Figure 72 1)). L'accumulation a I'enveloppe nucléaire d’une pré-lamine

A R388P farnésylée induit donc également des dysmorphies nucléaires.

En conclusion, ces différentes expériences nous montrent que les lamines A R388P, quel que
soit leur niveau de maturation (lamine A mature et pré-lamine A non farnésylée nucléoplasmiques,
ou pré-lamine A farnésylée adressée a l'enveloppe nucléaire) induisent toutes des dysmorphies

nucléaires séveres dans les myoblastes.
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Figure 72 : Les dysmorphies nucléaires induites par les lamines A R388P ne sont pas dépendantes de I'accumulation de
pré-lamine A.

A) Des extraits cellulaires totaux de C2C12 surexprimant les protéines FLAG-LA R388P, FLAG-LAm WT ou R388P ont été
analysés par western blot avec des anticorps anti-FLAG et anti-GAPDH. B) Des cellules C2C12 comme décrites en A), ont été
fixées et marquées par immunofluorescence avec des anticorps anti-FLAG et observées au microscope confocal. C)
Pourcentage de noyaux dysmorphiques dans les cellules décrites en A). n = 4, test statistique de Kruskal-Wallis avec
« pairwise comparisons of groups ». D) Des extraits cellulaires totaux de C2C12 surexprimant les FLAG-LA WT ou R388P et
traitées avec 0, 10 ou 30 uM de mévinoline (dans du DMSO) pendant 18 h ont été analysées par western blot avec des
anticorps anti-FLAG et anti-GAPDH. E) Des cellules C2C12 exprimant les FLAG-LA R388P traitées comme décrit en D) ont été
fixées, et marquées avec des anticorps anti-FLAG en immunofluorescence et observées au microscope confocal. F)
Pourcentage de noyaux dysmorphiques dans les cellules décrites en D). n = 3, test statistique de Kruskal-Wallis avec
« pairwise comparisons of groups ». G) Des extraits cellulaires totaux de C2C12 surexprimant les FLAG-LA WT, FLAG-LA
R388P, FLAG-prelA L647R ou FLAG-prelLA R388P-L647R ont été analysées par western blot avec des anticorps anti-FLAG et
anti-GAPDH. H) Des cellules C2C12 exprimant les FLAG-LA R388P traitées comme décrit en G) ont été fixées, et marquées
avec des anticorps anti-FLAG en immunofluorescence et observées au microscope confocal. 1) Pourcentage de noyaux
dysmorphiques dans les cellules décrites en G). n = 3. Barre d’échelles en B), E) et H) 10 um.

D. La destruction des filaments du cytosquelette ne permet pas
de rétablir une forme normale des noyaux des myoblastes.

Nous pouvons imaginer que les lamines A R388P ne s’assemblant pas correctement en
polymeéres, ne conféerent plus aux noyaux le soutien mécanique dont ils ont besoin. La question alors,
était de savoir d’ou venaient les forces exercées sur I'enveloppe nucléaire responsables de la
déformation des noyaux. Nous avons alors testé le réle du cytosquelette, lequel est composé dans
les myoblastes de filaments d’actine, du réseau de microtubules et du réseau de filaments
intermédiaires constitués de desmine et de vimentine. A notre connaissance, il n’existe pas de
drogue capable de dépolymériser le réseau de desmine. Cependant, nous avons tiré profit du fait que
par immunofluorescence, seule une sous-population des myoblastes C2C12 (40% a 80% selon les
expériences) présente un réseau important de desmine. Or nous avons observé des noyaux

dysmorphiques méme dans les cellules sans réseau de desmine détectable (Figure 73 A)). De plus, la
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fréquence de cellules exprimant de la desmine n’est pas plus importante dans la sous population de
myoblastes a noyaux dysmorphiques (Figure 73 B)). En conclusion, les filaments de desmine ne
semblent pas influencer I'étendue des dysmorphies nucléaires induites par les lamines A R388P dans

les myoblastes en prolifération.

A) B)

Desmin - FLAG

Ratio de cellules
desmine positives

Tot. Tot. Dysm.

R388P

WT R388P

Figure 73 : Le réseau de desmine ne semble pas responsable des dysmorphies nucléaires.

Des myoblastes C2C12 ont été transfectés pour exprimer les protéines FLAG-LA WT et R388P et immunomarqués avec des
anticorps anti-FLAG et anti-Desmine. A) Exemples de cellules exprimant ou n’exprimant pas la desmine. Barre d’échelle 10
um. B) Graphique représentant le ratio de cellules positives pour la desmine, dans les populations de cellules totales (Tot.)
ou dans les sous-populations avec noyaux dysmorphies (Dysm.).

Les immunofluorescences révélant Il'actine n’ont pas mis en évidence de structures
particuliéres au niveau des dysmorphies nucléaires dues a I'expression des lamines A R388P. Nous
avons quand méme quantifié les pourcentages de dysmorphies nucléaires lorsque les myoblastes
C2C12 ont été traités avec la cytochalasine D, une drogue permettant la dépolymérisation des
filaments d’actine. Deux doses (1 et 2 uM) et deux timings (20 min et 3 h) ont été testés. Au bout de
20 min de traitement les filaments d’actine sont partiellement dépolymérisés, et le sont
complétement au bout de 3 h (Figure 74 A) et C)). Cependant apreés trois heures de traitement a 2
UM les cellules changent drastiquement de conformation. En effet, la diminution des fibres de stress
et d’adhésion focale s’accompagne aussi d’une réduction drastique de la taille et d'un
arrondissement des noyaux, ce qui rend impossible la comparaison de morphologie des noyaux avec
ceux des cellules non traitées (Figure 74 C)). Quoi qu’il en soit, la fréquence des dysmorphies
nucléaires dues a I'expression des lamines A R388P reste élevée aprés traitement a la cytochalasine D
pendant trois heures a 1 pM (29 + 7% vs 30 + 8%) (Figure 74 D)). En conclusion, la dépolymérisation
des filaments d’actine n’est donc pas suffisante pour améliorer la forme des noyaux de cellules
exprimant les FLAG-LA R388P.
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Figure 74 : La destruction des filaments d’actine ne permet pas de rétablir la forme normale des noyaux.

Des myoblastes C2C12 ont été transfectés pour exprimer les protéines FLAG-LA WT et R388P, traitées avec 0, 1 ou 2 uM de
cytochalasine D pendant 20 min (A) et B)) ou 3 h (C) et D)) et immunomarquées avec des anticorps anti-FLAG et de la
phalloidine (A) et C)). Barre d’échelle 10 um. Les pourcentages de noyaux dysmorphiques dans les différentes conditions sont
indiqués en B) et D).

Nous avons traité des myoblastes C2C12 exprimant les FLAG-LA WT et R388P avec du
nocodazole, une drogue qui permet la dépolymérisation des microtubules. Plusieurs concentrations
(5 et 10 uM) et deux timings différents (1 h et 3 h) ont été testés. Dans toutes ces conditions, les
microtubules ont été efficacement dépolymérisés (Figure 75 A) et C)), cependant cela n’a pas permis
de réduire la fréquence des noyaux dysmorphiques dans les cellules exprimant les lamines A R388P
(Figure 75 B) et D)). A I'inverse, 10 uM de nocodazole pendant 3 h a réduit de 1,8 fois la fréquence
des noyaux dysmorphiques dans les cellules exprimant les lamines A WT (Figure 75 D)). En
conclusion, la dépolymérisation des microtubules n’est donc pas suffisante pour améliorer la forme

des noyaux de cellules exprimant spécifiquement les FLAG-LA R388P.

139



A) C)

a-Tub - FLAG-LA a-Tub - FLAG-LA
o A .3 o
] ©
© ©
] ]
14 14
v o

0 5 puM 10 pM  Noco. (1h) 0 5uM 10 pM  Noco. (3h)

B D
) o ) o
40—

gg @
<
=] =]
g g
L =
[=% [=8
S S
£ =
s g
° 5 204
= x
=5 =
@© ©
s g
= =4
@ (0]
hel =l
ES &

*
30_ —
20
0 T T 0 T T
0 5 10 0 0 5 10 0

5 10 pM Noco. (1h) 5 10 uM Noco. (3h)
R388P wT R388P wT

Figure 75 : La destruction des microtubules ne permet pas de rétablir la forme normale des noyaux.

Des myoblastes C2C12 ont été transfectés pour exprimer les protéines FLAG-LA WT et R388P, traités avec 0, 5 ou 10 uM de
nocodazole pendant 1 h (A) et B)) ou 3 h (C) et D)) et immunomarquées avec des anticorps anti-FLAG et anti-a-tubuline (A)
et C)). Barre d’échelle 10 um. Les pourcentages de noyaux dysmorphiques dans les différentes conditions sont indiqués en B)
et D).

En conclusion, dans les cellules exprimant les lamines A R388P, la desmine, ne provoque pas
les dysmorphies nucléaires. De plus la dépolymérisation des filaments d’actine ou des microtubules
ne permet pas d’améliorer la forme des noyaux dysmorphiques. Cependant cela ne veut pas dire que
les filaments d’actine ou les microtubules ne sont pas impliqués dans la mise en place de ces
dysmorphies nucléaires. Aussi nous avons stabilisé les structures de microtubules avec du taxol, nous
avons alors mis en évidence une possible aggravation des dysmorphies nucléaires dans les cellules
exprimant les lamines A R388P (43% vs 52% de noyaux dysmorphiques pour n = 1) (Figure 76). Ainsi
la destruction des microtubules ne permet pas de rétablir la forme des noyaux, mais ils pourraient
tout de méme étre impliqués dans leur mise en place ou participer a leur maintien en paralléle de

d’autres mécanismes.

a-Tub - FLAG-LA - DNA FLAG-LA

R388P + Taxol

Figure 76: La stabilisation des microtubules aggrave les dysmorphies nucléaires dues aux lamines A R388P

Des myoblastes C2C12 ont été transfectés pour exprimer les protéines FLAG-LA WT et R388P, traités avec 1 uM de taxol
pendant 2 h, fixés et les protéines d’intérét révélées par immunofluorescence avec des anticorps anti-FLAG et anti-a-
tubuline. L’ADN est marqué au HOECHST. Barre d’échelle, 20 um.
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E. La modification de la structure de la chromatine induite par
des drogues ne permet pas de rétablir une forme normale des
noyaux de myoblastes.

Etant donné que ce ne sont pas les forces exercées par le cytosquelette sur I'enveloppe
nucléaire qui semblent étre seules a I'origine des dysmorphies nucléaires, nous nous sommes
demandé si ce n’étaient pas des forces intranucléaires qui en seraient la cause. En effet, comme nous
I'avons vu, les cellules exprimant les protéines FLAG-LA R388P présentent une augmentation de
I'acétylation de H3. C’'est pourquoi, nous avons émis I'hypothése que la chromatine, parce que plus
décondensée et moins compacte occuperait plus de volume et pourrait exercer une pression de
I'intérieur du noyau vers I'enveloppe nucléaire, conduisant a des déformations nucléaires. Afin de
tester cette hypothése nous avons testé deux types de molécules jouant sur I'acétylation de la
chromatine : (1) I'acide anacardique (AA), un inhibiteur d’histone acétyle transférase (HAT) (Cui et al.
2008), et (2) la trichostatine A (TSA), un inhibiteur d’histone désacétylase (HDAC) de classe | et |l
(Dokmanovic et al. 2007).

L'efficacité des drogues a été attestée sur des extraits protéiques totaux de cellules par
western blot et révélation avec des anticorps soit anti-H3K9ac pour |'acide anacardique soit anti-
H3K27ac pour la trichostatine A (Figure 77 B)). Comme attendu, I'acide anacardique permet une
diminution (71 + 3%) du signal d’H3K9ac et la trichostatine A une augmentation (286 + 57%) du signal
d’H3K27ac que ce soit pour les cellules exprimant les lamines A WT ou R388P (Figure 77 C)). Notons
gue ces drogues ont également un effet sur I'expression des lamines ectopiques, en effet I'acide
anacardique diminue I'expression des protéines FLAG-LA de 35 + 12 % alors que la trichostatine A
augmente l'expression des protéines FLAG-LA de 211 + 25%. L'observation des cellules apres
immunofluorescence a révélé que l'acide anacardique ne diminue pas le pourcentage des
dysmorphies nucléaires (28 + 3% vs 35 + 8%) (Figure 77 A) et D)). Quant a la trichostatine A, elle
augmente le pourcentage de noyaux dysmorphiques significativement dans les cellules exprimant les
lamines A R388P (20 + 8% vs 60 + 4%) (Figure 77 A) et D)).
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Figure 77 : La modification de I'état d’acétylation des histones induite par des drogues ne permet pas de rétablir une
forme normale des noyaux de myoblastes exprimant les lamines A R388P.

Des myoblastes C2C12 ont été transfectés pour exprimer les protéines FLAG-LA WT et R388P, traitées avec 0 ou 100 uM
d’acide anacardique (AA) ou 0 ou 0,1 uM de trichostatine A (TSA). A) Les cellules ont été fixées et les protéines d’intérét
révélées par immunofluorescence avec les anticorps anti-FLAG. Barre d’échelle 10 um. B) Des extraits protéiques totaux ont
été analysés par western blot et révélés avec des anticorps anti-FLAG, anti-H3K9ac, anti-H3K27ac et anti-GAPDH ou anti-
actine. Les rapports des signaux ECL des protéines d’intérét des cellules traitées par rapport aux cellules non traitées sont
représentés dans les graphiques en C). Les pourcentages de noyaux dysmorphiques dans les différentes conditions sont
indiqués en D).Test statistique de Kruskal-Wallis avec « pairwise comparisons of groups ».

L’ajout d’acide anacardique seul ne permettant pas d’améliorer les dysmorphies nucléaires et
la stabilisation des microtubules ayant montré une aggravation des dysmorphies, j'ai décidé de

traiter des cellules transfectées avec une combinaison d’acide anacardique et de nocodazole.
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Figure 78 : Le traitement combiné de Nocodazole et d’Acide Anacardique ne permet pas de rétablir une forme normale
des noyaux de myoblastes exprimant les lamines A R388P
Des myoblastes C2C12 ont été transfectés pour exprimer les FLAG-LA WT et R388P, traitées avec 0 ou 100 uM d’acide
anacardique (AA) et 0 ou 10 uM de nocodazole pendant 3 h. Les cellules ont été fixées et les protéines d’intérét révélées par
immunofluorescence avec des anticorps anti-FLAG (vert) et anti-a-tubuline (rouge) (A)). Barre d’échelle, 10 um. B)

Quantification des pourcentages de dysmorphies nucléaires dans les cellules. Test statistique de Kruskal-Wallis avec
« pairwise comparisons of groups ».
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En conclusion, nous n’avons pas pu réduire la fréquence des dysmorphies nucléaires générées
par les lamines A R388P dans les myoblastes, en jouant sur l'intégrité du cytosquelette et/ou la

compaction de la chromatine.

V.La lamine A mutée R388P et la différenciation
myogénique

A. Etude de la différenciation myogénique des clones de
myoblastes C2C12 exprimant de maniére stable les lamines A
R388P

1. Etablissement des clones C2C12 stables et étude de leur prolifération

L'idéal pour étudier la différenciation myogénique est d’avoir une population de cellules
homogene. Or, dans nos conditions de transfection transitoire, seules 30% des C2C12 expriment les
lamines A ectopiques. C’est pourquoi, nous avons décidé d’établir des lignées de clones stables (voir
Matériels et méthodes).

A) WT R388P
#1 #2 H3 #4 #5 #6 #7 #8 #9 #1 #2 H3 HA #5 #6 #8 #9
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Figure 79 : Sélection des clones stables
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A) Des extraits cellulaire totaux de clones stables ont été analysés par western blot et révélés avec des anticorps anti-LA/C et
anti-a-tubuline. La quantification des signaux ECL pour les protéines est indiquée pour chaque clone par le rapport GFP-
LA/LA endogene (%). B) Exemple d’expression de GFP-LA pour deux clones observés au microscope. Barre d’échelle, 50 um.

Au final, parmi les clones sélectionnés (9 exprimant les GFP-LA WT et 8 exprimant les GFP-LA
R388P), I'expression de lamine A ectopique par rapport a la lamine A endogéene (estimée par western
blot) s’est avérée faible, variant de 1 a 23% (Figure 79). Tenant compte également des signaux GFP
intracellulaires (observés au microscope), j'ai choisi de garder les clones suivants : GFP vide : 3, 4 et
5,;GFP-LAWT:1,5et7; GFP-LAR388P : 2,5 et 6.

Avant de commencer les expériences de différenciation, j’ai d’abord contrélé si les différents
clones avaient les mémes capacités de prolifération. Aussi, les clones ont été ensemencés au méme
nombre au JO puis a J1, J2, J3 et J4 les cellules ont été comptées. A partir des courbes de croissance
des cellules j’ai déterminé le temps de doublement de chacun des clones a partir de J1 (Figure 80 A)).
Lorsque I'on fait la moyenne des temps de doublement des cellules pour les différents groupes (WT,
R388P ou GFP-vide) on ne note pas de différence (17,5 h, 17 h et 17 h respectivement) (Figure 80 B)).
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Figure 80 : Les clones stables exprimant les protéines GFP-LA WT ou R388P ont le méme temps de doublement de
population que les clones contréles.
A) Temps moyen de doublement de chaque population indiqué en heures. B) Moyenne du temps de doublement des
populations exprimant les protéines GFP, GFP-LAWT et GFP-LAR388P.

2. Expériences de différenciation avec les clones stables

Nos clones n’ont pas différencié dans les conditions habituelles utilisées pour les C2C12
natives, a savoir le transfert des cellules confluentes dans un milieu dépourvu de FBS mais contenant
2% de sérum de cheval. Cette incapacité est sans doute liée au fait que le processus de clonage a
nécessité de nombreux passages des cellules (voir Matériels et méthodes), un fait connu pour
réduire les capacités de différenciation in vitro des C2C12. J'ai donc optimisé le protocole de
différenciation de deux maniéres, tout d’abord les clones ont été ensemencés dans des puits
recouverts de Matrigel, puis du B-27 a été ajouté au milieu de culture. Le Matrigel est une matrice de
reconstitution de la membrane basale extraite de cellules de sarcome de souris Engelbreth-Holm-
Swarm, une tumeur riche en matrice extra cellulaire (60% laminine, 30% collagene 1V, 8% entactine,
...). Le B-27 est un supplément qui a d’abord été développé pour la culture a long terme de neurones
corticaux ou d’hippocampe de rats. Il a ensuite été largement utilisé pour la différenciation des
neurones mais est aussi utilisé pour une grande variété de types cellulaires. Grace a ces deux

éléments les clones ont pu différencier en myotubes.
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Deux expériences de différenciation ont été réalisées sur les clones stables, les expériences n1
et n2 (Figure 81). Lors de la premiere expérience, on observe que de maniere générale, les clones
forment des myotubes au gme jour de différenciation. Plus précisément, les clones WTH#5 et #7 et
R388P#5 forment des longs myotubes a J9, les clones WT#1 n’en forment pas encore mais sont
toujours confluents et vivants, alors que les clones R388P#2 commencent a dégénérer et les #6 sont
morts. Pour la deuxieme expérience, la cinétique de différenciation était plus rapide, avec détection
des myotubes dés le 6°me jour de différenciation. En effet, les clones WT#5 et #7 et R388P#5 forment
de longs myotubes, comparables a ceux observés en nl a J9. Les clones R388P#2 et #6 forment
quelques rares myotubes de petite ou moyenne taille. Enfin, les clones WT#1 sont alignés mais ne

forment pas de myotubes.
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Figure 81 : Observation de la cinétique de formation de myotubes apreés fixation des clones C2C12 et coloration au
Giemsa.

Les clones WT#1, WT#5, WT#7, R388P#2, R388P#5, R388P#6 ont été ensemencés sur matrigel puis mis en milieu de
différenciation. Les cellules fixées ont été marquées au GIEMSA pour les jours JO, J3, J6 pour les deux expériences, et au jour
J9 uniquement pour la premiére expérience. Des illustrations des deux expériences faites sont montrées (nl et n2).
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Figure 82 : Expression de protéines des clones GFP(vide), WT et R388P en différenciation.
Des celulles C2C12 non transfectées (NT) et les clones GFP#3, GFP#4, GFP#5, WT#1, WT#5, WT#7, R388P#2, R388P#5,
R388P#6 ont été ensemencés sur matrigel puis mis en milieu de différenciation. Des extraits protéiques totaux ont été
réalisés et déposés sur SDS-page pour deux expériences (n1 A) et n2 C)). Les westerns blots ont été révélés avec des
anticorps anti-LA/C, anti-MyoG, anti-Desmine (Des), Mf20 (anti-MHC), anti-a-tubuline (Tub). Les différents signaux ECL ont
été quantifiés et normalisés par rapport a la tubuline (B), D)). Les moyennes des quantifications des signaux ECL de n1 et n2
pour les différents clones sont illustrées dans les graphiques en E) en fonction des jours de différenciation.
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En parallele des acquisitions nous avons également réalisé des extraits protéiques totaux pour
quantifier trois protéines marqueurs de la différenciation myogénique : (1) La desmine, protéine de
la famille des filaments intermédiaires, (2) la myogénine (ou MyoG), facteur de transcription muscle-
spécifique impliqué dans la coordination de la différenciation myogénique, (3) la chaine lourde des
myosines (MyHC) (reconnues par I'anticorps Mf20) (Figure 82).

Dans I'expérience 2, il s’est avéré que I'expression des protéines GFP-LA était quasi nulle, en
dépit du maintien de la sélection des clones avec la drogue G418 (Figure 82). C'est peut-étre
justement la perte d’expression des lamines ectopiques mutées qui a permis aux trois clones R388P
de différencier et a deux d’entre eux d’avoir une différenciation comparable aux WTH#5 et WTH#7.

Expl Exp2
GFP-LA GIEMSA Desmine MyoG Mf20 GFP-LA  GIEMSA Desmine MyoG mf20
Pas de Augmente Augmente Quasi Pas de . .
WT#1 faible . nulle . nulle PicaJ3 Picalé
myotubes deJ6al9 deJ3alJ9 nulle myotubes
Augmente Myotubesa Augmente L Augmente Quasi Myotubes Augmente L Augmente
WT#5 . . picalé . . . Pica l6 .
deJ0al9 J9 deJ6alJ9 deJ3alJ9 nulle ale deJ3alJ9 deJ0al9
. Myotubesa  Augmente R Augmente Quasi Myotubes Augmente | Augmente
WT#7 Picalé . picaJé . . . Pica lé .
19 deJ6al9 deJ3al6 nulle ale deJ3alJ9 deJO0alé6
o Pas de
Diminue . . Rares
myotubes Augmente a Augmente Quasi Augmente Augmente Augmente
R388P#2  entre JO X nulle . myotubes . . .
début 19 delJ3al9 nulle R delJ3alJ9 del0alo del0al9
etJ3 o alé
dégénération
. Myotubesa  Augmente L Augmente Quasi Myotubes Augmente | Augmente
R388P#5  faible . picalé . R X Pical3 .
19 deJ6al9 deJ3alJ9 nulle ale deJ3alJ9 deJ0al9
R . Rares
Augmente Mort des Augmente a L Augmente Quasi Augmente Augmente
R388Pi#6 . X picalé R myotubes . nulle .
del0al9 cellulesal9 19 alo nulle 2 16 deJ3al9 deJ3al9
a

Tableau 3 : Synthese des résultats obtenus aprés observation des cellules au microscope et analyse des protéines par
western blots, pour les clones C2C12 placés en milieu de différenciation.

En conclusion, lorsque I'on corréle la capacité des clones selon les différents criteres utilisés
(formation de myotubes, expression de desmine, myogénine et MHC) avec le niveau d’expression
des lamines A ectopiques, cela suggere que I'inhibition de la différenciation induite par GFP-LA R388P
est dose dépendante. Cependant, pour valider notre conclusion, il aurait fallu pouvoir répéter ces
expériences. Mais au vu de la trop grande variabilité de I'expression des lamines A ectopiques dans
les clones au fil du temps et des expériences (Figure 83), nous avons décidé d’arréter d’étudier la

différenciation myogénique avec ces clones.

148



A) n1 n2 n3
WT R388P WT R388P WT  R388P
#1 #2 #3 #5 #7 #6 #9710 #2 #b #06 #9  #1 #2 #3 #5 #7 #8 #O#10 #2 #5 #6 #9  #1 #5 #7 #2 #5 #9

- — -

—
--ﬁﬁ--.-_— L L ———
—————— e ] © g R —— ——— .

i — T — — ——

600
550 — nt

o

450 B n3
4001
400
300

2001 (] _
100—
80
60

40 H
lnn [ ] [l
el Il llg g ofil lle llo 1o L0 ol OF .
WT1 WT2 WT3 WTS WT7 WT8 WT9 WT10 R388P2 R388P5 R388P6 R388P9
Figure 83 : Expressions variables des lamines ectopiques dans les clones stables.
Des extraits cellulaires totaux de clones a trois passages différents ont été analysés par western blot et révélés avec des
anticorps anti-LA/C en A). B) Quantification des signaux ECL GFP-LA/LA endogéne (%).

Signal ECL GFPILA (%)

En alternative, pour éviter un processus de clonage long, nous avions pensé a transduire les
C2C12 avec des lentivirus pour faire exprimer les lamines A ectopiques de maniére efficace (90% de
cellules transduites (Jackson et al. 2013)). Mais pour des raisons pratiques (laboratoire non équipé

pour manipuler les lentivirus), nous avons d laisser de c6té cet aspect de mon projet de recherche.
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Chapitre 10

Impact de la lamine A mutée
R388P dans le modele animal de
souris
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Chapitre 10 Impact de Ila lamine A
mutée R388P dans le modeéle animal de
souris

Le fait qu’on ait observé les mémes propriétés des lamines A R388P dans les cellules Hela et
les myoblastes C2C12 nous a confortées dans l'idée qu’un modele in vivo murin pourrait étre
intéressant pour étudier I'impact de I'expression des lamines A R388P dans un organe comme le
muscle. Grace au financement de notre projet par I’AFM, nous avons eu la possibilité de faire
produire des AAV par la plate-forme de Production de Vecteurs Viraux de I'Institut de Recherche
Thérapeutique — IRT1, INSERM U 1089, a I'Université de Nantes, gratuitement. Nous avons alors
décidé de produire des AAV a partir de nos vecteurs pCMV-FLAG-preLA-WT ou R388P et de les
transduire dans des muscles de souris. Onnik Agbulut, a I'’époque maitre de conférences dans notre
laboratoire, avait déja utilisé des AAV afin de créer un modéle murin de myopathie myofibrillaire due
a des mutations de la desmine, autre protéine de la famille des filaments intermédiaires. Avec son
équipe, ils avaient alors montré que I'injection d’AAV dans le tibial antérieur de souris pour exprimer
les desmines mutantes permettait de reproduire les agrégats protéiques, la diminution de la fonction
contractile et les changements morphologiques observés chez les patients atteints de myopathie
myofibrillaire (Joanne et al. 2013). Avec l'utilisation d’AAV de sérotype 2/2, ils avaient obtenus de
bons résultats de transduction de leurs muscles, aussi, nous avons décidé nous aussi de choisir ce
type d’AAV. Il est important de noter que le choix du tibial antérieur comme muscle a injecter a été
fait pour des raisons pratiques. En effet, de par sa localisation et son volume, ce muscle est
relativement facile a injecter. Pour ce projet, Sabrina Batonnet-Pichon maitre de conférences de
notre laboratoire, a accepté de collaboré avec nous ; elle a notamment pris en charge au temps zéro,
la réalisation des injections a I'aide d’une seringue dans les muscles de souris et un mois plus tard, le
sacrifice des souris et la récupération des muscles d’intérét. La qualité de congélation des muscles a
été améliorée grace aux conseils d’Athanassia Sotiropoulos. Nathalie Vadrot, assistante ingénieur
dans notre groupe, a ensuite effectué au cryomicrotome les coupes des muscles en sections

transversales ou longitudinales et a contribué a I'immunomarquage des coupes de muscles.

I. Défaut de localisation subnucléaire de la protéine FLAG-
LA R388P dans les fibres musculaires

Etant donné la localisation nucléoplasmique des protéines FLAG-LA R388P dans les cellules
Hela et dans les myoblastes C2C12, nous avons également voulu savoir si dans ce modele in vivo les
lamines R388P seraient encore nucléoplasmiques. La détection des lamines ectopiques a été réalisée
par immunohistochimie apres différentes conditions de fixation des muscles. Il s’est avéré que la

congélation directement apres dissection du muscle dans I'isopentane n’était pas adaptée a I'étude
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des noyaux puisque ces derniers ne présentaient pas toujours un marquage périphérique des FLAG-
LA WT intense en complément d’'un marquage plus diffus dans le nucléoplasme (Figure 84). Nous
avons alors testé un autre protocole, qui rajoutait une étape de préfixation des muscles en
paraformaldéhyde (PFA) aprés leur dissection, suivie de leur immersion dans des solutions a
concentration croissante de sucrose et enfin de leur congélation dans I'isopentane. Ce protocole qui
a permis une meilleure préservation de lintégrité des noyaux, a révélé la localisation

nucléoplasmique des protéines FLAG-LA R388P dans les fibres musculaires transduites (Figure 84).

WT R388P

Congélation directe

Fixation PFA/sucrose

Figure 84 : Localisation nucléoplasmique des protéines FLAG-LA R388P dans le tibial antérieur de souris.

Des coupes de tibials antérieurs de souris transduits avec des AAV codant les lamines A WT ou R388P ont été analysés par
immunofluorescence avec un anticorps anti-FLAG. Les muscles avaient été soit congelés directement apreés dissection, soit
fixés en PFA et bain de sucrose successifs avant congélation. Les feches blanches indiquent les noyaux ne présentant pas un
marquage normale des FLAG-LA WT. Barre d’échelle 20 um.

Il. Caractéristiques générales des muscles transduits

Pour étudier I'impact des protéines FLAG-LA R388P dans le muscle entier, nous avons d’abord
vérifié que la transduction des AAV avait été suffisamment efficace. Ainsi, j'ai estimé le pourcentage
de transduction des muscles aprés immunomarquage avec des anticorps anti-FLAG de coupes
musculaires coupées en transversale. En moyenne, 67 + 8% et 66 + 6% des fibres musculaires sont
transduites dans les muscles exprimant les lamines A WT et R388P, respectivement (Figure 85 B)).
Notons que ce sont des régions par « bloc » qui sont transduites et non pas des fibres isolées, c’est-a-

dire que dans une seule région du muscle toutes les fibres sont transduites (Figure 85 A)).

En un premier temps, 'impact des lamines ectopiques sur les souris a été évalué en mesurant
le poids de I'animal et le poids du muscle transduit. Nous n’avons pas observé de différence
significative entre les souris ayant recu des injections d’AAV WT ou R388P concernant i) le poids de

I’animal (20 £ 0,5 g vs 21 + 0,5g), ii) le poids absolu des muscles prélevés (tibial antérieur) (31 + 1 mg
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vs 33 + 1 mg), et iii) le poids relatif des muscles (rapporté au poids total de la souris) (0,152 + 0,003%
vs 0,156 + 0,004%),

En un deuxiéme temps, nous avons comparé I'impact des lamines ectopiques WT vs mutantes
sur la taille des fibres musculaires. Cela a nécessité de repérer le contour de chaque fibre musculaire
a I'aide de 'immunomarquage des coupes musculaires transversales avec un anticorps dirigé contre
le perlecan, protéoglycane de la matrice extracellulaire. Nous n’avons pas observé de différence
significative entre les souris ayant recu des injections d’AAV WT ou R388P concernant i) la taille
moyenne d’une fibre (Min Feret de 34 + 1 um vs 33 + 1 um), ii) le nombre de fibres par muscle (1490
+ 180 vs 1405 * 146) et iii) la taille des muscles (estimée par la somme de la valeur de leurs diameétres
(min Feret) 4,9 £ 0,7 cm pour les WT et 4,7 + 0,4 cm pour les R388P) (Figure 85 C) a H)).
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Figure 85 : Caractéristiques générales des muscles transduits 5 semaines apreés injection des AAV.

A) Exemple d’immunomarquage d’un muscle transduit réalisé avec un ancticorps anti-FLAG. Barre d’échelle, 500 um. B)
Pourcentage de transduction de tibials antérieurs estimés sur coupes transversales. C) Poids des souris. D) Poids des tibial
antérieurs. E) Poids relatif des tibial antérieur par rapport au poids total de la souris. F) Somme des diamétres (min Feret)
des fibres estimés sur des coupes transversales de muscles. G) Nombre de fibres estimé sur les coupes transversales de
muscles. H) Moyenne des diamétres (min feret) des fibres estimé sur les coupes transversales de muscles. Test statistique de
Mann-Whitney.
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lll. Inflammation et régénération des muscles exprimant les
lamines A WT et R388P suite a I'injection des AAV

A. Régénération des fibres musculaires et inflammation des
muscles

Dans un premier temps nous avons déterminé |'état général des muscles exprimant les FLAG-
LA WT et R388P en colorant des coupes de muscles avec de I’hématoxyline/éosine. Ce colorant
couramment utilisé en histologie colore les noyaux en bleu (hématoxyline), et le cytoplasme en rose
(éosine) (Figure 86). Nous avons alors remarqué que les muscles transduits présentaient une
inflammation, caractérisée par une infiltration de cellules avec une augmentation de |’'espace entre
les fibres musculaires, et un pourcentage de noyaux centraux étonnamment élevé. Cependant, le
pourcentage de surface présentant une inflammation était similaire pour les muscles exprimant les
protéines FLAG-LA WT et R388P (5,4 + 1,5% vs 5,1 + 1%) (Figure 86 C)). Il n’y a pas non plus de
différence concernant le pourcentage de myofibres présentant des noyaux centraux (5,8 + 2,5% et
7,8 + 1,7% pour les muscles exprimant les FLAG-LA WT et R388P respectivement) (Figure 86 D)).
Comme nous l'avons vu en introduction, lors de la régénération musculaire des nouveaux noyaux
sont incorporés aux fibres existantes et sont tout d’abord localisés au centre de la fibre avant d’étre
déplacés a la périphérie. Ainsi, la quantification des noyaux centraux est un indicateur de la
régénération musculaire. Etant donné que nous n’avons pas de souris contréles injectées avec des
AAV codant uniquement I'étiquette FLAG, nous ne pouvons conclure sur l'origine de cette
inflammation et de cette régénération, elles pourraient étre dues a l'injection seule des AAV ou a

I’expression des lamines ectopiques.
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Figure 86 : Les muscles tibials antérieurs exprimant les protéines FLAG-LA R388P ne présentent pas de régénération
anormale par rapport aux muscles exprimant les protéines FLAG-LA WT

Des muscles transduits avec les AAV codant les protéines FLAG-LA WT ou R388P ont été congelés. Des coupes de 6 um
d’épaisseur ont été faites de maniere transversale et analysées apres coloration a I’hématoxyline/éosine (A)) ou par
immunofluorescence avec des anticorps anti-LA/C et anti-perlecan (B)). Barre d’échelle, 500 um a gauche et 100 um &
droite. C) Pourcentage moyen de la surface des muscles présentant de I'inflammation. D) Pourcentage moyen de myofibres
présentant des noyaux centraux.

B. Les muscles exprimant les lamines A R388P ne présentent
pas de fibrose ou d’inclusion lipidique anormale par rapport aux
muscles exprimant les lamines A WT

Nous avons voulu déterminer si I'inflammation des régions musculaires observée lors de
I’expression de lamines A ectopiques s’accompagnait d’autres altérations telles que la fibrose ou la

formation d’inclusions lipidiques.

La fibrose est caractérisée par une augmentation des protéines de la matrice extracellulaire, et
donc de collagéne. Aussi une méthode utilisée pour mettre en évidence de la fibrose en histochimie
est 'utilisation de « Sirius Red » qui colore ces fibres de collagéne de type 1 et 3. Les groupements
acides sulfoniques du colorant se lient aux groupements basiques des différents types de fibres de

collagéne. Que ce soit dans les muscles exprimant les lamines A WT ou R388P, les zones présentant
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de lIinflammation repérées par le marquage hématoxyline/éosine ne présentent pas d’intensité

importante pour le marquage des fibres de collagéne par le Sirius red (Figure 87).

La coloration au Oil red O permet de marquer les lipides en rouge. Nous avons adapté le
protocole de Koopman et al. afin de combiner ce marquage a un marquage d’hématoxyline
(Koopman et al. 2001) (voir Matériels et méthodes). Ce protocole nous a permis de mettre en
évidence de trés rares zones présentant des lipides dans les muscles au niveau des zones en
régénération, cependant nous n’avons observé aucune différence entre les muscles exprimant les
protéines FLAG-LA WT et R388P (Figure 87).

En conclusion, que ce soit dans les zones d’inflammation ou dans les autres régions des
muscles (tibial antérieur) transduits exprimant les protéines FLAG-LA WT ou R388P, il n’y a ni fibrose

anormale ni accumulation de lipides.
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Figure 87 : Les muscles exprimant les lamines A R388P ne présentent pas de fibrose anormale par rapport aux muscles
exprimant les lamines A WT

Des muscles transduits avec les AAV codant les lamines A WT ou R388P ont été congelés. Des coupes de 6 um d’épaisseur
ont été faites de maniere transversaleet analysées aprés coloration au sirius red et au Oil Red O couplé a I'Hématoxyline.
Barre d’échelle, 100 um.

Nous ne savons pas si les signes d’inflammation et de régénération des muscles transduits sont
dus a une réaction immunitaire dirigée contre la capside virale des AAV injectés ou a la surexpression
des lamines A. Afin de répondre a cette question il faudrait étudier des muscles injectés avec des
AAVs ne codant aucune protéine. Cet effet sur le muscle est a la fois un avantage et un inconvénient.
En effet I'inconvénient, est que nous n’étudions pas des muscles dans leur condition physiologique
habituelle, mais I'avantage qu’on pourrait en tirer serait justement I'étude de la régénération et de

I'inflammation dans ces muscles.
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IV. Analyse transcriptomique visant a déterminer des voies
de signalisation éventuellement dérégulées par
I’expression de lamine A R388P

La premiere partie de notre étude sur le modele animal n’a pas révélé de phénotypes
particuliers tels qu’une atrophie, une fibrose ou I'accumulation d’inclusions lipidiques dans les
muscles transduits pour exprimer les protéines FLAG-LA R388P. Par la suite, tenant compte des
résultats obtenus dans les cellules Hela et les myoblastes C2C12 exprimant la lamine A mutée, nous
nous sommes demandé si I’expression du génome pouvait étre modifiée dans les muscles de souris
transduits. Notre but était d’identifier des voies de signalisation éventuellement modifiées par
I’expression des lamines A R388P. C'est pourquoi, j'ai réalisé des qPCR sur des ARNm extraits des

muscles de souris transduits par nos AAV.

A. Choix des génes a étudier

Afin de déterminer quels génes analyser par gPCR, nous avons décidé d’utiliser les données de
ChIP-Seq que nous avions réalisées dans les cellules HelLa exprimant les lamines A WT ou R388P. En
effet, méme s’il ne s’agit pas du méme contexte (espéce différente (humain vs souris), type de cellule
différent (épithéliale vs musculaire)), nous avons estimé que ces données pouvaient tout de méme
nous guider pour choisir des génes qui seraient liés et donc régulés de maniére distincte par les
lamines A sauvages et mutées. Plus précisément, nous avons déterminé une liste de genes en
fonction i) des résultats que nous avions déja obtenus dans les cellules Hela, ii) du role des génes tel
que décrit dans la littérature et iii) de la pertinence de ces génes dans le contexte musculaire
(Tableau 4).

lié par les FLAG-

Géne Protéine LA : Fonction

FLAG-LA FLAG-LA Quantification de la lamine A ectopique

Csnk2a2 Caséine kinase 2 a 2 R388P Gene de référence

18S 18S Gene de référence

Myf5 myogenic factor 5 WT Gene clef du muscle

Myog Myogénine R388P Gene clef du muscle

Mef2D myocyte enhancer factor 2D R388P Gene clef du muscle

Myh2 Myosine Heavy Chain II1A Geéne clef du muscle

Myh4 Myosine Heavy Chain 1IB Gene clef du muscle

Srebfl SREBP1 R388P Régulation de I'adipogenese et de la
myogenese

Hdacl Histone deacetylase 1 R388P Organisation de la chromatine

Hdac9 Histone deacetylase 9 WT Organisation de la chromatine et
différenciation musculaire

Dtna a-dystrobrevine WT Matrice extracellulaire et intégrité
nucléaire

Ntn4 Netrine 4 R388P Signalisation Notch

Heyl hairy/enhancer-of-split related with WT Signalisation Notch et myogenése

YRPW motif 1
Heyl hairy/enhancer-of-split related with R388P Signalisation Notch
YRPW motif-like

Vim Vimentin Filament intermédiaire

Srf Serum Response Factor Gene clef du muscle

Collal Collagene de type | R388P Matrice extracellulaire
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Col6al Collagene de type VI R388P Matrice extracellulaire

Col6a2 Collageéne de type VI R388P Matrice extracellulaire

Lmna Lamine A/C R388P

Tableau 4 : Génes analysés par qPCR dans les muscles de souris.

Liste des genes analysés avec le nom de la protéine codée et la fonction associée nous intéressant. Il est indiqué si ces génes
font partis de ceux liés aux FLAG-LA WT ou R388P dans I'analyse de ChiIP-seq dans les cellules Hela.

Nous avons ainsi sélectionné des genes clefs du muscle liés spécifiquement aux lamines A WT
ou R388P, tels que Myf5, Mef2d et Myog. Notons de plus que le géne Myog est une cible spécifique
du muscle de SREBP1 (Lecomte et al. 2010). Mais nous avons également choisi les genes Srf, Myh2
(code MyHC IIA) et Myh4 (code MyHC IIB), qui ne sont pas liés par les lamines dans nos expériences
de ChIP-Seq sur cellules Hela, mais qui jouent un réle important dans le muscle.

Du fait de son role a la fois dans le tissu adipeux et le tissu musculaire et de la pathologie mixte
de la patiente, nous avons également décidé d’étudier la transcription du gene Srebfl codant
SREBP1, qui est lié spécifiquement aux lamines mutées (FLAG-LA R388P) d’aprées les expériences de
ChIP-Seq réalisées dans les cellules Hela.

Nous nous sommes également intéressés a deux génes codant des désacétylases d’histone,
Hdacl et Hdac9. Hdac9 semble particulierement intéressante puisqu’elle est une cible muscle-
spécifiqgue de SREBP1 (Lecomte et al. 2010) et qu’elle est régulée par MEF2 au cours de la
différenciation musculaire (Haberland et al. 2007).

Trois génes en lien avec la voie de signalisation Notch ont été sélectionnés, les génes Heyl,
HeyL et Ntn4. Heyl, qui se lie spécifiquement aux lamines sauvages (dans les cellules Hela), est un
facteur de transcription recruté dans les régions des promoteurs de la myogénine et de Mef2c. De
plus, son expression dans les C2C12 corréle avec une diminution du recrutement de MyoD au niveau
de ces promoteurs. Ainsi Heyl semble inhiber la myogenése en s’associant avec les cibles
myogéniques (Buas et al. 2010). HeyL, qui se lie spécifiquement aux lamines A R388P (dans les
cellules Hela), est également une cible de la signalisation Notch. L'utilisation de shARN dirigé contre
Heyl inhibe la différenciation de myoblastes C2C12 (I'index de fusion passant de 48 a 17%) (Rajan et
al. 2012). Le dernier géne de cette catégorie est Ntn4, qui se lie spécifiquement aux lamines A R388P
(dans les cellules Hela). La nétrine 4, codée par Ntn4, est un composant de la membrane basale et
son transcrit est réduit de 8,7 fois dans les myoblastes néonataux de souris LAP2a”" (Gotic et al.
2010).

Le gene Dtna, codant I'a-dystrobrevine, un composant du complexe protéique associé a la
dystrophine, a également été sélectionné car lui aussi est une cible muscle-spécifique de SREBP1
(Lecomte et al. 2010), et que son extinction (knock down) dans des myoblastes C2C12 a altéré la
localisation des lamines A/C, B1 et B2 et a causé des défauts de morphologie nucléaire (Aguilar et al.
2015). De plus les lamines A WT, mais pas les lamines A R388P, se lient au gene Dtna d’aprés les
expériences de ChIP-Seq (dans les cellules HelLa). Nous avons également sélectionné d’autres genes
codant des protéines de la matrice extracellulaire, il s’agit des collagénes | et VI (Collal, Col6al,
Col6a2 et Col6a3) qui sont tous liés spécifiqguement aux lamines A R388P (dans les cellules Hela). Or,

des mutations dans les genes codant les collagenes VI sont responsables de dystrophie musculaire.
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Le géne Lmna, codant les lamines A/C, est lui aussi lié spécifiquement aux protéines FLAG-LA
R388P dans les cellules Hela. Il nous est donc apparu naturellement intéressant de I'inclure dans la

liste de genes a étudier.

En complément de tous ces genes, il a fallu choisir un gene de référence, nous avons choisi le
18S et avons décidé de tester le géne Csnk2a2 bien qu’il soit lié par les lamines A R88P dans les

expériences de ChIP-Seq (dans les cellules Hela).

De plus, nous avons essayé de créer des amorces spécifiques des lamines A ectopiques afin de

déterminer le niveau d’expression des ARNm des AAV dans le muscle.

B. Analyse transcriptomique

Apres avoir testé les couples d’amorces pour leur efficacité, nous avons réalisé des qPCR sur
des extraits d’ARNm de 5 a 12 muscles WT et 5 a 11 muscles R388P. Notons que les différents
couples d’amorces utilisés pour amplifier les ARNm de FLAG-LA n’étaient pas spécifiques dans le
contexte des muscles de souris. Ainsi, nous n’avons pas pu comparer I'expression des ARNm de
FLAG-LA spécifiqguement pour les muscles exprimant les lamines A WT et R388P. Les amorces dirigées
contre les lamines A/C, nous ont cependant permis de déterminer qu’il n’y avait pas de différence
d’expression globale des ARNm des lamines A/C endogénes et ectopiques confondues, entre les
muscles exprimant les protéines FLAG-LA WT et R388P.

Les ARNm des genes Collal, Col6al, Col6a2, Myog, Hdacl, Myh4, Myf5, Mef2d, Hey1, et Srf
semblent exprimés a des niveaux similaires entre les muscles exprimant les lamines A WT et R388P
(Figure 88 C)). Certains génes ont une différence d’expression de leur ARNm non significative mais
qui pourrait représenter une tendance. En effet, on observe une diminution de I'expression des
ARNm entre les muscles exprimant les lamine A WT et R388P de 53% (0,85 + 0,14 vs 0,40 + 0,08)
pour Hdac9, 57% (1,7 £ 0,54 vs 0,75 + 0,35) pour Heyl, 38% (1,06 + 0,15 vs 0,65 * 0,18) pour Myh2,
20% (1,10 £ 0,13 vs 0,88+ 0,18) pour Csnk2a2 et de 39% (1,50 £ 0,30 vs 0,91 + 0,12) pour Ntn4 (Figure
88 B)). Enfin, pour deux des genes étudiés nous observons une diminution significative de
I’expression de leurs ARNms entre les muscles exprimant les lamines A WT et R388P. Il s’agit du géne
Dtna pour lequel on observe une diminution de 50% (1,21 + 0,20 vs 0,60 * 0,80) et du gene Srebf1
pour lequel on observe une diminution de 35% (1,15 £ 0,17 vs 0,74 £ 0,17) (Figure 88 A)).

Ainsi, on observe spécifiquement dans les muscles des souris exprimant les lamines A mutées
(FLAG-LA R388P) une diminution de I'expression des ARNm de Dtna et Srebf1 et une tendance a une
diminution de I'expression des ARNm de Myh2 codant les MHC IIA. Etant donné que Dtna et Myh2
sont des génes cibles des facteurs de transcription BHLHB2/3 (Lecomte et al. 2010), lesquels sont des
genes régulés par SREBP1, nous nous sommes demandé si la sous expression de Dtna et Myh2 était
régulé par Srebf1 indirectement, i.e. via BHLHB2/3. Cependant, nous n’avons pas vu de différence
dans I'expression des ARNm de BHLHBZ2 dans les muscles transduits et exprimant la lamine A mutée
vs lamine WT (Figure 88 D). Considérant le fait que Dtna et Myh2 sont aussi des cibles directes de
SREBP1, on peut imaginer que la sousexpression de Srebfl soit directement responsable de Ila

diminution de I'expression de Dtna et Myh2.
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En conclusion, notre analyse a révélé I'impact de la lamine A mutée R388P sur I'expression du
génome, et notamment sur I'expression de quelques génes connus pour avoir un rdle pertinent dans
le contexte musculaire.
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Figure 88 : Analyse transcriptomique de muscles transduits par des AAV afin d’exprimer les lamines A WT et R388P
Expression relatives des ARNm de différents génes par rapport au 18S. WT : n = 12 (sauf pour Hdac9 avec n =5), R388P : n =
11 (sauf pour Hdac9 avec n = 5 et MyH2 avec n = 10). Test statistique de Mann-Whitney. Les génes sont indiqués par ordre
croissant des p-values (indiquées sur le graphique), avec en A) les génes avec une différence significative d’expression
relative de leur ARNm entre les muscles exprimant les protéines FLAG-LA WT et les muscles exprimant les protéines FLAG-LA
R388P; en B) les génes avec une p-value supérieure a 0,05 et inférieure a 0,1 et en C) les génes avec une p-value supérieure
a 0,1. D) Expression de I’ARNm de Bhlhb2.
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V. Changement de typage des fibres de muscles exprimant
les lamines A R388P

A. Diminution du pourcentage des fibres de type IIA dans les
muscles tibials antérieurs exprimant les protéines FLAG-LA R388P

Nous avons vu une diminution de I'expression d’ARNm de Myh2 (MHC IIA) dans les muscles
exprimant les protéines FLAG-LA R388P. Cela pourrait suggérer qu’il y ait une modification dans
I’expression des isoformes de MHC et donc un changement dans le typage des fibres musculaires en
réponse a l'expression des lamines A R388P. Pour étudier le typage des fibres musculaires, nous
avons utilisé des anticorps anti myosine spécifiques des sous types de cette derniére. Des coupes
transversales de muscles exprimant les protéines FLAG-LA WT et R388P ont ainsi été
immunomarquées avec des anticorps anti-MyHC (myosine heavy chain) 1, lIA, 1B et lIX. C'est grace a
notre collaboration avec Onnik Agbulut que nous avons été en mesure de réaliser ces marquages et
les analyser plus efficacement puisqu’il nous a fourni un plug in image J permettant de détecter le
contour de la majorité des fibres musculaires a partir d’'un marquage périphérique (perlecan). Apres
avoir mesuré l'intensité moyenne des signaux MHC dans les fibres et déterminé des seuils de
positivité, j'ai donc quantifié les pourcentages de fibres positives pour chaque immunomarquage
MyHC.

Comme attendu dans le tibial antérieur, une trés faible minorité de fibres sont positives pour
MyHC |, les muscles exprimant les protéines FLAG-LA WT et R388P sont composés respectivement de
0,33 +0,11% et 0,49 + 0,08% de fibres MyHC | positives dans une coupe transversale entiére (Figure
89 B)).

Nous avons mis en évidence une différence du pourcentage de fibres positives pour MyHC IIA,
avec 44 * 3% et 32 £ 2% respectivement pour les muscles exprimant les lamines A WT et R388P
(Figure 89 C)). On observe des variations d’intensité de marquage, et théoriquement on devrait
pouvoir différencier les fibres faiblement positives des fibres fortement positives qui
correspondraient respectivement aux fibres IIAX (hybrides entre IIA et 1IX), et les fibres IIA.
Cependant, déterminer un seuil pour distinguer ces deux catégories faible/fort s’est avéré
impossible, et la difficulté a été la méme lors de I'analyse des autres marqueurs décrits ci-dessous.

Les muscles exprimant les protéines FLAG-LA WT ont 55 + 3% de leurs fibres positives pour
MyHC 11X, pourcentage qui augmente de maniére non statistiquement significative a 64 + 4% pour les
muscles exprimant les protéines FLAG-LA R388P (Figure 89 D)). De la méme maniére, on observe une
augmentation non statistiquement significative du pourcentage de fibres positives pour MyHC 1B
dans les muscles exprimant les protéines FLAG-LA R388P (de 54 + 4% a 60 + 5%) (Figure 89 E)).

En conclusion, les muscles exprimant les lamines A mutées (FLAG-LA R388P) ont donc un
changement relatif de typage des fibres par rapport a ceux exprimant les lamines A sauvages (FLAG-
LA WT), qui est principalement révélé par la diminution du pourcentage des fibres MHC IIA positives,

laquelle corréle avec la sous-régulation du géne MyH2 (voir ci-dessus).
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Figure 89 : Changement de typage des fibres de muscles tibials antérieurs exprimant les lamines A R388P.

A) Deux exemples d’‘immunomarquages réalisés sur des coupes transversales successives avec les anticorps anti-MyHC I, lIA,
11X et IIB. Barre d’échelle, 50 um. Pourcentage de fibres positives au marquage réalisé avec les anticorps anti-MyCH | (B)),
anti-MyHC IIA (C)), anti-MyCH 11X (D)) et anti-MyHC IIB (E)). Test statistique de Mann-Whitney.

B. Diminution du nombre de fibres oxydatives dans les
muscles exprimant les lamines A R388P

Etant donné que les muscles exprimant les FLAG-LA R388P ont une diminution du nombre de
fibres IIA/IIAX, nous avons voulu déterminer si ce changement de typage était corrélé au niveau
métabolique. Pour cela nous avons incubé des coupes de muscles avec un substrat spécifique de la
succinate déshydrogénase (SDH), I'enzyme formant le complexe Il de la chaine respiratoire qui a la
particularité d’intervenir également dans le cycle de Krebs. Ce marquage de I'activité mitochondriale
de la SDH permet de différencier trois types de fibres, les non oxydatives, les oxydatives
intermédiaires et enfin les oxydatives fortes (Figure 90 A)). J’ai mesuré I'intensité moyenne du signal
SDH dans les fibres de 10 muscles exprimant les protéines FLAG-LA WT et de 10 muscles exprimant
les protéines FLAG-LA R388P, puis j'ai déterminé des seuils pour classer les fibres dans les différentes
catégories. Les muscles exprimant les protéines FLAG-LA WT ont en moyenne 23 + 2%, 45 + 3% et 32
+ 3% de leurs fibres respectivement non oxydatives, oxydatives intermédiaires et fortement
oxydatives (Figure 90 B)). Les muscles exprimant les protéines FLAG-LA R388P ont eux, 30 £ 2%, 42 +
3% et 29 + 3% de leurs fibres respectivement non oxydatives, oxydatives intermédiaires et fortement

oxydatives (Figure 90 B)). Ces différences sont significatives pour les fibres non oxydatives, et se
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répercutent sur le pourcentage des fibres oxydatives intermédiaires ou fortement oxydatives par une

légere diminution.
Ces résultats sont cohérents avec le changement de typage MyHC observé précédemment.

Globalement, I'analyse par immunohistochimie montre que les muscles exprimant les lamines
A mutées (FLAG-LA R388P) ont donc une augmentation des fibres non oxydatives ou faiblement

oxydatives (IIB/IIX) et une diminution des fibres oxydatives (lIA).

B)

A)
HEWT
[ R388P

% de fibres

Non ox. Ox. Int. Ox. Forte

Figure 90 : Diminution du nombre de fibres oxydatives dans les muscles tibials antérieurs exprimant les lamines A R388P
A) Exemple d’un marquage SDH sur une coupe transversale de muscle. On distingue trois catégories de fibres : non
oxydatives (n), oxydatives intermédiaires () et oxydatives fortes (F). Barre d’échelle, 100 um. B) Graphique représentant le
pourcentage de fibres dans chaque catégorie du marquage SDH dans 10 muscles exprimant les protéines FLAG-LA WT et 10
muscles exprimant les protéines FLAG-LA R388P. Les données pour les fibres non oxydatives suivent une loi normale, un t-
test a été fait pour I'analyse statistique. Pour les autres classes, des tests statistiques de Mann Whitney ont été réalisés.

C. Expression similaire de certains genes impliqués dans le
typage de fibres

Les muscles exprimant les protéines FLAG-LA R388P présentant un typage différent des
muscles exprimant les protéines FLAG-LA WT, nous avons voulu déterminer quelles voies pouvaient
étre impliquées. Deux hypothéses sont envisageables, (1) soit, la surexpression de lamines A WT
entralnerait une augmentation du nombre de fibres oxydatives par rapport a des souris controles et
les lamines R388P auraient une perte de cette fonction, (2) soit, la mutation R388P de la lamine A est
responsable d’un changement de typage des fibres oxydatives a glycolytiques. Il a été montré dans
des souris délétées pour Thx15 codant le facteur de transcription mésodermal T-Box 15, qu’elles
présentaient dans différents muscles, une diminution du nombre de fibres glycolytiques (type 11X/B)
via l'activation de la signalisation d’AMPK et la diminution de I'expression d’Igf2 (K. Y. Lee et al.
2015). A l'inverse, la surexpression du complexe transcriptionnel composé de Eyal et Six1 a induit la
reprogrammation des myofibres de type | et IIA (oxydatives) en myofibres IIB (glycolytiques) et IIX
(intermédiaires) dans le muscle soleus des souris, via la régulation de génes impliqués dans le
métabolisme (aldolase A, enolase [3) et la contraction des muscles (MHC 11B, MHC IIX...) (Grifone et al.
2004). Aussi nous avons décidé de réaliser des qPCR pour quantifier I'expression de ces génes dans
nos muscles de tibial anterieurs transduits. Nous n’avons pour I'instant pu quantifier que I'expression
des ARNm de Thx15 et Eyal pour lesquels nous n’avons pas observé de différences significatives
entre les muscles exprimant les FLAG-LA WT et R388P (Figure 91). Il serait également intéressant de

faire des gPCR sur le géne Six1, en complément d’Eyal car méme si nous n’‘avons pas vu de
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différence significative entre les muscles exprimant les lamines WT et R388P, il pourrait y avoir une

Iégere tendance avec une augmentation de I'expression d’Eyal.

Tbx15 Eyal
0.3732 0.2300

expression d'ARNm relative
expression d'ARNm relative

WT R388P WT R388P

Figure 91 : Expression similaire des ARNm de Tbx15 et Eyal dans les muscles exprimant les protéines FLAG-LA WT et
R388P

Expression relative des ARNm de Tbx15 et Eyal par rapport au 18S. WT : n = 12, R388P : n = 11. Test statistique de Mann-
Whitney.

VI. Force musculaire

Pour déterminer I'impact fonctionnel de I'expression des lamines A ectopiques sur le muscle
de souris, il aurait été intéressant de mesurer la force musculaire des muscles transduits par les AAV.
Grace a notre collaboration avec Onnik Agbulut nous avions été mis en contact avec le professeur
Arnaud Ferry qui réalise justement des mesures de force musculaire maximale. Nous avons alors
testé deés notre premiére expérience la force des muscles transduits. Il s’est avéré que ni le poids des
muscles ni la force maximale générée par les muscles exprimant les lamines A WT et R388P n’étaient
différents. Cependant, lors de cette premiére expérience nous n’avions eu qu’un faible taux de
transduction (<25%). Aussi il aurait été intéressant de refaire ces mesures une fois que nous avions
amélioré nos conditions de transduction. Mais cela n’a pas pu se faire pour des raisons techniques
(limite de la quantité disponible des AAV) et budgétaires (Arnaud Ferry a récemment élargi son
activité de mesure de force musculaire chez la souris en développant une plateforme ou les

prestations sont payantes).
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Figure 92 : Mesure de force maximale de muscles transduits par des AAV permettant I’expression des lamines A WT ou
R388P.
n = 2 souris ayant regu du PBS, n = 7 souris injectées avec des AAV-WT et n = 9 souris injectées avec des AAV-R388P.

166



Bilan général des expériences

167






siieD Jnod uoeledsid us spIpe - o
0UB108S |90 JO [BUINOC B SIWNOS S[dIJe : ;
yaleassy sWOUSD & SIWNOS 8jaIye : |

£ SUNos

sauipow

sauab ap uoissaidxy
£ SUNOS

salqy

sap abedA} ap juswabueyn

¢ 1apua ajasnw un.p
uonesiuebio,| ins jJoedw|

z ¢0€0

jaya sues : sanfoip sap Jed a}iNpul SUREWOIYD B] 3p UORESUSPUOD B] 3p UOREIYIPON

Jaye sues : sanBolp sap Jed aunpul (sajngnjoisiw ‘aunoe) a)sjanbsolAs np uogonygsag

1 B18H

agbueyd (sav) v
saule| Xne a1)osse awouab
np saulewop sap ajQuap|

z CLOCO

a3uipow

aupewolyd e| ap uongnquysiqg
sojse|qoiqid / 1020 / B1eH
aaig}je sanbpauabida

sinanbiew ap uoissaidxg

¢ aunewolyo e|
ap uonesiueBio,| ins Joeduwyj

& XneAou sap awLIo} B J1jqe}al JUaWWo )

z CLOZD [ E18H

S219A2S
salleajonu salydiowsAg

eloH

al3)je sasleuaped
ap uoissaldxa,p neaAlN

z €1LD€D
sajqnjos snid salieusped

S9)seIqoIqld / z €L0C0 / B1eH

salleuaped
ap uopnesijeao] ap sjnelaq

¢ nefou
np 23ubajul,| ans joedw)

d88¢y V Saulwe]

\/ Saullle] Sap uopelmeLl ap snssasoid np ap juepuadap UON

2107 se|gels sauo|)

ajqejiojdxa uou anbiusBoAw
uopelouaiayip ej ap apm3

- Selse|qoIqiy

aainjewaid adousdsaudsg

é
alien||a2 3242 3] ins Joedw]

z €L/ L FIBH

sajgnjos snid

1 B1eH

sanbiweufp sn|d

7 Se]se|qoIqid

ajjiage,p piu U neasal
: JUSLLILLIRIZYIP SII|qIASSY

£SUNOS [ - ZLDZD /., B18H

sanbiwsejdosjonN

¢ senbasuinul seyaudold

169



170



Chapitre 11

Discussion






Chapitre 11 Discussion

l. Importance de la conservation de l'arginine 388 des
lamines A/C d’un point de vue clinique

La mutation des lamines A/C de la patiente HER Lo est intéressante pour plusieurs raisons.
Tout d’abord, d’'un point de vue phylogénique, il se trouve que I'acide aminé en position 388 est
fortement conservé entre les espéces. En effet, un alignement des séquences protéiques dans un
panel d’organismes allant du macaque au poisson zébre ne montre aucune modification de cet acide
aminé (Figure 93). La conservation de cet acide aminé suggére un role important pour I'arginine en
position 388 des lamines A/C. A ce jour, la mutation de cet acide aminé a été identifiée chez trois
patients comme responsable de différentes pathologies (www. umd.be).

Organisme Séquence 388
370 380 # 390 400 40 420

Homme DME IHAYRKLLEGEEERLRLSPSPTSQRSRGRASSHSSQTQGGGSVTKKRK
Souris DME IHAYRKLLEGEEERLRLSPSPTSQRSRGRASSHSSQSQGGGSVTKKRK
Rat DME IHAYRKLLEGEEERLRLSPSPTSQRSRGRASSHSSQSQGGGSVTKKRK
Xénope DME INAYRKLLEGEEERLRLSPSPNTQKRSART IASHSGAHISSSASKRRR
Poissonzébre DME I SAYRKLLEGEEERLRLSPSPPP ARGVTVTRSS GSGSHTKKRR
Macaquerhésus DME | HAYRKLLEGEEERLRLSPSPTSQRSRGRASSHSSQTQGGGSVTKKRK
Chien DME IHAYRKLLEGEEERLRLSPSPTSQRSRGRASSHSSQTQGTGS | TKKRK
Bovin DME IHAYRKLLEGEEERLRLSPSPTSQRSRGRASSHSSQTQSGSSVTKKRK
Sanglier DME IHAYRKLLEGEEERLRLSPSPTSQRSRGRASSHSSQTQSGGSVTKKRK

Figure 93 : Alignement des séquences protéiques dans différentes espéces.

Les acides aminés surlignés en jaune ne correspondent pas a la séquence humaine, les zones a fond vert correspondent a des
sauts dans les séquences par rapport a la séquence humaine. Homme (Homo sapiens), Souris (Mus musculus), Rat (Rattus
norvegicus), Xénope (Xenopus laevis), Poisson zébre (Danio rerio), Macaque rhesus (Macaca mulatta), Chien (Canis lupus
familiaris), Bovin (Bos taurus), Sanglier (Sus scrofa)

Tout comme la mutation R388P, la mutation p.Arg388Cys, abrégée en R388C, a aussi été
associée a une dystrophie musculaire congénitale (Benedetti et al. 2007). En revanche, la mutation
p.Arg388His, abrégée en R388H, a été associée, soit a une cardiomyopathie dilatée soit a aucun
symptome (Parks et al. 2008). En conclusion, le fait que diverses mutations de la lamine A pour
I'acide aminé en position 388 induisent des pathologies, confirme I'importance que doit jouer cette
arginine pour que la lamine A soit pleinement fonctionnelle, en particulier dans les tissus musculaires

striés squelettiques ou cardiaques (voir ci-dessous).
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ll. Les fibroblastes de la patiente présentent des
phénotypes préalablement associés a des laminopathies

Les caractéristiques phénotypiques observées dans les fibroblastes de la patiente porteuse de
la mutation p.R388P du géne LMNA ont également été reportées dans des fibroblastes de patients
atteints de lipodystrophie, de dystrophie musculaire ou de syndrome de vieillissement prématuré
(Vigouroux et al. 2001; Novelli et al. 2002; Muchir et al. 2004; Caron et al. 2007; Taimen et al. 2009;
Verstraeten et al. 2009; Gordon et al. 2012). Ces phénotypes concernent la désorganisation de la
lamina nucléaire avec un aspect en nid d’abeille, la déplétion localisée de lamine B1 et/ou 'entrée en
sénescence prématurément. A l'inverse, alors que les dysmorphies nucléaires sont couramment
observées dans les fibroblastes de patients ayant une laminopathie (Vigouroux et al. 2001; Novelli et
al. 2002; De Sandre-Giovannoli et al. 2003; Eriksson et al. 2003; Csoka et al. 2004; R. D. Goldman et
al. 2004; Muchir et al. 2004), les noyaux des fibroblastes de la patiente HER Lo ne présentaient pas
une fréquence élevée de dysmorphies comparés aux fibroblastes contréles. Des dysmorphies
nucléaires tres séveres ont cependant été observées lors de surexpression des lamines A R388P dans
des myoblastes. Les fibroblastes de peau de la patiente ne présentent pas non plus une localisation
exclusivement nucléoplasmique des lamines A/C a linverse des cellules (HeLa ou C2C12)
transfectées. Cependant, nous avons noté que le marquage périphérique des lamines A/C était plus
diffus que dans les fibroblastes contrbles. Ces données suggerent que les lamines A mutées R388P
auraient des effets doses dépendants variant selon le type de cellules. Dans la mesure ou nous ne
pouvons mesurer le ratio de lamines A/C mutées par rapport aux lamines A/C sauvages dans les
fibroblastes de la patiente, nous pouvons seulement supposer que dans ce type cellulaire précis, le
niveau d’expression des lamines A R388P et/ou de partenaires spécifiques, ne permet pas la

formation des dysmorphies nucléaires.

lll. Les lamines A R388P ne s’assemblent pas en polymeéres

Dans les modeles cellulaires utilisés murins ou humains, nous avons observé des spécificités de
localisation (exclusivement nucléoplasmique avec exclusion de I'enveloppe nucléaire), de solubilité
(augmentation) et de dynamique (augmentée) de la lamine A R388P par rapport a lalamine A WT. En
revanche, je n’ai pas mis en évidence des différences aussi drastiques des propriétés des lamines A/C
WT/R388P dans les fibroblastes de la patiente portant la mutation hétérozygote LMNA p.R388P par
rapport aux fibroblastes contréles. Comme discuté plus haut, il est probable que dans nos modeéles
cellulaires, le rapport d’expression [LA R388P / LA WT] soit plus important que dans les fibroblastes

de la patiente, et mette ainsi plus en avant les propriétés intrinseques de la lamine A mutée.

Les propriétés spécifiques des lamines A R388P suggerent un assemblage altéré des lamines en
filaments intermédiaires, ce qui est cohérent avec la nature et la position de la mutation sur la
protéine. En effet, la mutation R388P de la lamine A/C est localisée au niveau d’une région critique
pour I'assemblage des diméres de lamines en polymeéres selon le modéle de Strelkov (Strelkov et al.

2004). Selon ce modele, des attractions électrostatiques au niveau des régions de la queue et de la
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téte des dimeéres de lamines seraient responsables de leur polymérisation (Figure 94). Ainsi en ayant
une proline a la place de I'arginine en position 388, les charges de cette région sont changées, ce qui
pourrait réduire I'attraction électrostatique entre deux dimeres voisins. De plus, I'expression des
lamines A R388P ne déstabilise pas ou peu le réseau de lamines A/C endogénes, ce qui suggére que
les lamines A R388P ne formeraient pas ou peu d’hétéropolymeéres avec les lamines A WT
endogenes. Il serait intéressant de réaliser I'analyse du contenu en diméres de lamines (endogenes
vs ectopiques) dans les contextes WT ou R388P, par exemple en analysant les protéines par
électrophorese en gel d’acrylamide et western blots, en conditions non dénaturantes.

Coil 2B

402
LSPSPTSQRSRGRA...

es (R Tail %
£ (§ X acide aminé R388
RLSPSPTSQRSRGRA...
_ 4 . >
P / g r

1ME TPSQRRATRSGAQASSTPLSPTRIT

Head Coil 1A re—

Figure 94 : Modéle d’assemblage des dimeres de lamines en polymeéres.

Les segments du coiled-coil sont montrés en surface. Les séquences des acides aminés au début du domaine de la queue et
du domaine de la téte sont indiquées. Les motifs de phosphorylation sont surlignés en gris et les clusters d’arginine sont
soulignés. L’acide aminé R388 est indiqué avec un astérisque rouge. (Strelkov et al. 2004)

Une mutation localisée au niveau de ces régions importantes pour la polymérisation des
dimeres de lamine a également été identifiée comme responsable de dystrophie musculaire
congénitale et d’EDMD, il s’agit de la délétion de la lysine en position 32 (D’Amico et al. 2005;
Quijano-Roy et al. 2008). Par rapport au modeéle de Strelkov, la lysine 32 est située sur la région d’un
dimeére s’associant a un autre dimere au niveau de la région contenant I'acide aminé R388. Il a été

aKk32/8K32 que les lamines n’étaient plus

montré dans des fibroblastes de peau de souris Lmna
localisées a la périphérie nucléaire, mais étaient uniguement nucléoplasmiques (Pilat et al. 2013). In
vitro, il a été montré par microscopie électronique que les lamines humaines mutantes AK42 ne
s’assemblaient pas en des structures bien organisées (Zwerger et al. 2013). Toujours in vitro, les
lamines A/C AK46 de C. elegans (correspondant a la mutation AK32 chez ’homme) ne s’assemblent
pas en filament de 10 nm d’épaisseur comme les WT, mais en des filaments d’épaisseur moyenne de
14 nm (Bank et al. 2011). Par des analyses de cryo-electron tomographie, il a été mis en évidence un
décalage de 7 nm dans la position des domaines de la téte globulaire le long des protofilaments.
Selon le modele de Bank et de ses collaborateurs, la mutation AK46 altérerait I'assemblage des
polymeéres en protofilaments. Ces auteurs n’émettent donc pas exactement la méme hypothese que

nous, méme s’ils démontrent une altération de I'assemblage des filaments de lamines A/C.

Une mutation située dans le méme patch RLRL (charge +2) que I'acide aminé R388 a

également été identifiée comme responsable d’'une maladie musculaire, mais cette fois ci I’AD-

175



EDMD, il s’agit de la mutation p.Arg386Lys, abrégée en R386K (Bonne et al. 1999; Bonne et al. 2000).
La lysine étant également un acide aminé basique, la mutation R386K n’est pas responsable d’un
changement de charge comme la mutation R388P, I'arginine 386 est cependant aussi extrémement
conservée au sein des espéces (Figure 93) et au sein des filaments intermédiaires (Figure 95). Il a été
observé par I'équipe de H. Worman, que dans les cellules C2C12 transfectées, la lamine A R386K
(étiquetée FLAG) se localisait dans le nucléoplasme et formait parfois des agrégats ou foci
intranucléaires de lamine, tout comme nous I'avons observé avec la lamine A R388P (Ostlund et al.
2001).

Dans le modele de Strelkov, alors que la région ou se situe I'acide aminé R388 est chargée
positivement, une autre région correspondant aux acides aminées 357 a 364, en amont dans le coil
2B possede un patch chargé négativement. Il se trouve qu’une autre mutation d’un de ces acides
aminés, la mutation p.Glu358Lys, abrégée en E358K, a également été identifiée comme causant des
L-CMD et I’AD-EDMD (Quijano-Roy et al. 2008; Ostlund et al. 2001). Cette mutation change la charge
de cet acide aminé puisque I'acide glutamique (E) est chargé négativement et qu’il est substitué par
une lysine, un acide aminé basique. Il a été montré par microscopie électronique in vitro que les
lamines mutantes E358K ne s’assemblaient pas non plus en des structures bien organisées (Zwerger
et al. 2013). Exprimée dans des C2C12, cette lamine est localisée dans 50 a 70% des noyaux

uniquement dans le nucléoplasme que ¢a soit ou non dans des foci (Ostlund et al. 2001).

En résumé, quatre mutations au niveau des régions impliquées dans la polymérisation des
dimeéres de lamines A/C via des interactions électrostatiques ont donc été décrites comme causant
des pathologies musculaires, que ¢a soit une L-CMD (AK32, R388P et E358K) ou une AD-EDMD
(R386K, E358K), et ces lamines mutées sont localisées principalement au sein du nucléoplasme et
non pas a la périphérie nucléaire. Deux autres mutations, N195K et M371K qui se situent sur la face
externe des répétions en heptade, pourraient également altérer la polymérisation des lamines. Les
lamines mutées N195K et M371K causent les pathologies EDMD et L-CMD; elles ont aussi la
particularité de se localiser dans le nucléoplasme des C2C12 transfectées (Bonne et al. 2000; Ostlund
et al. 2001).
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Figure 95 : Localisation de mutations des lamines A/C et alignement avec d’autres protéines des filaments intermédiaires.

L’hypothése qui ressort de ces différentes informations, serait que les lamines A/C R388P,
AK32, R386K, E358K, N195K et M371K sont nucléoplasmiques car elles ne s’assembleraient pas

correctement en polymeres ou protofilaments et causeraient ainsi des pathologies musculaires. Les
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mécanismes sous-jacents de ces pathologies pourraient concerner une altération dans le réle de
soutien mécanique assuré par les lamines, un défaut d’interaction des lamines avec des protéines
clefs pour des voies de signalisation impliquées dans le muscle ou encore des défauts d’organisation
de la chromatine. Certaines de ces hypotheses sont discutées ci-dessous.

IV. Impact de la lamine A mutée R388P sur des partenaires
des lamines A/C

Nous avons mis en évidence dans nos modeles cellulaires un impact différentiel de la
surexpression des FLAG-LA WT et R388P sur la lamine B1, LAP2a, I'’émerine et SREBPlc. En
particulier, les lamines mutées R388P semblent avoir une perte de fonction pour réguler la
localisation normale de la lamine B1, LAP2a et I'émerine. Ainsi, les lamines A mutées R388P altéerent
I'intégrité de la périphérie nucléaire en modifiant I'ancrage de protéines normalement associées a
I’enveloppe nucléaire et a la matrice nucléaire. D’autre part, les lamines mutées semblent avoir un
gain de fonction pour stabiliser et donc augmenter |'expression de partenaires comme le facteur de
transcription SREBP1 (ici ectopique). Dans la mesure ol nous n’avons pas vu une augmentation du
nombre d’interactions entre SREBP1c et les lamines A R388P comparé aux lamines A sauvages, nous
supposons que les lamines mutées stabiliseraient SREBP1c de maniére indirecte via des modifications
post-traductionnelles de SREBP1c, telles que I'acétylation (Ponugoti et al. 2010). Afin de comprendre
I'impact des lamines mutées sur la fonction de SREBPI1c, il serait intéressant de quantifier
I’expression des génes cibles de ce facteur de transcription en réalisant des gPCR.

Dans les cellules de la patiente atteinte de L-CMD en raison de la mutation hétérozygote LMNA
p.R388P, on peut imaginer que le pool de lamines A R388P soit en compétition avec le pool de
lamines A WT pour lier des partenaires.

V. La lamine A mutée R388P modifie I'organisation de la
chromatine

Grace aux expériences de ChlP-Seq réalisées dans les cellules Hela, en collaboration avec
Philippe Collas nous avons montré que les lamines A R388P se lient globalement a un peu plus de
régions génomiques que les lamines A sauvages. De plus, les LADs définies par les lamines A R388P
sont anormalement riches en genes et se recouvrent peu avec les LADs définies par les lamines A
sauvages (index de Jaccard de 0,078). Les analyses de ChIP-Seq ne donnent par contre pas
d’informations sur la localisation des LADs (nucléoplasme vs périphérie nucléaire) ni sur I’'expression

du génome.

D’apres la littérature, I'hypothese actuelle est que les lamines conferent généralement la
répression transcriptionnelle d’'une maniére dépendante des marques épigénétiques de la
chromatine. Dans C. Elegans, un modéle a été proposé ou MET-2, en induisant la formation de

H3K9me2, entrainerait la localisation de cette chromatine a la périphérie nucléaire et ol SET-25 en
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induisant H3K9me3 établirait I’'hétérochromatine répressive (Towbin et al. 2012). Par ailleurs, dans
les cellules S2 de Drosophile, ont été montrés les réles d’HDAC1 dans la désacétylation, la
compaction de la chromatine et la mise en silence de génes ainsi que de HDAC3 dans la rétention de
ces domaines a la lamina (Milon et al. 2012).

Ces mécanismes pourraient étre conservés dans les mammiferes, puisque les LADs sont riches
en H3K9me2 et entourés d’'H3K27ac (Pickersgill et al. 2006; Guelen et al. 2008) alors que la déplétion
de la H3K9 methyltransférase G9a réduit I'accrochage des LADs a la périphérie nucléaire (Kind et al.
2013). Or, nous avons mis en évidence dans nos modeles cellulaires que les expressions des lamines
A ectopiques WT ou R388P avaient des influences distinctes sur la détection globale in situ de
I'histone H1 et de HPla, associées a la chromatine compacte, silencieuse, et sur les marques
épigénétiques tels que H3K9ac, H3K27ac, H3K4me3 associées a l‘euchromatine active
transcriptionnellement. La surexpression des protéines FLAG-LA R388P a donc un impact majeur sur
le statut épigénétique de la chromatine, ce qui pourrait avoir une conséquence sur |'organisation
spatiale de celle-ci. Pour aller plus loin dans I'évaluation de lI'impact fonctionnel des lamines A
mutées R388P sur I'expression du génome, il serait nécessaire et intéressant d’une part d’étudier
plus précisément les marques épigénétiques des régions de la chromatine liées par ces lamines

mutées et d’autre part de réaliser des expériences de RNA-Seq.

Nous ne connaissons pas encore le(s) mécanisme(s) par le(s)quel(s) les lamines A R388P
alterent le statut épigénétique de la chromatine. Tenant compte des données obtenues dans nos
différents modeles cellulaires ou animal, nous émettons I’hypothése que SREBP1 pourrait jouer un
réle dans ce processus. D’abord, dans les modeles cellulaires, le gene SREBF1 est lié spécifiguement
par les lamines A mutées alors que I'expression de la protéine SREBP1 est fortement augmentée. En
paralléle, nous avons trouvé que dans les muscles de souris surexprimant les lamines A R388P, le
niveau d’ARNm de Srebf1 est diminué. Ainsi, les lamines A R388P pourraient impacter |’expression de
SREBP1 au niveau transcriptionnel et/ou post-transcriptionnel, par exemple en séquestrant la
protéine SREBP1 ou en modulant son niveau d’acétylation via I’histone désacétylase SIRT1, autre
partenaire de la lamine A (Ghosh et al. 2013; B. Liu et al. 2012). A noter que I'acétylation de SREBP1
régule également sa fonction (Ponugoti et al. 2010). Or il a été montré que parmi les nombreux
geénes cibles de SREBP1, il y a deux histone désacétylases, HDAC5 et HDAC9 (Lecomte et al. 2010).
Nous avons validé que I'expression du géne d’Hdac9 était également diminuée dans les muscles de
souris transduits avec les AAV codant la lamine A R388P. Au-dela des modifications de I'acétylation
des histones, des réles pour ces deux HDACs ont été mis en évidence dans le contexte musculaire.
HDAC9 jouerait un rdle dans I'activité électrique des neurones (Méjat et al. 2005), alors que HDAC5
régulerait I'assimilation du glucose et I'action de I'insuline dans le muscle (Raichur et al. 2012). |l
serait intéressant d’étudier si les muscles exprimant les lamines A mutées R388P et responsables de

L-CMD présentent des altérations au niveau de la transmission des influx nerveux.
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Vl.Les Ilamines A R388P sont responsables de
dysmorphies nucléaires

La surexpression des FLAG-LA R388P dans les cellules Hela et dans les cellules C2C12 induit
des dysmorphies nucléaires, phénotype qui n’est pas spécifiquement associé a la pathologie L-CMD,
puisque décrit notamment dans les contextes HGPS (fibroblastes de patients portant la mutation
LMNA p.G608G (Csoka et al. 2004; R. D. Goldman et al. 2004)), FPLD (fibroblastes de patients portant
la mutation LMNA p.R482W/Q (Vigouroux et al. 2001)) et DCM (coeurs de souris hétérozygotes
Lmna™*** (Cattin et al. 2013)).

Les dysmorphies induites par la lamine A mutante responsable de L-CMD semblent cependant
bien différentes de celles observées dans le contexte d’une autre laminopathie qui a fait I'objet de
trés nombreuses étude, le syndrome progéroide HGPS. En effet, il est intéressant de noter que, dans
nos conditions de transfection, nous n’observons pas de dysmorphies nucléaires pour les cellules
C2C12 exprimant la progérine mais plutot des repliements de I’enveloppe nucléaire. Contrairement
au contexte de la progéria ol les défauts de forme des noyaux sont dus a un défaut de maturation de
la pré-lamine A mutante (Capell et al. 2005; Toth et al. 2005; S. H. Yang et al. 2005), dans le contexte
L-CMD (LMNA p.R388P), la lamine A mature est capable d’induire des dysmorphies nucléaires
séveres. Dans le contexte progéria (fibroblastes de patiente) et dans des fibroblastes siLMNA, la
forme des noyaux peut étre rétablie avec un traitement a la rémodeline qui modifie I'organisation
des microtubules ou au nocodazole et a la colchicine, deux drogues qui déstabilisent les microtubules
(Larrieu et al. 2014), alors que dans le contexte des lamines A R388P, le traitement au nocodazole n’a
pas eu d’effet. De plus, dans le contexte de la progéria, le remodelage de la chromatine par un
inhibiteur d’HDAC (TSA) en association a la mévinoline a amélioré la forme des noyaux (Columbaro et
al. 2005), dans le contexte des lamines A R388P, le traitement des cellules avec la TSA n’a pas eu
d’effet.

En conclusion, les mécanismes sous-jacents aux dysmorphies nucléaires sont différents dans
les contextes HGPS (expression de progérine) et L-CMD (expression de lamine A R388P). Pour autant,
comment expliquer la génération des dysmorphies causées par les lamines A R388P ? Plusieurs
modeles ont été proposés dans la littérature.

1. Role possible de I’état de la chromatine face aux forces du cytosquelette.

Un premier modeéle a été proposé dans des cellules épithéliales de mammiferes qui présentent
des dysmorphies nucléaires en réponse au knock down de BRG1, la sous unité catalytique du
complexe SWI/SNF (Imbalzano et al. 2013). Ce complexe qui comprend une famille d’enzymes de
remodelage de la chromatine ATP-dépendantes, utilise I'énergie provenant de I’hydrolyse de I'ATP
pour casser et déstabiliser les contacts histone-ADN sur le nucléosome (Imbalzano et al. 1994; Kwon
et al. 1994). Or, des données de Chip-Seq dans des cellules Hela indiquent qu’une fraction des
régions liées par SWI/SNF sont associées a la lamina (Euskirchen et al. 2011). Les auteurs ont suggeré
qgue BRG1 organiserait la chromatine au niveau de la lamina. lls ont proposé que la perte de BRG1

altérerait la structure de la chromatine (condensation) dans la région de la lamina, alors que les
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connections entre la chromatine et la lamina seraient maintenues, ce qui générerait des dysmorphies
nucléaires (Figure 96 A)). A l'inverse, dans nos modeles cellulaires avec expression de la lamine A
R388P, les changements de statut épigénétique de la chromatine observés suggerent une
décondensation globale de la chromatine.
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Figure 96 : Modéles de dysmorphies nucléaires proposés dans différentes études
A) Dysmorphies nucléaires dues au knock-down de BRG1 (Imbalzano et al. 2013). B) Dysmorphies nucléaires dues a la perte
de I'adressage de la chromatine a la périphérie nucléaire (Schreiner et al. 2015)

De maniére intéressante, chez la levure S. pombe, qui est dépourvue de lamines, il a été
montré que la perte d’adressage de la chromatine a I'enveloppe nucléaire était responsable de
dysmorphies nucléaires (Schreiner et al. 2015). Dans ce cas, ce serait 'augmentation du flux de
chromatine associée a des membranes moins rigides, sous I'effet des forces du cytosquelette qui
causerait les dysmorphies nucléaires (Figure 96 B)). En accord avec ce modeéle, il a été montré dans
des myocytes de rats que c’est la balance entre des forces de tension et de compression générées
par le cytosquelette et la chromatine qui régule la forme des noyaux, (Figure 96 B)) (H. Lee et al.
2015). Cependant, dans nos modeles cellulaires de surexpression de lamines A R388P, la modification
de structure de la chromatine soit par un inhibiteur d’HDAC, soit par un inhibiteur d’HAT en
association ou non avec un déstabilisateur de microtubules n’a pas permis de retrouver une forme
normale des noyaux. Ces données suggerent que ce ne serait pas le changement de flux de la
chromatine qui serait seul a l'origine des dysmorphies nucléaires. La dynamique de la chromatine
pourrait cependant étre un facteur additionnel, qu’il serait intéressant d’étudier dans nos modeles

cellulaires.

2. Role direct possible des deux types de lamines.

Alors que nos données suggérent que les flux de chromatine ne seraient pas I'élément
principal responsable des dysmorphies nucléaires, notre hypothése est que les flux de lamines A
R388P en serait directement a I'origine. En accord avec cette hypothéese, nous avons observé une
augmentation de la dynamique des lamines A R388P par rapport aux lamines A WT dans les cellules
Hela. Les lamines de type A et les lamines de type B régulent respectivement les propriétés de

viscosité et d’élasticité du noyau (Swift et al. 2013). Swift et ses collaborateurs imaginent les lamines
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de type B comme étant les parois élastiques d’un ballon, qui permettent le retour a une forme
d’origine apres déformation; et les lamines de type A a un fluide visqueux au sein du ballon qui
empéche sa déformation. Au vu des altérations de l'intégrité de I'enveloppe nucléaire dans les
cellules exprimant les lamines A R388P, avec notamment des anomalies du marquage de la lamine
B1, on pourrait supposer que les dysmorphies nucléaires soient une conséquence d’'une perte de
fonction des lamines de type A mais aussi des lamines de type B concernant les propriétés de
viscosité et d’élasticité du noyau (Figure 97).
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Figure 97 : Modéle de dysmorphies nucléaires causées par les lamines A R388P et leur impact sur la lamine B1

D’ores et déja, nous pouvons proposer afin de diminuer les dysmorphies nucléaires, d’essayer
d’intervenir directement sur le niveau d’expression des lamines mutées et le processus de leur

assemblage en polymeres.

D’autres éléments de la cellule pourraient cependant également contribuer aux dysmorphies
nucléaires observées, tels que I'a-dystrobrévine, protéine appartenant au complexe associé a la
dystrophine mais également présente dans le noyau (Borutinskaite et al. 2011; Fuentes-Mera et al.
2006; Gonzalez-Ramirez et al. 2008; Navakauskiené et al. 2012). Il a été montré dans des C2C12
gu’elle interagissait avec la lamine B1 et que son extinction causait entre autres des altérations de
localisation des lamines A/C, B1 et B2 et des dysmorphies nucléaires (Aguilar et al. 2015). Or, dans les
muscles exprimant les lamines A R388P, une diminution du niveau d’ARNm de Dtna, codant I'a-
dystrobrévine, a été observée. Aussi, il serait intéressant d’étudier la contribution éventuelle de I'a-
dystrobrévine dans la génération des dysmorphies nucléaires causées par I’expression des lamines A
R388P.

VIil. Les lamines A R388P induisent un changement de
typage des fibres musculaires du tibial antérieur de souris

L’avantage d’utiliser des AAV pour exprimer une protéine mutante dans un muscle de souris
est que ce protocole expérimental est beaucoup plus rapide et moins onéreux a mettre en place que

I’établissement de lignées de souris transgéniques.
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Néanmoins, il est clair que ce protocole expérimental présente plusieurs inconvénients
d’importance. En premier lieu, il nous limite a I'étude d’un muscle rapide qu’est le tibial antérieur
alors que l'injection dans un muscle lent tel que le soleus est difficile a envisager. En effet, en raison
de sa localisation et de son petit volume, une injection dans le soleus aurait nécessité au préalable
une opération chirurgicale pour visualiser le muscle, opération que nous ne savons pas réaliser
techniquement. Il est probable que le tibial antérieur, parce qu’il est un muscle rapide ne soit pas
forcément le plus pertinent a étudier dans le contexte L-CMD. Notons qu’il a été rapporté dans une
étude de huit enfants atteints de dystrophies musculaires liées au gene LMNA que le tibial antérieur
ne présentait d’infiltration lipidique que dans le cas des patients les plus atteints et n’était que peu
touché par I'atrophie en comparaison a d’autres muscles tels que le pectoral mineur ou le trapéze
(Gémez-Andrés et al. 2016). L'autre inconvénient de ce protocole expérimental est qu’il ne permet
pas d’observer I'impact de la protéine mutée sur un organisme entier mais seulement sur un organe
transduit qui est en contact avec d’autres organes «sauvages». Enfin, avec ce protocole
expérimental, les lamines ectopiques ne sont exprimées que pendant un temps relativement court
(un mois) lorsque les souris sont déja agées de 10 semaines, aussi nous ne pouvons pas observer leur
impact au niveau du développement embryonnaire. Ce modeéle nous a cependant permis d’identifier

des différences dans |'organisation des muscles exprimant les lamines A WT et R388P.

Nous avons mis en évidence une modification dans le typage des fibres musculaires du tibial
antérieur injecté par les AAV codant la lamine A mutée R388P. Que peut signifier la diminution du
nombre de fibres de type IIA/IIAX ? La fréquence relative de chaque type de fibre dans un muscle
définit ses capacités fonctionnelles globales. De nombreux signaux environnementaux tels que le
vieillissement, I'atrophie ou I'exercice peuvent modifier les caractéristiques fonctionnelles du muscle
en changeant les types de fibre (Pette and Staron 2001; Higginson et al. 2002). En effet, I'exercice
physique prolongé (type endurance) entraine une augmentation dans le métabolisme oxydatif et
conduit a la transition des myofibres rapides (type 1) a lentes (type |) alors que la perte d’activité et
le vieillissement ont des effets opposés (Bassel-Duby and Olson 2006). Dans notre cas, I'activité
physique des souris n’a pas été mesurée. En revanche, tenant compte des propriétés des lamines A
mutées révélées par ailleurs dans notre étude, on peut suggérer que le changement de typage des
fibres soit une conséquence de I'impact des lamines A mutées sur la chromatine, aboutissant a la
dérégulation de I'expression de genes impliqués dans la détermination du typage des fibres. Parmi
les génes que nous avons identifiés comme dérégulés dans le tibial antérieur en réponse a
I’expression des lamines A R388P, on peut citer HDAC9. Il est connu que Mef2c et MITR (MEF2c-
interacting transcription repressor), I'isoforme de HDAC9 majoritaire dans le muscle qui est dépourvu
du domaine catalytique des HDACs, contrélent I'expression de MyoD et de la myogénine de maniere
dépendante de l'activité électrique, et que le niveau d’expression de ces derniéres est alors
augmenté en réponse a la dénervation du muscle (Méjat et al. 2005). Cependant dans notre modele,
la diminution du niveau d’ARNm de Hdac9 ne se répercute pas au niveau de I'expression de Myog. Il

est donc peu probable que HDAC9 soit directement impliqué dans I'altération du typage des fibres.

Par ailleurs, il a été montré que la surexpression forcée du complexe transcriptionnel composé
de Six1 et Eyal dans le muscle de souris soleus induisait la synthése de novo de la MyHC IIB, isoforme
normalement minoritaire dans les muscles a contraction lente (Grifone et al. 2004). Dans ce

contexte, il a été observé un changement du typage des fibres, évoluant d’un type lent (MHC I) vers
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un type rapide (MHC IIA, IIB et/ou IIX). Nos analyses transcriptomiques n’ont cependant pas montré
de différence significative d’expression des ARNm d’Eyal entre les muscles du tibial antérieur
exprimant les protéines FLAG-LA WT et R388P. Il nous reste a étudier I'expression du gene Six1 et de
d’autres génes dont I'expression a également été associée au typage des fibres musculaires.

Il est intéressant de noter qu’un changement de typage a été observé lors de la modulation de
I’expression du partenaire de la lamine A qu’est LAP2a, aussi impliqué dans la régulation de
I'expression de génes. La perte de LAP2a (souris knock out) a causé une augmentation du
pourcentage de fibres de type Il (47% vs 56%) au détriment des fibres de type | spécifiquement dans
un muscle, le soleus (Gotic et al. 2010). Ainsi, dans le tibial antérieur, ils n"ont pas observé de
changement de typage entre les fibres de type | et Il. Cependant, il est difficile de comparer nos
résultats avec cette étude, ol la composition précise des différents types de fibres MHC IIA et MHC
IIB n"a pas été faite.

Peut-on extrapoler les résultats que nous avons obtenus chez la souris directement avec les
phénotypes de I"humain ? Probablement non, si I'on considére que chez I’homme, la protéine MyHC
IIB n’est pas détectable bien que le géne correspondant (MYH4) soit présent dans le génome, et que
les fibres typées comme |IB sur la base de la coloration ATPase sont en réalité des fibres IIX si on se
base sur la composition en MyHC (Smerdu et al. 1994). De plus, a I'inverse des fibres |IX de la souris,
les fibres 11X chez 'homme sont celles avec I'activité SDH la plus faible en comparaison a tous les
autres types de fibre. Néanmoins, on peut imaginer que les mécanismes sous-jacents aux altérations
de la fonction musculaire puissent également inclure une altération du typage des fibres musculaires
chez la patiente atteinte de L-CMD en réponse a la mutation LMNA p.R388P. A noter que le typage
des fibres musculaires est affecté dans différentes pathologies musculaires telles que la dystrophie

musculaire de Duchenne (Talbot and Maves 2016).

Notons également que les muscles squelettiques ont un réle dans le maintien du métabolisme
du corps entier étant donné leurs fortes capacités oxydatives et la proportion importante de ces
tissus dans le corps. Il a notamment été montré que les souris hétérozygotes Thx15"” qui expriment
une quantité réduite du facteur de transcription Tbx15 ont non seulement une diminution du
nombre des fibres glycolytiques dans leurs muscles, mais présentent aussi une intolérance au glucose
et une augmentation de I'adiposité (K. Y. Lee et al. 2015). De plus, dans la souris utilisée comme
modele de L-CMD induit par le mutant de Lmna AK32, il a été montré que I'activité transcriptionnelle
de SREBP1 était diminuée dans le foie alors que les MEFs culitvés ex vivo ne différenciaient pas
efficacement en adipocytes (Bertrand et al. 2012), or I'expression du gene codant SREBP est
diminuée dans nos modeéles animaux. Ainsi, le changement de typage des muscles observé dans les
tibials antérieurs exprimant les lamines A R388P pourrait également représenter un mécanisme a
I'origine de la perte du tissu adipeux et de I'insulinorésistance modérée observée chez la patiente
HER Lo.
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Conclusion et Perspectives

Mes travaux de thése rapportent le cas d’une patiente atteinte d’'une dystrophie musculaire
congénitale avec apparition d’une lipodystrophie au début de la puberté, porteuse d’une mutation

du géne LMNA a I'état hétérozygote, la mutation p.R388P.

I. Avantages de I’étude de difféerents modeles

Au cours de ces trois années, nous avons travaillé sur différents modeles cellulaires et
animaux. D’un point de vue organisationnel, gérer trois lignées cellulaires et des cultures de clones
prend plus de temps que de multiplier les expériences sur un seul modéle, cependant cela permet de
répondre a des questions distinctes et chaque modeéle présente des avantages spécifiques.

En effet, méme si les fibroblastes de la patiente ont eu une culture limitée et sont issus d’'un

tissu pas ou peu concerné par la maladie, ils expriment les lamines A/C a un niveau physiologique.

Les cellules Hela ont le défaut d’étre des cellules immortalisées issus également d’un tissu pas
ou peu concerné par la maladie, ol I'on a fait surexprimer les lamines sauvages ou mutées.
Cependant, elles sont des cellules d’origine humaine dont la culture et la transfection sont aisées. De
plus, elles ont I'avantage d’avoir été préalablement utilisées pour caractériser les phénotypes
cellulaire induits en réponse a différentes mutations dans le gene LMNA ainsi que pour identifier les

régions du génome associées aux lamines.

Les myoblastes C2C12 bien qu’étant d’origine murine et exprimant également les lamines A a
des niveaux plus élevés que la normale aprés transfection, présentent les avantages de pouvoir étre
cultivés et transfectés relativement aisément et de provenir d’un tissu directement concerné par la

maladie (le muscle squelettique).

L'injection d’AAV codant les lamines A sauvages vs mutées ne peut se faire que dans un muscle
accessible de la souris, cependant cette approche expérimentale permet d’étudier dans un temps

relativement court I'impact du mutant de lamine sur un organe entier (ici le tibial antérieur).

Il. Résultats principaux

Mon travail de thése a permis de montrer que les lamines A R388P avaient des effets

pléiotriopes. Les résultats principaux sont résumés ci-dessous :

Dans les cultures primaires, I'expression des lamines A/C mutées p.R388P induit une

sénescence précoce.
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Dans les cultures de cellules immortalisées HelLa/C2C12 la lamine A mutée semble avoir une
stabilité comparable a celle de la lamine A sauvage mais n’est pas localisée normalement et est plus
soluble et plus dynamique, suggérant un défaut de polymérisation. En effet, elle est déplétée de
I’enveloppe nucléaire et s’accumule dans le nucléoplasme, ce qui a déja été observé notamment
dans des MEFs (Mouse embryonic fibroblasts) de souris LMNA
L-CMD. Par contre, les lamines A mutées R388P induisent des dysmorphies nucléaires séveres

, modeéle cellulaire de la pathologie

distinctes de celles décrites dans d’autres contextes de laminopathies. En effet, contrairement aux
dysmorphies nucléaires présentes dans les cas de progéria, celles causées par les lamines A R388P ne
sont pas dues a un défaut de maturation de la pré-lamine A et ne sont donc ni reversées en
empéchant la farnésylation de la pré-lamine A, ni en relachant les forces exercées par le
cytosquelette ou en modifiant le degré de condensation de la chromatine via la modulation de

I'acétylation des histones.

Dans les cellules Hela, la quantité et I'identité des régions du génome liées par les lamines A
R388P se sont révélées tres différentes de celles liées par les lamines A sauvages, suggérant un
impact spécifique de ce mutant lamine A sur I'expression du génome. De plus il a été montré une

perte de la modulation épigénétique observée avec la surexpression de lamine A sauvage.

Dans les muscles tibials antérieurs, les lamines A R388P ne sont pas localisées normalement et
sont également déplétées de I'enveloppe nucléaires et localisées uniquement dans le nucléoplasme.
L’expression des lamines A R388P induit un changement de typage des fibres musculaires avec une
diminution des fibres oxydatives, les fibres utilisées principalement pour des exercices peu puissants
et prolongés tels que le maintien de la posture. De plus, on observe dans les muscles exprimant les
lamines A R388P une modification de I'expression de certains génes dont Srebf1 qui code le facteur
de transcription SREBP1 et Dtna qui code I'a dystrobrevine, protéine du complexe DGC (dystrophin
associated glycoprotein complex) et dont la déplétion induit une dystrophie des muscles

squelettiques et cardiaque chez la souris (Grady et al. 1999).

lll. Perspectives

Les résultats obtenus jusqu’a présent ouvrent la voie a de nouvelles questions quant a I'impact
de la mutation LMNA p.R388P.

A. Quelles sont les propriéetés mécaniques des noyaux

exprimant les lamines A R388P?

Notre hypothése est que les noyaux exprimant les lamines A R388P auraient des propriétés
d’élasticité (via la lamine B1) et de viscosité (via la lamine A) différentes des noyaux contréles
exprimant des lamines A sauvages, ce qui contribuerait a générer des dysmorphies nucléaires. Pour
tester cette hypothése, nous souhaiterions réaliser des expériences biophysiques qui permettent de
mesurer les propriétés d’élasticité et de viscosité des noyaux, comme par exemple en aspirant les
noyaux exprimant les lamines A R388P ou WT a travers une micropipette (Swift et al. 2013). Par
ailleurs, I'étude de la réponse des cellules a des modifications de leur environnement en terme de

rigidité ou de soumission a des stress mécaniques (par exemple, forces de type uniforme biaxiales
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appliquées aux membranes) donnerait aussi des indications sur la capacité de transmission des
forces entre le noyau et le cytosquelette dans les différents contextes de lamines A (WT vs R388P)
(Verstraeten et al. 2008; Swift et al. 2013).

B. Quelles sont les conséquences des modifications de

I’organisation 3D du génome sur I’expression de génes ?

En réponse a I'expression des lamines A R388P, alors que notre analyse ChIP-Seq supporte un
changement de I'organisation 3D du génome, notre étude sur les marques épigénétiques suggere
une modification de la compaction de la chromatine. Il serait bon d’approfondir ces points en
poursuivant les analyses sur les modifications épigénétiques (par immunofluorescence) et en

étudiant I'état de la compaction de la chromatine par observation au microscope électronique.

Afin d’explorer I'impact de la modification de I'organisation du génome et des marques
épigénétiques sur la transcription, il sera nécessaire de réaliser des expériences de RNA-Seq.

Cette approche dans les cellules HelLa permettra d’établir un lien, si il existe, entre la liaison
des lamines A R388P a des génes et le niveau d’expression de ces derniers. En parallele, des
expériences de RNA-Seq effectuées avec les myoblastes C2C12 exprimant les lamines A mutées ou
avec des nouveaux modeéles cellulaires devraient permettre de déterminer quelles voies de
signalisation sont altérées spécifiquement dans ces types cellulaires et qui pourraient contribuer au
développement de la pathologie de la patiente atteinte de L-CMD en raison de la mutation LMNA
p.R388P.

C. Quel est I'impact de la diminution du nombre des fibres
oxydatives dans le muscle ?

Nous avons commencé a étudier les voies qui pourraient étre responsables de la diminution du
nombre des fibres oxydatives mais de I'augmentation du nombre de fibres glycolytiques dans les
muscles tibials antérieurs injectés par des AAV pour exprimer les lamines A R388P. Cependant, il
reste a compléter ces études par des mesures d’expression d’autres génes et de protéines connus
pour étre impliqués dans le typage des fibres, comme Six1 ou Nfatcl. Il serait aussi intéressant
d’étudier I'évolution du typage des fibres au cours du temps et/ou en fonction de I'dge de I'animal.
Pour cela, les analyses in vivo pourraient étre réalisées a différents temps apres injection des AAV
dans le muscle de souris plus ou moins jeunes. Afin de déterminer I'impact fonctionnel du
changement de typage des fibres, il serait nécessaire de réaliser par exemple des expériences de
mesure de force maximale générée par le muscle. Pour éviter les désagréments du modéle animal
utilisé ici (muscle injecté avec les AAV), nous pourrions envisager de générer un modele de souris Kl
Lmna R388P.

D.Les lamines A R388P altérent-elles la différenciation
adipocytaire et musculaire ?

Il serait particulierement intéressant de développer des nouveaux modeles cellulaires afin
d’étudier la différenciation adipocytaire ou musculaire. Trois modeéles pourraient étre envisagés: 1)
des précurseurs de cellules musculaires ou adipeuses transduits par des lentivirus pour exprimer les

lamines mutantes, 2) des iPCSc (Induced Pluripotent Stem cell) générées a partir de cellules de
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patients, 3) ou encore des lignées de cellules portant la mutation LMNA d’intérét générées grace au
systeme CRISPR/Cas9. Des modeéles humains présenteraient de plus un avantage certains en
comparaison a des modeles murins. Avec ces modeles cellulaires, nous pourrions évaluer
I’expression et la fonction du facteur de transcription SREBP1, préalablement montré comme jouant
un réle dans les tissus musculaires et adipeux; les deux tissus majoritairement affectés chez la
patiente atteinte de L-CMD causée par la mutation LMNA p.R388P. Nous avons montré que SREBP1
est modifié en réponse a I'expression de lamine A R388P (protéine stabilisée par les lamines A R388P
dans les cellules HelLa mais expression du gene diminuée dans les muscles de souris). On pourrait
alors grace a ces modeles d’abord valider si les lamines R388P causent véritablement un défaut de
différenciation myoblaste-myotube ou préadipocytes-adipocyte et si tel est le cas, évaluer la

contribution d’'une éventuelle dérégulation de SREBP1 dans ce processus.

E. Y a-t-il des mécanismes sous-jacents communs aux L-
CMD causées par des mutations distinctes du géne LMNA ?

A long terme, |l serait particulierement intéressant de comparer les effets induits par la lamine
A R388P a ceux induits par des mutations du gene LMNA qui générent I'expression de lamines A
mutantes qui présentent également un défaut d’assemblage en polyméres mais aussi a d’autres
mutations du géne LMNA responsables de dystrophie musculaire congénitale (L-CMD). Dans le cas ou
I’'on retrouverait des fonctions communément altérées, celles-ci pourraient étre ciblées a des fins

thérapeutiques.
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Matériels et méthodes

IV. Identification de la nouvelle mutation hétérozygote
p-R388P du géne LMNA

Une patiente diagnostiquée pour une dystrophie musculaire congénitale, des anomalies du
rythme atrial et pour une lipodystrophie a été adressée a I’age de 11 ans au département de biologie
moléculaire de La Pitié-Salpétriere (Assistance Publique-Hopitaux de Paris, France) pour un
séquencage du géne LMNA. Ses parents d’origine Caucasienne et sa sceur étaient asymptomatiques.
Les études cliniques, biologiques et moléculaires de la patiente et de ses proches ont été faites apres

consentement éclairé selon les procédures légales.

L’ADN génomique a été extrait des leucocytes du sang périphérique. La région codante entiere
et les jonctions d’épissage du géne LMNA ont été amplifiés par PCR avec des amorces spécifiques
chez le proband et ses proches et soumis a un séquencage direct comme décrit préalablement
(Bonne et al. 1999). Une transversion 1163G>C hétérozygote dans l'exon 7, prédisant une
substitution p.R388P, a été identifiée chez le proband mais pas chez ses parents et sa sceur. Cette
mutation, qui est apparue de novo, était absente chez plus de 150 sujets contréles non apparentés.

V. Etudes cellulaires

A. Culture cellulaire

1. Culture de fibroblastes

Les fibroblastes humains ont été cultivés dans du Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM),
a forte concentration en glucose, GlutaMAX (Gibco), 10% de sérum de veau feetal, 1mM de pyruvate

de sodium, 1% de pénicilline-streptomycine et 5 pg/ml de plasmocine.
2. Culture et transfection des cellules HelLa

Les cellules humaines Hela ont été cultivées dans du Minimum Essential Medium (MEM)
contenant du glutamax (Gibco) avec 1% d’acides aminés non essentiels et 10% de sérum de veau
feetal. Le produit XtremeGENE 9 (Roche) a été utilisé pour transfecter les cellules selon les
instructions du fabricant. Un ratio de 3 : 1 entre la quantité de réactif de transfection XtremeGENE 9

(ul) et d’ADN (ug) a été appliqué. Les cellules ont été analysées 24 h apres transfection.
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3. Culture et transfection des cellules C2C12

Les myoblastes C2C12 ont été cultivés dans du milieu Dulbecco’s Modified Eagle Medium
(DMEM) a forte concentration en glucose et contenant du GlutaMAX™ (Gibco) ainsi que 10% de
sérum de veau foetal. Le produit XtremeGENE 9 (Roche) ou la lipofectamineTM 2000 (Life
technologies) ont été utilisés en accord avec les instructions du fournisseur. Les cellules ont été

analysées 24 h apres transfection sauf si précisé.
4. Test de Senescence par la B-Galactosidase

Les fibroblastes ont été mis a pousser sur lamelles de verre, fixés 12 min a température
ambiante avec une solution de formaldéhyde a 3% dans du PBS et incubés sur la nuit a 37°C dans [1
mg/ml X-gal, 40 mM acide citrique, 126 mM phosphate de sodium pH 6, 5 mM ferricyanide de
potassium, 5 mM ferrocyanide de potassium, 150 mM NaCl, 2 mM MgCI2]. L’activité de la B-
Galactosidase spécifique a la sénescence a été déterminée en quantifiant le pourcentage de cellules
colorées en bleu par observation directe des lamelles au microscope (n = 900-1100 cellules dans

chaque cas).
5. Traitements cellulaires
a) Traitement a la cycloheximide

Les cellules Hela ont été cultivées dans des puits de boites a 24 puits. 24 h apres transfection,
110 pl de cycloheximide (diluée a 600 pg/ml dans du milieu de culture) ont été ajoutés aux 550 pl de
milieu de culture présents dans chaque puits (i.e une concentration finale de cycloheximide de 100
pg/ml). Des extraits protéiques de cellules ont été préparés aux différents temps (0,1 h,2het3 h

apres le début du traitement), en ajoutant du tampon de Laemmli (SDS, DTT) dans les puits.

b) Traitement au nocodazole

Vingt-quatre heures apres transfection avec les plasmides d’intérét, les C2C12 ont été
incubées en présence de nocodazole (Sigma-Aldrich ; stock préparé a 20 mM dans du DMSO) a 5 ou
10 uM ou dans 0,05% de DMSO pendant 1 ou 3 h.

c) Traitement a la cytochalasine D

Vingt-quatre heures apres transfection avec les plasmides d’intérét, les C2C12 ont été
incubées en présence de cytochalasine D (Sigma-Aldrich, stock préparé a 2 mM dans du DMSO) a 1
ou 2 UM ou dans 0,2% de DMSO pendant 20 min ou 3 h.

d) Traitement a la mévinoline

Six heures aprées transfection avec les plasmides d’intérét, les C2C12 ont été incubées en
présence de mévinoline (Sigma-Aldrich ; stock préparé a 25 mM dans du DMSO) a 10 ou 30 uM ou
dans 1% de DMSO pendant 18 h.
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e) Traitement a I’acide anacardique

Six heures apres transfection avec les plasmides d’intérét, les C2C12 ont été incubées en
présence d’acide anacardique (Sigma-Aldrich, stock préparé a 20 mg/ml dans du DMSO) a 50 ou 100
UM ou dans 0,175% de DMSO pendant 18 h.

f) Traitement a la Trichostatine A (TSA)

Six heures aprées transfection avec les plasmides d’intérét, les C2C12 ont été incubées en
présence de Trichostatine A (Sigma-Aldrich, stock préparé a 1 mM dans du DMSO) a 0,1 uM ou dans
0,01% de DMSO pendant 18 h.

6. Etablissement de clones stables

Des cellules C2C12 ont été transfectées comme décrit ci-dessus avec les plasmides pEGFP-C1-
preLA-WT, pEGFP-C1l-prelLA R388P et pEGFP-Cl-vide. 24 h post-transfection, I'antibiotique G418
(Euromedex) a été ajouté au milieu de culture a 750 ug/ml, les cellules ont par la suite toujours été
cultivées dans ce milieu. Trois jours apres transfection les cellules ont été amplifiées puis triées au
FACS Aria Il (BD Biosciences) pour garder les cellules les plus fluorescentes et les ensemencer en
boites a 6 puits (polyclones). Aprés amplification des cellules pendant 14 jours, les cellules ont de
nouveau été triées au FACS puis collectées 1 par 1 en plaque a 96 puits (clones). Aprés amplification
des cellules, les 10 clones de chaque condition exprimant la GFP le plus fortement (estimation au
microscope) ont été gardés. Du fait de I'"hétérogénéité d’expression des protéines étiquetées GFP au
sein de chaque clone, les populations clonales ont de nouveau été triées au FACS 5 semaines apreés le

premier clonage.

B. Construction des plasmides

Les plasmides pcDNA-HA-SREBP1c, pcDNA-vide, pCMV-FLAG-preLA-WT, pCMV-FLAG-pre-LA-
L647R, pPCMV-FLAG-LAM-WT et pEGFP-C1-preLA-WT ont été construits au sein du laboratoire avant
mon arrivée (Duband-Goulet et al. 2011).

Les plasmides du Tableau 5 ont été construits a partir des matrices indiquées avec le kit
QuikChange Lightning Site-Directed Mutagenesis (Agilent Technologies) en accord avec les
instructions du fabricant. Brievement, une partie des plasmides matrices ont été amplifiés par PCR en
utilisant les amorces indiquées, contenant la séquence d’intérét mutée. Les produits de PCR ont
ensuite été digérés par I'enzyme Dpnl. Pour finir les bactéries ultra-compétentes XL10-Gold® ont été

transformées.

Nom du plasmide
pCMV-Flag-LAm-R388P

pCMV-Flag-preLA-R388P

pCMV-Flag-preLA-R388P-

L647R

pCMV-Flag-preLA-R388P-

S390A

pCMV-Flag-preLA-R388P-

S390A-S392A

Matrice
pCMV-Flag-LAm-WT

pCMV-Flag-preLA-WT
pCMV-Flag-preLA-L647R

pCMV-Flag-preLA-R388P

pCMV-Flag-preLA-R388P

Primer forward

gag gag agg cta cca ctg tcc ccc age
gag gag agg cta cca ctg tcc ccc age

gag gag agg cta cca ctg tcc ccc age

agg cta cca ctg gcc cce age cct acc

agg cta cca ctg gece cce gee cct ace
tcg cag

Primer Reverse

gct ggg gga cag tgg tag cct ctc cte
gct ggg gga cag tgg tag cct ctc cte

gct ggg gga cag tgg tag cct ctc ctc

gst agg gct ggg gec cag tgg tag cct

ctg cga ggt agg ggc ggg gec cag tgg
tag cct
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pCMV-Flag-preLA-S22A- pCMV-Flag-preLA-R388P-  tcc act ccg ctg gec ccc acc cge atc gat gcg ggt ggg ggc cag cgg agt gga
R388P-S390A-S392A S390A-5392A

pCMV-Flag-preLA-WT-S390A- pCMV-Flag-preLA-WT agg cta cgc ctg gece ccc gec cct acc ctg cga ggt agg ggc ggg ggc geg tgg
S392A tcg cag tag cct
pSVK3-Flag-preLA-R388P pSVK3-Flag-preLA-WT gag gag agg cta cca ctg tcc ccc age  gct ggg gga cag tgg tag cct cte ctc

Tableau 5: Mutagénéses dirigées

Le plasmide pEGFP-C1-preLA-R388P a été construit a partir du plasmide pEGFP-C1-prelLA-WT
(généré auparavant au sein du laboratoire) et du pCMV-FLAG-pLA-R388P. Une partie de la séquence
du pCMV-FLAG-preLA-R388P a été amplifiée par PCR (acide aminé 174 a 465) en utilisant les amorces
5’-GCCCTAGGTGAGGCCAAGAAGCAACTT-3" et 5-GCCCATGGACTGGTCCTCATTGGACTTGT-3'. Le
produit de PCR (aprés purification avec le kit QUIAGEN) et le plasmide pEGFP-C1-pLA-WT ont été
digérés avec les enzymes EcoNI et Pflml (3 h a 37°C). Les ADNs ont ensuite été déposés sur gel
d’agarose, et apres migration les bandes souhaitées ont été extraites du gel (kit de Macherey-Nagel).
Elles ont ensuite été liguées par la T4 DNA Ligase (Promega) a 14°C sur la nuit avec un rapport
vecteur/insert de 1/3. Des bactéries DH5a ont ensuite été transformées par le produit de ligation.
Une colonie a ensuite été mise en maxiculture et le plasmide purifié en préparant une maxiprep avec
le kit QIAGEN.

C. Analyses d’ARN

48 h avant I'extraction d’ARN 250 000 cellules HelLa ont été ensemencées par puits de boite de
culture a 6 puits et 400 000 fibroblastes humains ont été ensemencés dans des boites de cultures de
10 cm de diamétre. Les extraits totaux d’ARN ont été préparés en utilisant le kit RNeasy® Mini Kit
(Qiagen) selon les instructions du fabricant.

La transcription inverse et la qPCR ont été réalisées en une seule étape en utilisant le kit
QuantiTect SYBR Green RT-PCR (Qiagen) selon les instructions du fabricant. Les plaques de 384 puits
contenant les mix PCR ont été centrifugées 1 min a 2000 rpm avant d’étre traitées par le LightCycler
480 System (Roche).

D. Analyses microscopiques

1. Immunofluorescence

Les cellules ont été mises en culture sur lamelles de verre (12 mm de diametre), elles ont
ensuite été fixées par une solution de paraformaldéhyde a 3% dans du PBS pendant 12 min a
température ambiante puis lavées avec du PBS. Les cellules fixées ont par la suite été perméabilisées
dans du PBS contenant 0,5% de Triton X-100, pendant 5 min a température ambiante, puis elles ont
été saturées par du PBS contenant 0,1% de Triton X-100 et 2% de BSA pendant 25 min a température
ambiante. Les anticorps primaires et secondaires qui ont été dilués dans du PBS, 0,1% de Triton X-
100 et 1% BSA ont été ajoutés aux cellules pendant 30 min a température ambiante. Aprés marquage
de 'ADN au Hoechst, suivi de deux lavages en PBS, les lamelles ont ensuite été montées dans du
Mowiol. Les lames ont été observées au microscope confocal LSM 700 (ZEISS) de la plateforme

d’imagerie de l'institut BFA.
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2. Détermination de la dysmorphie des noyaux

Les cellules ont d’abord été traitées par immunofluorescence pour marquer les protéines
ectopiques d’intérét avec des anticorps anti-FLAG ou les lamines de type A endogenes avec les
anticorps anti-LA/C. Ensuite, la dysmorphie des noyaux a été estimée a partir des acquisitions
d’images réalisées au microscope confocal, soit directement en observant a I'ceil ou indirectement
en utilisant le logiciel Image J qui permet de calculer la circularité des noyaux (4m x surface /

périmeétre?).

3. Détection in situ des interactions protéine-protéine par Proximity
Ligation Assay (PLA)

Des cellules Hela ou C2C12 transfectées ont été fixées et incubées avec des couples
d’anticorps primaires: [lapin anti-FLAG et souris anti-HA(SREBP1)], [souris anti-GFP et lapin anti-
LAP2a] ou [lapin anti-FLAG et souris anti-émerine] afin de détecter respectivement les interactions
[FLAG-LA — HA-SREBP1c], [GFP-LA — LAP2a] ou [FLAG-LA — émerine]. Les sondes PLA Duolink anti-
lapin PLUS et anti-souris MINUS ainsi que les réactifs de détection ont ensuite été utilisés selon les
recommandations du fabricant (Olink, Bioscience) et comme décrit précédemment (Barateau and
Buendia 2016). La détection des signaux PLA s’est faite au microscope en utilisant le méme filtre que
pour le fluorophore Cy3. La détection des cellules transfectées exprimant les protéines FLAG-LA a
demandé en complément I'ajout d’un autre anticorps secondaire couplé au fluorophore Cy2 (cheévre
anti lapin). Voir I’Annexe pour plus de détails concernant cette technique. Des acquisitions d’images
ont ensuite été réalisées au microscope confocal LSM 700 (ZEISS) de la plateforme d’imagerie de
Iinstitut de BFA. Les analyses quantitatives des signaux PLA ont été réalisées grace a un plugin Image
J développé par un de nos collaborateurs, Fabien Gerbal (Vadrot et al. 2014). Les résultats obtenus
représentaient I'intensité des signaux PLA en fonction de la distance a la périphérie des noyaux. Un
signal considéré comme périphérique correspond a un signal situé a une distance de la périphérie

équivalent a moins de a 10% de la distance de la périphérie au barycentre.
E. Analyses d’extraits protéiques

1. Extraits protéiques totaux

Les extraits protéiques totaux ont été réalisés a partir de cellules cultivées dans des puits de
boites de culture. Apres un lavage bref des cellules au PBS, le tampon d’échantillon de Laemmli
(0,062 M Tris, 1% SDS, 10% glycérol, 100 mM DTT, bleu de bromophénol) préalablement chauffé a
95°C est ajouté directement dans le puits, les cellules sont grattées a I'aide d’un cone de pipette puis
les lysats sont transférés dans des tubes de 1,5 ml et chauffés 10 min a 95°C. Les lysats cellulaires

sont ensuite conservés a -20°C.

2. Extraction de la matrice nucléaire

Les cellules Hela, les fibroblastes humains et les myoblastes C2C12 ont été ensemencés en
puits de boites 6 puits. 24 h aprés transfection pour les cellules Hela et les C2C12 et 4 jours post-

ensemencement pour les fibroblastes humains, les cellules ont été extraites séquentiellement selon
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le protocole suivant de Fey et de ses collaborateurs (Fey et al. 1984). Les cellules ont été incubées
avec 800 ul de Tampon 1 (100 mM NaCl, 300 mM sucrose, 10 mM PIPES pH 6.8, 3 mM MgCI2 et 0,1%
Triton X-100) pendant 10 min a 4°C, pour relacher les protéines solubles (S1). Puis, les cellules ont été
incubées avec 800 pul de Tampon 2 (300 mM sucrose, 10 mM PIPES pH 6,8, 3 mM MgCl2, 0.1% Triton
X-100 et 250 mM sulfate d’ammonium) pendant 5 min a 4°C, pour relacher les protéines du
cytosquelette (S2). Ensuite, les cellules ont été incubées avec 800 pl de Tampon 3 (50 mM Nacl, 300
mM sucrose, 10 mM PIPES pH 6,8, 3 mM MgCl2, 0,1% Triton X-100, 100 pg/ml DNAase | bovine
pancreatique et 100 ug/ml RNase A pancreatique) pendant 30 min a température ambiante. Le
sulfate d’'ammonium a ensuite été ajouté au goute a goute pour obtenir une concentration finale de
250 mM et les cellules ont été incubées 5 min a température ambiante, le matériel lié a la
chromatine a alors été relaché (S3). A noter qu’un cocktail d’inhibiteurs de protéases a été ajouté a
tous les tampons. Finalement, le matériel insoluble (Ins) a été resuspendu en ajoutant du tampon
d’échantillon de Laemmli (SDS, DTT) directement dans les puits. Les protéines solubles ont été
précipitées en ajoutant 0,18% de DOC et 10% de TCA et ensuite resuspendues dans un volume de
tampon d’échantillon de Laemmli (SDS, DTT).

3. Western blot

Les extraits protéiques ont été séparés sur des gels de SDS-polyacrylamide et transférés sur
des membranes de nitrocellulose dans un tampon (25 M Tris-Base, 192 mM glycine, 0,15% SDS et
20% EtOH) en utilisant un systéeme de transfert semi-sec (BioRad). L'efficacité du transfert des
protéines a été déterminée par coloration au rouge ponceau des membranes. Puis, les membranes
de nitrocellulose ont été bloquées pendant 1 h dans du tampon TBS (10 mM Tris, pH 8,0, 150 mM
NaCl) contenant 5% de lait, incubées avec I'anticorps primaire approprié pendant 1h dans du tampon
TBS contenant 1% de lait, lavées 3 fois pendant 5 min avec du tampon TBST (tampon TBS contenant
0,05% de Tween-20), incubées avec des anticorps secondaires couplés a I'enzyme peroxydase HRP
pendant 1 h. Aprés 2 lavages avec du TBST et un lavage au TBS, de I'ECL (enhanced
chemiluminescence, West pico System : Pierce) a été utilisé pour détecter les signaux. Au final, les

signaux ont été enregistrés au FUJI LAS-400.

VI. Expérimentation animale

A. Injection d’AAV dans le muscle tibial antérieur

Sabrina Batonnet-Pichon est la maitre de conférences universitaire de notre laboratoire qui a
dirigé les injections d’AAV dans le muscle du tibilal antérieur. Des C57BL/6J femelles de 10 semaines
ont été commandées chez Janvier Labs. Apres avoir recus un mélange de sédatifs analgésique
(Xylazine, 0,1 mg / 10 g de poids de la souris) et d’'un anesthésique dissociatif (Kétamine, 1 mg/10g
de poids de la souris) en intra péritonéale, les souris ont été identifiées par découpe de morceaux
d’oreille et mises sur tapis chauffant pour toute la durée de I'expérience. Elles ont ensuite eu leurs
pattes rasées avant de leur injecter a I'aide d’'une seringue a insuline, 70 ul d’AAV (le volume
maximale, correspondant a 1.75.10" vg/ml), en prenant soin d’insérer Iaiguille dans le tibial

antérieur du coté de la cheville, de remonter jusqu’au genou le plus parallelement possible au tibia,
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de commencer a injecter pres du genou et de continuer a injecter tout en retirant la seringue afin de
garantir une répartition la plus homogene possible des AAV. Les souris ont ensuite été remises dans
leur cage pour leur réveil (40 min apres I'injection de Kétamine-Xylazine). Une fois réveillées, les
souris ont été replacées dans leurs cages ventilées en zone Exempt d’Organismes Pathogénes
Spécifiques (EOPS) A2 de I'animalerie. Les souris ont été gardées un mois dans cette zone sans autre

manipulations en attendant la dissection.

Vue latérale Vue transversale

VL Vastus lateralis
TA Tibialis anterior

BFP Biceps femoris posterior
GA Gasfrocnemius
PLA Plantaris @

SO Soleus o
EDL Extensor digitorum longus

1 Tendo Peroneus longus @
2 Extensor digitorum lateralis

Figure 98 : Schémas en vue latérale et transversale d’une patte arriére de souris
Schéma de gauche adapté de (Charles et al. 2016). Sont représentés dans la vue transversale en gris les os et en rose le tibial
antérieur. Les muscles soleus et plantaris ne sont pas visibles sur le schéma de la patte en vue latérale.

B. Congélation du muscle tibial antérieur

Les souris de 15 semaines ont été sacrifiées par dislocation cervicale. Les tibials antérieurs ont
ensuite été récupérés par dissection. Plusieurs protocoles ont ensuite été utilisés en fonction de
I'utilisation souhaitée des muscles pour la suite. (1) Pour les analyses sur coupes de muscles, les
muscles ont été montés sur des support en liege avec de la gomme (Gum tragacanth (Fisher
G/1100/48) préparée a 9%), et plongées dans de I'isopenthane refroidi dans I'azote pendant au
moins 1 min. (2) Pour les analyses sur coupes de muscles des noyaux et plus particulierement des
marquages anti-FLAG, les muscles ont été préalablement fixés dans de la paraformaldéhyde diluée a
4% dans du PBS, avec agitation sur roue a 4°C pendant 1 h, puis incubés sous agitation avec des bains
de PBS/sucrose 5% pendant 2 h, PBS/sucrose 10% pendant 3 h, PBS/sucrose 25% sur la nuit a 4°C. lls
ont ensuite été congelés comme décrit plus haut. (3) Pour les analyses d’extraits protéiques et
d’ARNm, les muscles ont été congelés directement dans des tubes eppendorf jetés dans I'azote

liquide.
C. Coupes du muscle tibial antérieur

Des coupes de 6 um d’épaisseur ont été coupées au cryostat Leica CM1950 et adhérées sur
des lames superfrost plus (Thermo Scientific). Les lames ont ensuite été stockées a -80°C avant

utilisation.
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D. Analyses histochimiques du muscle tibial antérieur

1. Inmunohistochimie

Les coupes de muscles ont été sorties des congélateurs -80°C et laissées a réchauffer a
température ambiante pendant 20 min. Selon les anticorps utilisés les coupes ont été fixées avec 2%
de PFA pendant 5 min ou non fixées. Elles ont ensuite été mises a saturer dans une solution de
blocage (2% de sérum de chevre, 2% de BSA dans du PBS), rincées dans du PBS, incubées avec du Fab
1/100 (Jackson Laboratory 115-007-003) dans du PBS, rincées dans du PBS, incubées avec les
anticorps primaires dilués dans la solution de blocage sur la nuit a 4°C, rincées 3 fois au PBS, incubées
avec |'anticorps secondaire. Finalement, les coupes ont été montées dans du milieu de montage

mowiol avec Hoechst et observées au microscope confocal LSM 700 (ZEISS).
2. Hématoxyline/Eosine

Les coupes de muscles ont été sorties des congélateurs -80°C et laissées a réchauffer a
température ambiante pendant 20 min. Elles ont ensuite été colorées par Hématoxyline (Harris)
pendant 6 min a RT, puis lavées 5 fois a I’eau du robinet, colorées dans I'éosine alcoolique (Sigma-
Aldrich HT110116-500ml) pendant 1 min a RT. Puis les coupes ont été déshydratées en les incubant
(2 min pour chaque) dans une série d’alcools de degrés croissants (30%, 50%, 70%, 85%, 95%, 100%
deux fois). Les coupes ont ensuite été incubées dans deux bains successifs d’Histoclear pour 10 et 15
min. Puis elles ont été montées directement dans du milieu de montage VeraMount sans laisser le

temps aux coupes de sécher.

3. Coloration SDH

Les coupes de muscles ont été sorties des congélateurs -80°C et laissées a réchauffer a
température ambiante pendant 20 min. Elles ont ensuite été colorées en les incubant dans un
tampon phosphate 0,2 M — SDH (05,4% succinate de sodium, 0,1% nitrobleu de tetrazolium) pendant
2 h a 37°C. Les coupes sont ensuite rincées abondamment dans I'eau puis montées dans du mowiol

ou utilisées pour une immunofluorescence en complément.
4. Sirius Red

Les coupes de muscles ont été sorties des congélateurs -80°C et fixées 10 min au
paraformaldéhyde (4% dilué dans PBS). Aprés deux lavages a I'’eau du robinet et un lavage a I'eau
distillée les coupes ont été incubées dans un bain d’EtOH 100% pendant 5 min. Les coupes ont
ensuite été mises a sécher pendant au moins 20 min puis incubées dans une solution de rouge sirius
0,3% filtrée (dans de I'acide picrique saturé) pendant 1 h. Apres ringage a I'eau distillée, le marquage
a été fixé via I'incubation dans deux bains d’acide acétique 0,5% (5 min chacun). Les coupes ont
ensuite été déshydratées par 3 bains d’EtOH 100% puis clarifiées dans deux bains de xyléne. Enfin les

lames ont été montées avec de I'Eukitt.
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5. Oil Red O et Hématoxyline/Eosine

Les coupes de muscles ont été sorties du congélateur -80°C laissées a réchauffer a
température ambiante pendant 20 min. Elles ont ensuite été fixées dans 4% de paraformaldéhyde
pendant 1 h a RT, rincées a I'eau déionisée 30 sec, puis colorées par Hématoxyline (Harris) pendant 6
min a RT. Apres 3 lavages de 30 sec a I'eau déionisée les coupes ont été colorées par la solution d’Qil
Red O préparée le jour méme (60% de solution stock diluée dans de I'eau déionisée et filtrée)
(solution stock : 0,5% Oil Red O (Sigma-Aldrich, 00625) dans 60% de triéthyl phosphate (Sigma-
Aldrich,90530)). Les coupes ont été rincées 3 fois 30 sec a I'eau déionisée puis montées sous lamelle

avec du mowiol.

E. Analyses d’extraits d’ARNm

Les muscles congelés ont été réduits en poudre via 'utilisation d’un mortier adapté a |'azote
liqguide. La poudre obtenue a ensuite été répartie pour réaliser les extraits protéiques et les extraits
d’ARNm.

L’échantillon a été homogénéisé dans du Trizol (Molecular Research Center, Inc) (1 ml pour 50-
100 mg de tissu) au polytron puis centrifugés (12 000 g, 10 min, 4°C). Le surnageant a été récupéré et
laissé a température ambiante pendant 5 min, 100 ul de 1-bromo-3-chloropropane par mL de TRI
Reagent utilisé a été ajouté. Aprés avoir vortexé, les échantillons sont centrifugés pour séparer les
phases (12 000 g, 15 min, 4°C). La phase aqueuse supérieure est transférée dans un nouveau tube
contenant 500 pl de 2-propanol par ml de TRI Reagent utilisé. Aprés avoir vortexé 5 sec I'échantillon
et I'avoir laissé 5 min a température ambiante, il est centrifugé (13 000 g, 20 min, 4°C) et le culot
d’ARN est lavé 3 fois avec de I'éthanol 75%. Le culot d’ARN est séché, repris dans 30 ul d’eau RNAse
free et conservé a -80°C.

Le 1st Strand cDNA synthesis kit for RT-PCR (AMV) (ROCHE: ref 11 483 188 001) a été utilisé
selon les recommandations du fabricant pour obtenir les cDNA a partir de 500 ng d’ARNm. Les cDNA
ont ensuite été analysés par gPCR avec le kit SYBR Green | Master (ROCHE Ref 04 887 652 001) selon
les recommandations du fabricant. Pour chaque plaque, une gamme de dilution de chaque couple
d’amorces a été réalisée pour permettre la quantification absolue des génes cibles et des genes de
référence (18S). Des analyses de quantifications relatives ont ensuite été réalisées par rapport au
18S. Les valeurs ont été normalisées par la médiane des valeurs des muscles exprimant les FLAG-LA
WT de chaque expérience.
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VII. Liste des amorces d’ARN

Gene
18S
18S
Bhlhb2
Bhlhb2
Collal
Collal
Col6al
Col6al
Col6a2
Col6a2
Csnk2a2
Csnk2a2
Dtna
Dtna
Eyal
Eyal
Flag-laminAC
Flag-laminAC
GAPDH
GAPDH
HA-SREBP1c
HA-SREBP1c
Hdacl
Hdacl
Hdac9
Hdac9
Heyl
Heyl
Heyl
Heyl
LA
LA
Lmna
Lmna
Mef2d
Mef2d
Myf5
Myf5
Myh2
Myh2
Myh4
Myh4
Myog
Myog
Ntn4
Ntn4
Srebfl
Srebfl
SREBP1c
SREBP1c
Srf
Srf
Tbx15
Tbx15
Vim
Vim
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Nom du primer

18S-F

18S-R
For-Bhlhb2-2
Rev-Bhlhb2-2
For-Collagenl-1
Rev-Collagenl-1
For-Col6al-1
Rev-Col6al-1
For-Col6a2-1
Rev-Col6a2-1
For-Cnsk2a2-1
Rev-Cnsk2a2-1
For-Srebf1-3
Rev-Srebf1-3
For-Eyal-1
Rev-Eyal-1
ForpcmvTag Flag-
Rev-Flaglam
ForGAPDHv1
RevGAPDHv1
Forhasrebpc
Revhasrebpc
For-Hdac9-3
Rev-Hdac9-3
For-Dtna-1
Rev-Dtna-1
For-Hey1-3
Rev-Heyl1-3
For-HeyL-3
Rev-Heyl-3
ForLAendo
RevLAendo
For-Lmna-1
Rev-Lmna-1
For-Mef2d-2
Rev-Mef2d-2
For-Myf5-1
Rev-Myf5-1
For-MyH2-1
Rev-MyH2-1
For-MyH4-1
Rev-MyH4-1
For-Myog-1
Rev-Myog-1
For-Ntn4-1
Rev-Ntn4-1
For-Hdacl-1
Rev-Hdac1-1
ForSREBP1cendo
RevSREBP1cendo
For-SRF-1
Rev-SRF-1
For-Tbx15-1
Rev-Thx15-1
For-Vimentin-1
Rev-Vimentin-1

Séquence 5' ..... 3
CGGCTACCACATCCAAGGAA
TATACGCTATTGGAGCTGGAA
TTGTCGGGAAGAAATCTCGAGGCA
AGTGTTCTCATGCTTCGCCAGGTA
GGTATGCTTGATCTGTATCTGC
AGTCCAGTTCTTCATTGCATT
GAGCGGAGAGTACTGGATCG
GCTTCTTTTCCTTGGGGTTC
CCAGCGAAGAACTCATACAGC
GGACACCCCTTCTACGTTGT
GGTACTTCAAGGGACCAGAGC
TTCGAACAAGCTGGTCATAGT
AATCAGGACCATGCCG
CTCAACCTATGAAAATAAAGTTTGC
TGGCCCTACCCCTTCCCCAC
TGACAATCCACTTTCCGTCTT
ACAAGGATGACGACGACGATAAG
GACCGCCAAGCGATCAT
GTGAAGGTCGGAGTCAACGG
ACATGTAAACCATGTAGTTGAGGTC
TTATGCACCGGATCCCCGTC
TGGGTCAAATAGGCCAGGGAA
CTTGAAGGTGCGGTCCAGGTTA
GCTGCTACTGACCGAGGATTCT
GCAGAGATGAGGGCTCAAG
TGACGTTCCAAATGTCCACC
CACGCCACTATGCTCAATGT
TCTCCCTTCACCTCACTGCT
CAGCCCTTCGCAGATGCAA
CCAATCGTCGCAATTCAGAAAG
ATCACCACCACGGCT
CAGAAGAGCCAGAGGAGA
ATAACGGGAAGCAGCGAGAGTT
TTGCTGTTCCTCTCAGCAGACT
AGGGAGGCAAAGGGTTAATGC
CCTGGCTGAGTAAACTTGGTG
CAACTGCTCTGACGGCAT
ACAATGCTGGACAAGCAATCC
AAAGCTCCAAGGACCCTCTT
AGCTCATGACTGCTGAACTC
GTCCTTCCTCAAACCCTTAAAGT
ATCTCAGCGTCGGAACTCAT
GTCCCAACCCAGGAGATCAT
CTGTCCACGATGGACGTAAG
CCGACACTCAGGTAAATGTGAA
CATTGACTTCGGCATGGGA
TACTACGACGGGGATGTTGGAAAC
TCCTCAGCATTGGCTTTGTGA
GATTGCACTTTCGAAGACAT
AGGTGGAGACAAGCTGC
GCAAGGCGCTGATTCAGAC
TCAGATTCCGACACCTGGTAG
TGTTCGCACACTGACCTTTG
CCAGTGCTGGAGGTGGTT
CGGCTGCGAGAGAAATTGC
CCACTTTCCGTTCAAGGTCAAG

Espéce
Souris
Souris
Souris
Souris
Souris
Souris
Souris
Souris
Souris
Souris
Souris
Souris
Souris
Souris
Souris
Souris
Humain
Humain
Humain
Humain
Humain
Humain
Souris
Souris
Souris
Souris
Souris
Souris
Souris
Souris
Humain
Humain
Souris
Souris
Souris
Souris
Souris
Souris
Souris
Souris
Souris
Souris
Souris
Souris
Souris
Souris
Souris
Souris
Humain
Humain
Souris
Souris
Souris
Souris
Souris
Souris



VIII. Liste des anticorps

Protéine
Actin

Desmine
Emerine

FLAG
FLAG
GAPDH
GFP
H3K27ac
H3K4me3
H3K9ac
H3K9me3
H4K16ac
HA
Histone H1
HP1la

LA/C

LA/C
LAP2a

LB1

Mf20

MHI
MHIIA
MHIIB
MHIIX
Myogénine
Nup153
Perlecan
preLA

SREBP1K10
a-Tubuline
y-tubuline

anti-

Souris
Souris

Lapin

Lapin

Rat

Souris (1gG1)
Souris

Lapin

Souris (IgM)

Produit chez
souris
souris

souris

souris
lapin
lapin
souris
lapin
lapin
lapin
lapin
souris
souris
souris

lapin
lapin

souris

lapin
lapin

souris (1gG2b)
souris (1gG)
souris (1gG1)
souris (IgM)
souris (IgM)
souris

souris

rat

chévre

lapin
souris

souris

Fluorescence
Cy3

Cy2

Cy2

Dy595

488

Dy555

488

Cy5

Cy3

Source
millipore
Santa Cruz
Novocastra
(4G5)
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Roche
Abcam

Active motif
Upstate
Upstate
abcam
Sigma-Aldrich
abcam
généré au
laboratoire
généré au
laboratoire
Novocastra
Immunoquest
(1Q175)
généré au
laboratoire
DSHB

0. Agbulut

0. Agbulut

0. Agbulut
DSHB (6H1)
Santa Cruz

B. Burke
millipore

Santa Cruz
(C20)
Santa Cruz

Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

Produit chez
Chevre

Ane

Chevre

Ane

Chevre
Chevre
Chevre

Ane

Lapin

dilution IF dil

1/30

1/400
1/100

1/200
1/300
1/600
1/75

1/600
1/200
1/100

1/100
1/400

1/200
1/250

1/250

1/50

1/100
1/100

1/100

1/60
1/500
1/300

Source

Interchim
Invitrogen (A11006)

ution WB

1/5 000
1/150
1/700

1/600
1/650
1/15 000
1/1 000
1/1 000

1/1000
1/200
1/500
1/500
1/200

1/5 000

1/2 500
1/2 000

1/5 000

1/1 000

1/500

1/10 000

Life Technologies (A21127)

Invitrogen (948492)

dilution IHC
1/20
1/20
1/2

1/30
1/300

dilution IF

1/400

1/60

1/60

1/200

1/400

1/500

1/400

1/150

1/250
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IX. Analyses statistiques

Le test de normalité d’Agostino & Pearson omnibus a été réalisé. Si les données suivaient une
loi normale un t-test a ensuite été utilisé sinon les tests de Mann Whitney ou de Kruskal-Wallis ont
été réalisés. Les tests de Kruskal-Wallis ont été faits avec le logiciel R en utilisant I'option « pairwise

comparison of groups ».

Pour les graphiques, les boites de dispersion sont représentées selon la méthode de Tukey,
c’est-a-dire que la longueur des « moustaches » vaut 1,5 fois I’écart interquartile. Les histogrammes

représentent les moyennes * s.e.m.

Tous les résultats de significativité sont représentés selon la nomenclature ci-dessous :

Symbole p-value
>0,05
* <0,05
*k 0<0,01
R <0,001
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Annexe 1 : In Situ Detection of Interactions between Nuclear

Envelope Proteins and Partners’

Alice Barateau and Brigitte Buendia

Summary

Proximity Ligation Assay (PLA) appears as a quick and easy technique to visualize within fixed
cells the occurrence and in situ distribution of protein complexes. PLA has been validated to detect
protein-protein interactions within the nuclear compartment. Here, we describe a protocol which
allows the detection of interactions between A-type nuclear lamins and either LEM-domain proteins
(such as emerin, integrated within the inner nuclear membrane, and LAP2a which accumulates within
the nucleoplasm) or gene regulatory factors (e.g. the transcription factor SREBP1). The distinct
amounts and patterns of PLA signals obtained for various complexes highlight the pertinence of using
PLA to reveal in situ where and to which extent nuclear envelope proteins bind specific partners.

Key words : Proximity ligation assay, Nuclear proteins, Lamins.
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1. Introduction
Pull down and blot overlay assays using purified recombinant proteins produced in bacteria,
rabbit reticulocyte or wheat germ lysates routinely allow the detection of direct protein-protein
interactions. In the case of A-type nuclear lamins, nuclear proteins that belong to the intermediate
filament protein family, such methods have led to the identification of ~30 direct binding partners (/-
4). Still, in vitro interactions need to be validated in cells. Moreover, expression level, post-
translational modifications and subcellular distribution of two partners of interest are expected to vary
in different cell types or in particular extracellular environments, affecting the efficiency of their
association to each other. Biochemical approaches such as co-immunoprecipitation (co-IP) are often
used to detect interactions. Co-IP requires a significant amount of cellular material and a
determination of cell lysis conditions enabling solubilization of the two partners without affecting their
interaction. The latter is particularly tricky in the case of nuclear lamins which, as components of the
nuclear matrix, are largely resistant to biochemical extraction (5). Lastly, although pull-down and co-
IP assays are complementary, they are incomplete regarding knowledge of the subcellular site where
the protein-protein interactions takes place. To palliate to this limitation, fluorescence resonance
energy transfer (FRET) and proximity ligation assays (PLA) can be used. In comparison to FRET
which requires overexpression of two ectopic proteins with distinct fluorescent tags, e.g. [GFP-emerin
— RFP-lamin A] or [GFP-emerin — RFP-LAP1] (6), [GFP-lamin A - DsRed-lamin B1] (7), or [CFP-
lamin A — YFP-cfos] (8), PLA has the advantage to detect complexes composed of either ectopic
proteins, such as [FLAG-lamin A — HA-SREBP1] (9) or endogenous proteins, such as [lamin A/C —
SREBP1] (9), [lamin A/C — phosphorylated H2AX] (10), or [lamin B1 — activated p38 MAPK] (/1).
The PLA methodology was initially reported more than 10 years ago (12). PLA consists in an
adaptation of the proximity ligation technique for highly specific in situ detection coupled to a
localized amplification reaction (13, 14). A representation of the different steps leading to in situ
detection of protein-protein complexes is shown in Figure 1. PLA necessitates cell fixation,
permeabilization and incubation with a mix of two primary antibodies of different species, as for
conventional immunofluorescence. In contrast to immunofluorescence however, fluorescently labeled
secondary antibodies are replaced by two PLA probes. These consist of specific secondary antibodies,
each with a unique short DNA strand (oligonucleotide) attached to it. When the two proteins of
interest are in the same complex, proximity between the PLA probes (< 40 nm) is sufficiently close to
enable interaction between the oligonucleotide after addition and hybridization of two connector
oligonucleotides. The latter are guided to form a circular structure covalently joined by enzymatic
DNA ligation. Upon addition of the specific Phi29 DNA polymerase, one of the oligonucleotides
serves as a primer for rolling circle amplification (RCA). The RCA product is a randomly coiled,
single-stranded chain composed of up to several hundreds of complements of the DNA circle,
subsequently detected by hybridizing complementary fluorophore-labeled oligonucleotides.
Here, we describe a PLA protocol that enables in our hands successful detection of
interactions between A-type lamins and either “lamin/emerin/MAN1” (LEM)-domain proteins such as
emerin which is integrated within the inner nuclear membrane, LAP2a which accumulates in the

nucleoplasm (735), or gene regulatory factors such as the transcription factor SREBP1 (9).
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Fig. 1. Steps of the proximity ligation assay, leading to detection of proximities between protein
partners in cells. 1) Two primary antibodies bind their specific targets. 2) Two PLA probes (secondary
antibodies, each with a unique short oligonucleotide attached to it) bind to primary antibodies. 3) Two connector
oligonucleotides allow interaction between the short DNA strands when they are in close proximity (< 40 nm). 4)
Action of a DNA ligase allows circularization of the connector oligonucleotides. 5) One of the oligonucleotides
serves as primer for rolling circle amplification (RCA) by the phi29 DNA polymerase. 6) RCA produces a randomly
coiled, single-stranded chain composed of up to several hundreds of complements of the DNA circle. 7) The RCA
product is detected by hybridizing complementary fluorophore-labeled oligonucleotides.

2. Materials
2.1. Laboratory Equipment
1. Sterile chamber slides for cell culture: MilliCell EZ 8-well glass slides (0.7 cmz/well; 0.2-0.7

mL/well), or Ibidi 15-well p-slides (0.125 cm*/well, 10-50 pL/well).
Heat transfer block, e.g. Thermomixer or equivalent.

Shaker.

Staining jars.

Vacuum pump.

Freeze block for enzymes.

Grease pen.

Glass coverslips (24 x 50 mm, 0.13-0.17 mm thick).

X o N S RN

Nail varnish.

2.2. Reagents
1. High purity water.

2. Phosphate buffered saline (PBS).
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3. Triton X-100.

4. PBS containing 0.5% Triton X-100.

5. PBS containing 0.1% Triton X-100.

6. PBS containing 0.05% Triton X-100.

7. Bovine serum albumin (BSA), IgG- and protease-free.

8. Paraformaldehyde solution at 4% in PBS.

9. 3% fixative solution in PBS. Prepare freshly and keep at room temperature.

10. Blocking solution for immunofluorescence: 2% BSA in PBS containing 0.1% Triton X-100.
Dissolve 0.1 g BSA in 5 mL PBS containing 0.1% Triton X-100. This can be stored for a few
days at 4°C.

11. Antibody dilution solution: mix 1 mL blocking solution with 1 mL PBS containing 0.1% Triton
X-100. This can be stored for a few days at 4°C.

12. DuoLink I Wash buffer A (no. 82047, Sigma; see Note 1). Keep at 4°C for storage and bring
to room temperature (RT) before use.

13. DuoLink IT Wash buffer B (no. 82048, Sigma; see Note 2). Keep at 4°C for storage and bring
to RT before use.

14. Mounting medium with DAPI. Keep at 4°C.

2.3. Antibodies
Rabbit anti-lamin A/C (16).

Mouse anti-emerin (NCL, Leica).

Rabbit anti-LAP2a (IQ175, ImmuQuest)

v

Mouse anti-lamin A/C (clone 636, Novocastra).

2.4. PLA Probes and Detection Reagents

1. DuoLink II in situ PLA probe anti-Rabbit PLUS (ref DU092002, Sigma), containing a 5X
stock of donkey anti rabbit IgG conjugated with an oligonucleotide PLUS. Keep at 4°C.

2. DuoLink II in situ PLA probe anti-Mouse MINUS (ref DU092004, Sigma), containing a 5X
stock of donkey anti mouse conjugated with an oligonucleotide Minus. Keep at 4°C.

3. DuoLink II Detection Reagents Orange (ref DU092007, Sigma). This kit contains i) the ligase
and the 5X ligation reagent (including two connector oligonucleotides that hybridize the PLA
probes) required to prepare the ligation mix and ii) the DNA polymerase and the 5X rolling
circle amplification reagent (including nucleotides and fluorescently labeled oligonucleotide
probes that hybridize the RCA product) required to prepare the amplification mix. Keep at -
20°C.

2.5. Fluorescently-labeled Secondary Antibodies
Fluorescently-labeled secondary antibodies are used to localize proteins by immunofluorescence
(see Note 3).
1. Cy3-conjugated affinipure goat anti-mouse IgG (used at 1:400; 115-165-146, Jackson
Immunoresearch)
2. Cy2-conjugated affinipure Goat anti-rabbit IgG (used at 1:60; 111-225-144, Jackson
Immunoresearch)

3. Methods
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The methods described here are for the MilliCell EZ slide (8-well glass). Throughout the
protocol, media and buffers are removed gently from the wells and from the reaction areas on the
microscopic slides by aspiration using a pipette tip connected to a vacuum pump system. Special care
is required at all steps to prevent slides from drying out. For incubations with blocking solution,
antibodies or PLA reagents, use open droplet reactions in a humid environment to prevent excessive
evaporation. The entire protocol from cell fixation to mounting of slides with medium takes more than
6 h (Fig. 2).
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Fig. 2. Time course of the PLA protocol.

3.1. Antibody Preparation
Antibodies are prepared just before use with the antibody dilution solution.
1. For detection of lamin A/C-emerin complexes: prepare a mix of rabbit anti-lamin A/C (use at
1:500) and mouse anti-emerin (use at 1:30).
2. Negative control for lamin A/C-emerin complexes detected by PLA: prepare rabbit anti-lamin
A/C (use at 1:500).
3. In situ detection of lamin A/C-LAP2a complexes: prepare a mix of rabbit anti-LAP2a (use at
1:250) and mouse anti-lamin A/C (use at 1:150).
4. Negative control for lamin A/C-LAP2a complexes detected by PLA: prepare mouse anti-lamin
A/C (use at 1:150).

3.2. Cell Preparation

. Remove cell culture media from each well of the chamber slide.

. Quickly wash cells in PBS (0.5 mL / well).

. Add fixative solution (0.5 mL / well) and incubate for 12 min at RT (see Note 4).

. Remove fixative solution and wash in PBS (0.5 mL / well) for 5 min at RT.

. Permeabilize cells with PBS/0.5% Triton X100 (0.5 mL / well) for 5 min at RT.

. Remove permeabilization solution and add PBS (0.5 mL / well).

. Disassemble the MilliCell EZ slide unit to access the microscope slide (see Note 5; Fig. 3).
. Remove PBS and delimitate 8 reaction areas with the hydrophobic barrier pen.

. Fill each reaction area with 100 uL. PBS.

O 0 3 N L A W N ~—
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MilliCell EZ slide Ibidi p-slide

(after removal of the wells) (15 wells)
SlSlSlSlSS,
SlslSslsls)
SlSlSiSlSS,
Perform PLA reactions Perform PLA reactions
after removal of the wells within the wells

and delimitation of 8 areas
Fig. 3. The two models of slides used for PLA.

3.3. Blocking
1. Remove PBS and add blocking solution for immunofluorescence (100 pL / reaction area).
Incubate 45 min at RT.

3.4. Primary Antibody Incubation

1. Prepare a fresh cocktail of primary antibodies (see Section 3,1), 50 pL / reaction area.

2. Remove blocking solution.

3. Add primary antibodies solution within the reaction areas. Incubate 30 min at RT (Fig. 1, step
1).

4. In the last 5 min of incubation, prepare the mix of the two PLA probes: dilute the stocks 1:5 in
antibody dilution solution (30 pL / reaction area: 6 pl PLA probe anti Mouse MINUS + 6 uL.
probe anti Rabbit PLUS + 18 pL of antibody dilution solution). Keep 20 min at RT before use.

5. Remove primary antibodies from slide.

6. Wash slide in a stain jar containing ~70 mL PBS/0.05% Triton, 3 times 5 min at RT with
gentle agitation.

3.5. Secondary Antibody Incubation

1. Drain off residual PBS from the slide.

2. Add the mix of PLA probes from Section 2.4 (30 uL / reaction area). Incubate 1 h at 37°C
(Fig. 1, step 2) (see Note 6; Fig. 4).

3. Thaw the 5X ligation reagent at RT.

4. Prepare the ligation buffer (29.25 pL / reaction area: 6 pL 5X ligation reagent + 23.25 pL high
purity water).

5. Remove PLA probes from the slide.

6. Wash the slide in a stain jar with ~70 mL of wash buffer A twice 5 min at RT with gentle

agitation.

3.6. PLA: Ligation

1. Just before use, prepare the ligation mix from Section 2.4: remove the ligase from the freezer
using a freezing block and dilute 1:40 in ligation buffer (30 puL / reaction area: 0,75 pL ligase
+29.25 pL ligation buffer). Vortex.

2. Drain off the residual PBS buffer from the slide.

3. Add the ligation mix (30 pL / reaction area). Incubate 30 min at 37°C (Fig. 1, steps 3 and 4).

4. Thaw the 5X amplification reagent at RT.

5. Prepare the amplification buffer (29.62 pL / reaction area: 6 pL of 5X amplification reagent +
23.62 pL of high purity water).
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6. Remove the ligation mix from the slide.
7. Wash slides in a stain jar with ~70 mL wash buffer A, twice 2 min at RT with gentle agitation.

3.7. PLA: Rolling Circle Amplification
1. Just before use, prepare the amplification mix: remove DNA polymerase from freezer using a
freezing block and dilute 1:80 in amplification buffer (30 pL / reaction area: 0.38 uL DNA
polymerase + 29.62 pL amplification buffer). Vortex.
2. Drain off residual PBS buffer from the slide.
3. Add the amplification mix (30 pL / reaction area). Incubate for 1 h 40 min at 37°C (Fig. 1,
steps 5-7) (see Note 6).

3.8. PLA: Final Washes and Mounting

1. Remove the amplification mix from slide.

2. Wash slide in a stain jar with ~70 mL wash buffer B, twice 10 min at RT with gentle agitation.

3. Wash slide in a stain jar with ~70 mL wash buffer B diluted 1 :100 in high purity water, for 1
min at RT with gentle agitation.

4. Let slides dry at RT in the dark.

5. Mount slides in the dark with a coverslip using mounting medium (see Note 7; Fig. 5)

6. Wait at least 15 min before observation in the microscope. Keep slides at -20°C in the dark for
several months if needed.

3.9. Microscope Observation and Image Analysis
1. Observe slides in a confocal microscope (see Note 7).
2. Analyze PLA signals using suitable software packages (see Note 8).

4. Notes

. Wash buffer A can also be prepared by dissolving 1.2 g Tris base, 8.8 g NaCl and 0.5 mL Tween 20
in 800 mL high purity water, adjusting pH to 7.4 using HCI, and bringing the volume to 1 L with
high purity water (final concentrations are 0.01 M Tris, 0.15 M NaCl and 0.05% Tween 20). Filter
the solution through a 0.22 um filter and store at 4°C.

. Wash buffer B can also be prepared by dissolving 4.24 g Tris base, 26.0 g Tris-HCI and 5.84 g
NaCl in 500 mL high purity water, adjusting pH to 7.5 using HCI, and bringing volume to 1 L with
high purity water (final concentrations are 0.2 M Tris and 0.1 M NaCl). Filter the solution through
a 0.22 pm filter and store at 4°C.

. To validate the first steps of PLA, i.e. cell fixation, cell permeabilization and recognition of proteins
of interest by the primary antibodies, it is necessary to analyze the samples of interest in parallel on
a second slide by conventional immunofluorescence, using secondary antibodies tagged with a
fluorophore, as indicated in Section 2.5.

. In the 15-well microscope slides, the volume of fixative solution to add is 70 puL / well, whereas the
minimal volume to add for primary antibodies, PLA probes and PLA reagent solutions is 10 pL /

well.
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5. Before incubations with antibodies and PLA reagents, wells are removed from the MilliCell EZ
slides. In order to reinforce the delimitation of the PLA reaction areas, a hydrophobic barrier is
created with a grease pen. In comparison, it is not possible to detach the bottom from the upper part
of the Ibidi 15-well p-slides (Fig. 3). The main advantages of working with the Ibidi slides are 1)
reduction of the amount of cells and materials used for PLA and 2) possibility to do more assays in
parallel per slide. Ibidi slides also have an “’ibiTreat’” surface that optimizes adhesion of most cell
types. However, in our hands they gave a slightly higher background than MilliCell EZ slides for
the PLA signals.

6. It is very important to prevent evaporation from the slides at all steps to limit unspecific PLA
signals. A humid environment must be maintained within a heat transfer block (Fig. 4). In addition,
the cover of the heat transfer block protects the fluorescently labeled oligonucleotide probes in the
amplification mix from light (Section 3.7).

I
<—— Cover
COC OC 27 e |
e L
Slide
Wet paper
Slide

Heat transfer
block

Fig. 4. Control of a humid environment within a heat transfer block. The microscope slide is
transferred within a box (e.g. two lids of a 6-12 well plates positioned one on the other, enclosing wet paper) pre-
heated at 37°C by placing it in a heat transfer block.

7. Mounting of slides and the way to observe samples in the confocal microscope depend on the
format of the slides used for the PLA experiment (Fig. 5).

MilliCell EZ slide

ceeee ceoss]| |
Ibidi p-slide [ = ]
S S

Fig. 5. Mounting of slides. Mounting medium is distributed homogeneously between the MilliCell slide
and the coverslip, before sealing with nail varnish (upper panels). For the 15-well Ibidi slides, mounting medium is
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added to each well and a coverslip is placed on top of the wells to protect samples (lower panels). Observation in
an inverted microscope will occur through the top of the coverslip or through the bottom of the slide for the Millicell
glass slide and the 15 well Ibidi y-slide, respectively.

8. Several imaging software can be used to analyze PLA data, such as the DuoLink Image tool
in Image J. Depending on the amount of signal, it is possible to quantify the number of individual
signals (which appear as dots) (10, 11); however, when the density of PLA signals is so high that one
cannot distinguish individual spots, data are analyzed by fluorescence intensity measurement. In our
recent study on [SREBP1 - lamin A/C] protein complexes, PLA data were compiled as numbers of
recognized pixels and as a function of their distance to the closest point of the nuclear periphery; this
was done on images using a custom image recognition Image J plugin (9).

5. Conclusion
Emerin - Lamin A/C LAP2« - Lamin A/C Lamin A/C

IMMUNOFLUORESCENCE

PROXIMITY LIGATION ASSAY

Fig. 6. Intranuclear distribution of lamin A/C, emerin and LAP2a, with detection of their close
proximities assessed by PLA in HelLa cells. Upper part shows the subnuclear location of lamin A/C
and its two partners as revealed by conventional immunofluorescence (left panel, emerin in red and
lamin A/C in green; middle and right panel, LAP2a in green and lamin A/C in red). Lower part shows
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detection of [lamin A/C — emerin] (left) and [lamin A/C - LAP2a] complexes (middle) PLA. Right panel,
negative control experiment using one single primary antibody (here, mouse anti-lamin A/C). Merged
images show DNA (blue) and PLA signals (red). Bars, 10 um (confocal microscopy).

As shown in Figure 6, the PLA protocol has allowed us to reveal distinct patterns of in situ
subnuclear distribution for the protein-protein complexes [lamin A/C — emerin] and [lamin A/C —
LAP2a]. While [lamin A/C — emerin] complexes appear concentrated at the nuclear periphery, [lamin
A/C — LAP2a] complexes are detected throughout the nuclear interior. These observations are in
accord with the dual location of lamin A/C at nuclear envelope and in the nucleoplasm, and with the
restricted location of emerin and LAP2a at the nuclear envelope and in the nucleoplasm, respectively
(15). These observations highlight the pertinence of using PLA to reveal where and to which extent
nuclear envelope proteins form complexes with specific partners.
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ABSTRACT

Congenital muscular dystrophy (CMD), a devastating disorder, is caused by mutations in
multiple genes. Here, we identified a novel heterozygous LMNA p.R388P mutation in a patient with a
non-previously described phenotype associating CMD and lipodystrophy. Skin fibroblasts from the
patient entered prematurely into senescence and some nuclei showed a lamina honeycomb pattern with
local depletion of lamin Bl. In transfected C2C12 myoblasts, R388P-lamin A did not integrate
properly within the nuclear envelope but accumulated within the nucleoplasm, altering the nuclear
anchorage of emerin and LAP2a. The mutant lamin A triggered a frequent and severe nuclear
dysmorphy which occurs independently of prelamin A processing. Nuclear dysmorphy was not
significantly improved by releasing the forces exerted at the nuclear envelope by microtubules or actin
filaments. In addition, R388P-lamin A increased histone acetylation (H3K9/K27). However, exposure
of the cells to anacardic acid which decreases histone acetylation did not rescue their nuclear shape.
Altogether, our results show that the LMNA p.R388P mutation induces a series of distinct nucleus
abnormalities in myoblasts and leads to a severe clinical phenotype.
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INTRODUCTION

The LMNA gene encodes A-type lamins, lamins A and C (LA/C) being the 2 major isoforms.
Expression of these intermediate filament proteins is regulated during development and cell
differentiation. Prelamin A (664 a.a) and lamin C (572 a.a) are produced by alternative splicing.
Mature lamin A (646 a.a) is generated after posttranslational modifications of prelamin A, a process
which includes farnesylation and carboxylmethylation of Cysteine 661 followed by proteolysis of the
last 18 a.a by the metalloproteinase Zmpste24 (Dechat et al., 2008). In cells, A-type lamins form a
lamina network at the nuclear envelope (NE) while another pool assembles in the nuclear interior. By
binding numerous partners (integral proteins of the inner nuclear membrane, factors involved in gene
expression regulation and DNA), A-type lamins modulate nuclear mechanics, genome integrity,
transcriptional events and signal transduction (Simon and Wilson, 2013).

In the last 15 years, ~400 mutations have been identified throughout the LMNA gene as
responsible for laminopathies, expressed as different types of tissue-specific dystrophies affecting
either cardiac, cartilage, bone, skin, neuro-muscular and/or adipose tissues, and including syndromes
of premature ageing (Hutchinson-Gilford progeria, mandibulo-acral dysplasia, restrictive dermopathy)
(Worman and Bonne, 2007; Dittmer and Misteli, 2011). Here we identified a novel heterozygous
LMNA missense mutation (p.R388P) located between the coil-coil domain and the carboxyl-terminal
domain of A-type lamins, in a patient with congenital muscular dystrophy (L-CMD). The few LMNA
mutations (~23) previously reported as responsible for L-CMD are located all along the different
regions of A-type lamins (N-ter, coil la, coil2 and C-ter). Only one mutation of the 388™ amino acid
of lamin A was previously shown to be pathogenic, and was associated with L-CMD (R388C, one
case) (Benedetti et al., 2007). For each LMNA mutation identified, the challenge to take up is to
decipher at the cellular level which functions of lamins are specifically altered in order to propose
pertinent therapeutic protocols.

Our analysis of the patient skin fibroblasts bearing the heterozygous p.R388P LMNA mutation
reveal defects in the lamina integrity and in the cell proliferation capacities. We further show that in
the context of myoblasts, the overexpression of R388P lamins A induces severe alteration in lamina
assembly and nuclear morphology. Nuclear dysmorphy has been previously associated to
laminopathies where unprocessed lamin A accumulates abnormally, as in progeroid syndromes.
Nuclear shape alteration was thus proposed to be caused by the insertion of farnesylated prelamin A to
the lipid bilayer of the inner nuclear membrane (Polychronidou and GroBhans, 2011). Instead, our
study shows that nuclear dysmorphy associated with the R388P lamin A mutation responsible for L-
CMD does not rely on a defect of prelamin A processing, revealing distinct nuclear abnormalities.
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RESULTS

Identification of a novel LMNA p.R388P heterozygous mutation in a patient with
congenital muscular dystrophy (L-CMD).

A female patient born from healthy unrelated Caucasian parents presented with unstable gait
and frequent falls since gait acquisition at age 12 months, later associated with difficulties climbing
stairs, inability to run and limited walking distance. Examination at age 3 years showed waddling gait
with marked hyperlordosis, limb girdle muscle weakness predominating in pelvic girdle, calf
hypertrophy and arreflexia. CPK level was elevated (up to 1951 UL/I), electromyography was
myopathic, brain magnetic resonance imaging and FKRP sequencing were normal and a muscle
biopsy showed dystrophic changes [with normal expression of sarcolemmal proteins, calpain and
dysferlin]. The course of disease was steadily progressive, leading to loss of independent ambulation
outdoors at 5 years, joint contractures (spine, right equinovarus foot) from age 6.5 years which initially
coexisted with knee hyperextension (genu recurvatum) requiring casts and/or braces, and subsequently
total loss of ambulation and generalized joint contractures (rigid spine, elbow, knee, hips, ankles) from
11 years. Dorsal hyperlordosis was associated with restrictive respiratory insufficiency which
appeared at 9 years and was slowly progressive (FVC=49% of the predicted value and moderate
polysomnography abnormalities at 18 years). Holter studies revealed symptomatic supraventricular
hyperexcitability at age 10 years and mixed (supra- and ventricular) symptomatic hyperexcitability
from 12 years with ventricular doublets and extrasystoles which were improved by treatment with
bisoprolol. Systolic function was normal. In addition, a lipodystrophic morphotype developed
progressively since early puberty (age 10), with a striking accumulation of adipose tissue in the
cervicofacial and subclavicular regions, and a subcutaneous lipoatrophy of distal upper and lower
limbs, while BMI remained in the normal range (17.1 kg/m” at age 11, 60th percentile). Glucose
tolerance abnormalities, hyperinsulinemia and oligomenorrhea improved with dietary management
while lipodystrophy persisted. Serum triglycerides were normal. A ¢.1163G>C heterozygous change
in LMNA exon 7, predicting a p.R388P substitution, was identified in the patient but not in her parents
or her healthy sister. This de novo mutation was absent in more than 150 unrelated control subjects. It
was neither found in EXAC nor 1000G databases and was predicted to be damaging by PolyPhen-2,
SIFT and Mutation Taster.

Skin fibroblasts of the patient bearing the LMNA p.R388P mutation enter prematurely
into senescence.

Immunofluorescence analysis performed on primary cultures of control and patient skin
fibroblasts showed correct lamin A/C distribution (both at the NE and in the nucleoplasm) in the vast
majority of patient fibroblasts (84 % vs 81 %, Fig. 1A). However, in ~4% of the cell population, (Fig.
1A) we observed abnormalities of the lamina network consisting in honeycomb-like structures stained
for lamin A/C but locally depleted of lamin B1. These defects were similar to those that we described
previously in fibroblasts from patients with LMNA-associated familial partial lipodystrophy (FPLD)
(Vigouroux et al., 2001) and autosomal dominant Emery-Dreifuss muscular dystrophy (AD-EDMD)
(Favreau et al., 2003). None of the control cells showed this abnormal pattern.

By immunoblot, we detected similar levels of lamin A but reduced lamin C in patient versus
control fibroblasts at all the cell passages analysed (Fig. 1B-C). The expression level of lamin B1
decreased progressively with cell passages (pl0 to pl4, Fig. 1B and D) specifically in patient
fibroblasts, which suggested a defect in their cell growth (Freund et al., 2012). Indeed, premature
senescence of patient fibroblasts was validated by their flattened and enlarged morphological aspect
(Fig. 1E), their increased nuclear size (Fig. 1F) and by the increased percentage of cells positive for
senescence associated-fgalactosidase activity (Fig. 1G).

The LMNA p.R388P mutation increases the solubility of lamins A and prevents their
proper integration into the lamina network of myoblasts.
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The L-CMD-related p.R388P mutation is located within a basic cluster at the junction coil
2B/C-ter domain of lamin A/C, which contributes to the lamin polymer assembly (Fig. S1 ; Strelkov et
al., 2004). To study the consequences of this mutation in myoblasts, C2C12 cells were transfected
with pCMV plasmids encoding WT or R388P FLAG-tagged prelamin A (Fig. 2). The complex
intracellular posttranslational processing of prelamin A (664 aa) (pre-LA), which comprises
farnesylation and proteolytic steps, results in the synthesis of mature lamin A (646 aa) (mLA). The
mix of both forms of lamins A (pre-LA + mLA) was referred to as LA. We also studied the progeroid
disorders-associated mutants L647R pre-LA (Wang et al., 2016) and progerin, which cannot be
processed into mature lamin A due to a point mutation or a deletion in the Zmpste24 proteolytic
cleavage site (Fig. 2).

Both WT and R388P pre-LA proteins were incompletely processed in transfected cells, as
assessed by western blot comparing bands stained by anti-FLAG or anti-LA/C antibodies (which
recognizes both endogenous and ectopic lamins) in cells overexpressing WT, R388P or L647R pre-LA
or WT mLA (Fig. 3A). The incomplete processing of ectopic pre-LA was further confirmed when
revealing western blots with anti-prelamin A specific antibodies (Fig. 3A). R388P FLAG-LA was
expressed at similar levels as WT FLAG-LA, likely reflecting the same stability of mutant and WT
protein.

Immunofluorescence microscopy with anti-FLAG antibodies revealed the abnormal subnuclear
distribution of the mutant LA, with FLAG-LA restricted to the nucleoplasm in 82% of cells expressing
R388P-LA versus 13% of cells expressing WT-LA (Fig. 3B-C), or targeted to nuclear ring-like
structures in 8% of cells expressing R388P-LA versus 13% of cells expressing WT-LA (Fig. 3B and
C). Of note, nuclear morphology of myoblasts expressing R388P FLAG-LA was frequently abnormal
(Fig. 3B and see below).

The predominant nucleoplasmic localisation of R388P lamins A prompted us to investigate
whether this mutant associates properly with the nuclear matrix. As expected, cell fractionation
revealed the large recovery of WT FLAG-LA in the insoluble fraction (~48% of the ectopic WT
lamins; Fig. 3D-E), reflecting their strong integration in the lamina network. In contrast, R388P
FLAG-LA was abundantly released into the soluble fractions (68% in S1) whereas less than 3% of
R388P FLAG-LA was insoluble (Fig. 3D-E). These biochemical data show that the R388P-LA has
lost the capacity to integrate properly into the nuclear lamina network. The expression of R388P
FLAG-LA did not significantly alter the solubility of endogenous lamin A (Fig. 3F).

Both R388P-mutated mature lamin A and prelamin A induce nuclear dysmorphy.

We asked whether nuclear dysmorphies observed in a subpopulation of C2C12 cells expressing
R388P-LA were induced by either unprocessed prelamin A and/or mature lamin A. Quantification of
nuclear dysmorphy was assessed on cells stained for DNA and FLAG-LA by visual observation and
by measurement of the mean nuclear circularity (Fig. 4A). Upon expression of R388P vs WT FLAG-
LA, the frequency of dysmorphic nuclei showed a 3.5-fold increase (from 10 to 35%) whereas the
mean nuclear circularity decreased (from 0.82 to 0.69) (Fig. 4B and Fig. S2A-B). In addition, the
severity of nuclear dysmorphy was increased upon expression of mutant lamins A, as validated by a
decreased nuclear circularity of the subpopulation of dysmorphic nuclei expressing WT vs R388P
lamins A (0.71 vs 0.60, respectively; Fig. S2C).

We then forced the accumulation of prelamin A (aa 1-664) by incubating cells expressing
R388P FLAG-preLA with mevinolin, a HMG-CoA reductase inhibitor which blocks the first step of
pre-LA processing by decreasing the synthesis of farnesyl pyrophosphate, the substrate of farnesyl
transferases (Fig. 4C-E). Alternatively, we overexpressed the double mutant R388P-L647R FLAG-
preLA, which can undergo farnesylation but not proteolysis, due to the mutation of the Zmpste 24
protease site (Fig. 4F-H). While the treatment of cells with 10 uM mevinolin blocked pre-LA
processing (Fig. 4C), it did not modify its subnuclear distribution (Fig. 4D) or changed the frequency
of nuclear dysmorphy (40% vs 32%, NS; Fig. 4E). Addition of mevinolin had no significant effect on
the frequency of dysmorphic nuclei in cells expressing WT FLAG-LA (10% vs 8%; Fig. 4E).
Consistently, the R388P-L647R double mutant FLAG-preLA, which remained constitutively
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farnesylated (Fig. 4F) was detected at the NE (Fig. 4G) and triggered a similar frequency of
dysmorphic nuclei as the R388P FLAG-LA (41% vs 34%; Fig. 4H). Additionally, the mutant mature
lamin A (R388P-mLA) located exclusively within the nucleoplasm (Fig. 41-J) and induced a similar
frequency of nuclear dysmorphy as R388P-LA (25% vs 28%; Fig. 6K).

In conclusion, nuclear dysmorphy induced by R388P lamins A in myoblasts, does not rely on
defective prelamin A processing.

The R388P mutant lamins A alter NE integrity in myoblasts.

The integrity of the NE in the laminopathic context was evaluated by performing double
immunofluorescence with antibodies directed against FLAG and either LA/C or lamin Bl. As a
control, endogenous LA/C and LB1 were observed at the NE of ovoid nuclei in myoblasts
overexpressing WT LA (Fig. 5). In some cells expressing R388P FLAG-tagged LA or mLA, a faint
detection of endogenous WT LA/C and local depletion of LB1 was observed at the NE (Fig. 5, middle
panels). In cells expressing R388P-L647R farnesylated prelamin A, located at the NE together with
endogenous A-type lamins, some nuclei showed abundant NE folds with weak LB1 staining (Fig. 5).
Interestingly, in our experimental conditions, progerin, the mutant prelamin A responsible for
progeria, also induced NE folds but did not trigger severe nuclear dysmorphy as did the R388P-L647R
prelamin A (Fig. 5). We conclude that in myoblasts, the L-CMD R388P related LA mutant induces a
loss of NE integrity, and a more severe nuclear dysmorphy than does progerin.

The R388P mutant lamins A modify the nuclear anchorage of two partners, emerin and
LAP20a in myoblasts.

We hypothesized that expression of R388P lamin A, which alters intranuclear localisation of
lamins and disrupts NE integrity, could modify the binding of LA to its physiological partners emerin,
a transmembrane protein of the NE, and LAP2a, located in the nucleoplasm. Immunofluorescence
studies showed, as expected, the frequent nucleoplasmic accumulation of R388P ectopic LA.
However, both WT and mutated nucleoplasmic LA colocalized with endogenous LAP2a (Fig. 6A,
upper panels). Of note, LAP2[1 was not detected in the small aggregates of mutant lamins A located at
the NE in a minor subpopulation of cells (Fig. 6A, lower panel).

In accordance, by proximity ligation assay (PLA), signals corresponding to [LAP2a - GFP-LA]
complexes were detected throughout the nucleoplasm with only 15% to 8% of the signals located at
the nuclear periphery in nuclei expressing WT or R388P GFP-LA, respectively (Fig. 6B-C). However,
the total amount per nucleus of PLA signals referring to [LAP2a - GFP-LA] complexes was similar in
myoblasts expressing WT or R388P GFP-LA (Fig. 6C).

Emerin was observed at the NE in myoblasts expressing WT or R388P FLAG-LA (Fig. 6D).
Quantification of PLA signals related to [LA - emerin] complexes revealed a significant decrease
(from 100 to 52%) in their global amount per nucleus in cells expressing R388P FLAG-LA versus
cells expressing WT FLAG-LA (Fig. 4E-F), while their subnuclear distribution was unchanged.
Interestingly, within cells presenting NE associated aggregates of emerin and LA, PLA signals related
to [LA - emerin] complexes were detected at their borders (Fig. 6D, lower panel). Importantly, protein
detection by immunoblot showed that the total amount of endogenous LAP2[1 and emerin was not
modified upon overexpression of ectopic lamins (Fig. 6G).

Therefore, taken together, our observations indicate that the reduction in the amount of
complexes between R388P-LA and emerin or LAP27 at the nuclear periphery does not rely on a
decreased intrinsic capacity of the mutant LA to bind its partners but on the paucity of the mutant LA
at the nuclear periphery of myoblasts.

In order to decipher whether the increased solubility of R388P lamins A impacts the solubility
properties of its partners, WT or R388P FLAG-LA were extracted in an hypotonic buffer including
Triton X-100 to permeabilize cells containing various concentrations of NaCl (50, 150 and 250 mM).
Western blot analysis showed that, as expected, endogenous lamins A/C and WT FLAG-LA were
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resistant to extraction whatever the salt concentration (Fig. 6G, upper panel). In contrast, a pool of
R388P FLAG-LA was solubilized upon the addition of NaCl (50-250 mM; Fig. 6G, upper panel). In
addition, solubilized LAP2a and emerin were slightly more abundant in the presence of R388P FLAG-
LA rather than WT FLAG-LA (Fig. 6G, middle and lower panels).

Altogether, we conclude that the p.R388P LMNA mutation, by increasing the nucleoplasmic
localisation and solubility of lamin A, decreases the nuclear anchorage of emerin and LAP2(] and
induces a depletion of [LA - LAP2a] and [LA - emerin] complexes at the nuclear periphery of
myoblasts.

Alterations in cytoskeleton organization are not major contributors to nuclear dysmorphy
in myoblasts expressing the R388P mutant lamins A.

Dysfunctional connections between the cytoskeleton and the nucleus, which involve the LINC
complexes, have been reported in the context of LMNA-related diseases (Meinke and Schirmer, 2015)
and were shown to perturb myoblast migration (Chang et al., 2015). We investigated whether an
alteration of cytoskeletal integrity could contribute to the abnormal nuclear phenotype of LMNA
R388P-mutated myoblasts. Although staining microtubules and centrosomes highlighted nuclear
dysmorphy at different phases of the cell cycle (G1, S-G2 and cytokinesis as shown in Fig. 7A-B), the
organization of the cytoskeleton was not strikingly abnormal upon R388P-LA expression. The severity
of nuclear dysmorphy was increased upon stabilization of microtubules with the drug taxol (Fig. 7C).
Inversely, depolymerization of microtubules with nocodazole (3h of treatment at 5 or 10 uM), did not
modify significantly the frequency of dysmorphic nuclei in myoblasts expressing R388P lamins A
(Fig. 7D-E). As a control, nocodazole (10 uM for 3h) reduced by 44% the frequency of dysmorphic
nuclei induced upon overexpression of WT lamins A (Fig. 7E). We then depolymerized the actin
filament network using cytochalasin D. A high concentration of the drug (2 uM for 3h) induced the
loss of cell adherence and shrinkage of nuclei, rendering measurement of nuclear dysmorphy
frequency impossible (Fig. 7F). However, at 1 uM, cytochalasin D disrupted significantly the actin
network, but it did not modify the frequency of nuclear dysmorphies in myoblasts expressing R388P
LA (29 vs 30% of dysmorphic nuclei; Fig. 7G). Therefore, releasing of external forces exerted on the
NE by microtubules or actin did not rescue nuclear shape of myoblasts expressing R388P-LA.

At last, we detected the muscle specific intermediate filament protein desmin in 40 to 80% of
C2C12 myoblasts (data not shown). The frequency of desmin positive cells was similar in cells
expressing or not WT or R388P FLAG-LA (Fig. 7H-I), as well as in the subpopulation of myoblasts
with dysmorphic nuclei caused by R388P lamins A expression (Fig. 7I).

Altogether, our results indicate that cytoskeleton disorganization is not a major contributor to
nuclear dysmorphy in R388P-mutated myoblasts.

The R388P mutant lamins A induce an alteration of histone acetylation.

We evaluated the H3 acetylation expression using specific antibodies directed against H3K9ac
or H3K27ac (Fig. 8A). Quantitative analysis revealed an increased intensity of the H3K9ac signal in
nuclei of cells expressing R388P vs WT FLAG-LA or vs untransfected cells (Fig. 8B). In addition, 3.5
to 5.5% of cells expressing WT FLAG-LA, but only very rare cells expressing R388P FLAG-LA,
were negative for acetylated H3 (K9ac or K27ac) staining (Fig. 8C). This observation highlighted a
distinct impact of WT versus R388P-LA overexpression on some epigenetic marks in myoblasts. The
increased histone acetylation upon R388P lamins A expression suggests that the mutation could favour
chromatin relaxation in myoblasts.

Chromatin remodelling by histone deacetylase or acetyl transferase inhibitors does not
reverse the abnormal nuclear shape induced by R388P-LA expression in myoblasts.
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Drugs affecting chromatin organization by inhibiting histone deacetylase (HDACSs) or the
specific histone acetyl transferase HAT named NAT10 have been shown to reverse the nuclear shape
alterations induced by progerin expression or lamin A/C depletion in skin fibroblasts (Columbaro et
al., 2005; Larrieu et al., 2014). We tested the impact of anacardic acid, an HAT inhibitor, on the
nuclear dysmorphy induced by R388P-LA expression in myoblasts. Although anacardic acid induced
a global decrease in H3K9 acetylation as expected, it did not rescue nuclear dysmorphy (Fig. 8D-E).
In addition, treatment of cells with the HDAC inhibitor Trichostatin A (TSA) (Xu et al., 2007) induced
H3 deacetylation as assessed by H3K27ac staining, but increased nuclear dysmorphy in cells
expressing R388P FLAG-LA (Fig. 8D-E), or either R388P-L647R FLAG-preLA or R388P FLAG-
mLA (data not shown). Therefore, although the R388P mutant LA modifies the H3 acetylation status
in myoblasts, modifying the acetylation pattern of cells does not rescue nuclear shape.

DISCUSSION

The R388P LMNA mutation is associated with a rare and severe congenital muscular
dystrophy

In this study we identified a heterozygous LMNA p.R388P de novo mutation in a patient with a
severe laminopathy clinically expressed as congenital muscular dystrophy with lipodystrophic
features. To our knowledge, the association of L-CMD with lipodystrophy was not previously
described. Although mutations all along the LMNA gene have been associated with congenital
muscular dystrophy, the integrity and charge of the 388" amino acid seems particularly important for
muscle development and/or function, since another mutation at this residue (R388C) also lead to a
severe muscular phenotype of L-CMD (Benedetti et al. 2007). In accordance, the R388C or P
alterations in lamin A/C are predicted to be probably or possibly damaging. The specific structural
properties of proline (Bajaj et al., 2007; Deber and Therien, 2002) which replaces arginine might
induce a modification in the folding/structure of lamin A/C. Instead, the pathogenicity of the LMNA
R388H variation, which does not modify the charge of the protein residue and is predicted to be
benign (as assessed by Polyphen-2), is unlikely (Parks et al., 2008). Arginine 388 belongs to a group
of a.a (E358, M371, R386, R388) located at the end of coil 2B and at the C-ter of the rod domain that
are highly conserved between species from human to Xenopus. Based on crystal structures of lamin A
coil 2B dimer, they were proposed to play a key role in the longitudinal head to tail association of
lamins (see Fig. S1; Strelkov, 2004). Accordingly, R388P (this study) as well as R386K, E358K and
M371K mutations (Ostlund et al., 2001) impede proper formation of a lamina lattice at the NE of
myoblasts. However, only the LMNA p.R388P mutation causes L-CMD, whereas the three other
LMNA mutations are responsible for the less severe phenotype of Emery-Dreifuss muscular dystrophy.
Thus, we speculated that in addition to altering the lamin assembly properties, the R388P mutation
might impair other important functions of lamin A. In that setting, the observed reduction in the
amount of lamin A-emerin complexes at the NE and in the nuclear matrix anchorage of lamin A-
LAP2a complexes might trigger an inappropriate modulation of specific cellular pathways known to
be regulated by emerin and LAP2a in muscle (Dubinska-Magiera et al., 2013; Maraldi et al., 2011). In
addition, the increased global acetylation of histone H3 might reflect additional effects of the R388P
lamin A mutant on chromatin organisation and gene expression.

LMNA p.R388P-mutated fibroblasts show premature senescence but not the altered
nuclear shape observed in myoblasts: cell-specific effects of the mutation.

The phenotypic features we observed here in skin fibroblasts of the L-CMD patient bearing the
LMNA p.R388P mutation have also been reported in other laminopathies, including lipodystrophies,
muscular dystrophies and premature ageing syndromes (Vigouroux et al., 2001; Novelli et al., 2002;
Muchir et al., 2004; Caron et al., 2007; Taimen et al., 2009; Verstraeten et al., 2009; Gordon et al.,
2012). These features include the disorganization of the nuclear lamina with a honeycomb aspect, the
local nuclear depletion of lamin B1 and/or the premature entry into senescence of the cells. However,
the increased frequency of altered nuclear shape, which is frequent in cultured laminopathic cells
(Vigouroux et al., 2001; Novelli et al., 2002; De Sandre-Giovannoli et al., 2003; Eriksson et al., 2003;
Csoka et al., 2004; Goldman et al., 2004; Muchir et al., 2004), was not observed in this study.
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Nevertheless, a severe nuclear dysmorphy was observed upon ectopic expression of the R388P lamins
A in myoblasts, suggesting cell-specific effects of the mutation. Since we had not the possibility to
measure the ratio of the endogenous WT vs mutant (R388P) A-type lamins within the patient
fibroblasts, one can speculate that in this particular cell type, the expression level of p.R388P lamin A
and/or specific partners might protect against nuclear dysmorphy.

Nuclear dysmorphies induced by the LMNA R388P mutation in muscle cells rely on
specific mechanisms.

Since the discovery of LMNA mutations as responsible for several diseases, extensive work has
been produced to characterize the associated cellular phenotypes. However, only few studies have
been performed in the context of L-CMD (Bertrand et al., 2012; Mitsuhashi et al., 2010; Scharner et
al., 2011). To our knowledge, our study is the first to precisely characterize the phenotypes of
myoblasts expressing a mutant lamin A responsible for L-CMD. A major abnormality observed here is
the dysmorphy of nuclei, a phenotype previously associated with other laminopathies including
Hutchinson-Gilford progeria. However, our study reveals several specificities of the R388P L-CMD-
related LA; i) R388P-LA accumulates in the nucleoplasm and is more soluble than WT-LA (this
study) whereas progerin which is constitutively farnesylated forms a stiff lamina at the NE (Dahl et al.,
2006; Delbarre et al., 2006), ii) nuclear dysmorphy relies on defective prelamin A processing in the
progeria context but not in the L-CMD context, iii) preventing lamin A farnesylation rescues nuclear
shape in cells expressing progerin (see for ex Capell et al. 2005, Toth et al. 2005; Yang et al. 2005) but
not R388P L-CMD-associated lamin A, iv) releasing the forces exerted on the NE from outside with
the cytoskeleton rescues nuclear shape of fibroblasts from patients with progeria and from LMNA ~
fibroblasts (Larrieu et al., 2014) but not of myoblasts expressing the R388P L-CMD related LA, v)
chromatin remodelling with drugs such as the HDAC inhibitor TSA could reverse the nuclear
dysmorphy in the progeria context (Columbaro et al., 2005) whereas inhibitors of either HAT or
HDAC did not reverse nuclear dysmorphy induced by the R388P L-CMD related LA.

As lamin A and lamin B regulate viscosity and elasticity properties of the nucleus, respectively
(Swift et al., 2013) the high degree of nuclear deformation induced by R388P lamins A together with
alterations of NE integrity including abnormalities of lamin B1 staining support a loss of proper
function of both A and B-type lamins in the L-CMD context.

In conclusion, altogether our data highlight the multiple dominant negative impacts of the L-
CMD related mutant LA (p.R388P) on the organisation/function of the nuclear compartment in
myoblasts. Attempts to decrease the expression level of that mutant lamin A should be considered
when elaborating therapeutic protocols.

MATERIAL & METHODS

Identification of the novel LMNA p.R388P heterozygous mutation

The proband was referred at age 11 at La Pitié-Salpétriere Molecular Biology Department
(Assistance Publique-Hopitaux de Paris, France) for LMNA sequencing. Clinical, biological, molecular
studies of the patient and her relatives were performed after full informed consent according to legal
procedures. Genomic DNA was extracted from peripheral-blood leukocytes. The entire coding region
and splice junctions of LMNA were amplified by PCR with specific primers in the proband and her
relatives and submitted to direct sequencing as described (Bonne et al., 1999).

Primary cultures of skin fibroblasts
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Subcutaneous fibroblasts were cultured after skin biopsy from the patient (aged 16) and from
two healthy individuals (her 43-yr-old mother and an unrelated 18-yr-old man) and were cultured in
DMEM medium containing 10% foetal calf serum between passages 6 and 14, as indicated. They
showed no evidence of contamination. All subjects gave their informed consent according to our local
ethics committee.

Senescence beta-Gal assay

Fibroblasts adherent to coverslips were fixed for 12 min at 22°C with 3% formaldehyde and
incubated overnight at 37°C in [1 mg/ml X-gal, 40 mM citric acid, 126 mM sodium phosphate pH 6, 5
mM potassium ferricyanide, 5 mM potassium ferrocyanide, 150 mM NaCl, 2 mM MgCl,]. Estimation
of the SA-[Tgalactosidase activity was done by quantifying the percentage of positive blue cells by
direct observation of the samples at the microscope (n = 900-1100 cells in each case).

C2C12 cell culture and transfection

C2C12 cells were obtained from American Type Culture Collection, grown in DMEM medium
containing high glucose and GlutaMAX™ (Gibco) and 10% foetal bovine serum and tested for
mycoplasma contamination. For cell transfection, XtremeGENE 9 (Roche) or lipofectamine™ 2000
(Life technologies) were used according to the manufacturer's instructions. Cells were analysed 24h
after transfection.

Plasmids

Constructs encoding FLAG fusions of WT or L647R prelamin A (a.a 1-664), mature lamin A
(a.a 1-646) and of progerin (deletion a.a 607-656) were generated by PCR amplification of the
relevant regions of cDNA using as templates pSVK3-prelamin A and pSVK3-mature-lamin A
(Duband-Goulet et al., 2011) or pEGF-progerin (Delbarre et al. 2006), followed by ligation of the
amplified DNA into the BamH1 and EcoR1 sites of pCMV-Tag 2A (Stratagene). Construct encoding
GFP fusion of WT prelamin A was previously described (Favreau et al., 2004). The vectors encoding
lamin A with the R388P mutation (pEGFP-R388P-preLA, pCMV-R388P-FLAG-preLA, pCMV-
R388P-L647R-FLAG-preLA, pCMV-R388P-FLAG-mLA) were constructed by site-directed
mutagenesis using the QuickChange Lightning site directed mutagenesis (Agilent Technologies) with
the following primers : forward 5’ gag gag agg cta cca ctg tcc ccc age 3° and reverse 5° gct ggg gga
cag tgg tag cct ctc ctc 3°.

Drug treatments of cells

Six hours after transfection, cells were incubated in the presence of mevinolin (Sigma-Aldrich)
at 10 uM or in 1% DMSO for 18h.

Twenty four hours after transfection, cells were incubated with cytoskeleton destabilizing drugs,
i.e nocodazole (Sigma-Aldrich) at 5 or 10 pM for 3h or with cytochalasin D (Sigma-Aldrich) at 1 pM
or 2 uM for 3h. Since cells were fixed directly (no pre-extraction step), “solubilized” tubulin and actin
molecules were detected throughout the cytoplasm of cells by immunofluorescence. Alternatively,
microtubules were stabilized by treating cells with Taxol (Sigma-Aldrich) at 1 pM for 2h. Thirty hours
or eight hours after transfection, cells were incubated in the presence of either trichostatin A (TSA,
Sigma-Aldrich) at 100 nM or anacardic acid at 100puM for a period of 16h.

Antibodies and immunological methods.

C2C12 cells were either grown on glass coverslips or in plastic dishes for immunofluorescence
(IF) and immunoblotting (IBlot) analysis, respectively. For IF, cells were fixed with PFA, then
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processed as previously indicated (Favreau et al., 2004). Immunofluorescences were observed at the
confocal microscope Zeiss LSM 700 at the imagery platform of BFA institute. Primary antibodies
used were rabbit anti-lamin A/C (as described in Vigouroux et al., 2001; Favreau et al., 2004), mouse
anti-lamin A/C (Novocastra; dilution 1:200 for IF), goat anti-prelamin A (Santa Cruz Biotochnology;
dilution 1:500 for IBlot), rabbit anti-LAP2a (Immuquest, UK; dilution 1:250 for IF and 1:2000 for
Iblot), mouse anti-emerin (NCL, Novocastra; dilution 1:30 for IF and 1:500 for Iblot), rabbit anti-
FLAG (Sigma-Aldrich; dilution 1:300 for IF), mouse anti-FLAG (Sigma-Aldrich; dilution 1:400 for
IF and 1:600 for Iblot), mouse anti-GFP (Roche; dilution 1:200 for IF and 1:5000 for Iblot), rabbit
anti-GAPDH (Sigma-Aldrich; dilution 1:5000 for Iblot), mouse anti-actin (Millipore; dilution 1:5000
for Iblot), mouse anti-desmin (RD301, Santacruz; dilution 1:50 for IF), mouse anti-a-tubulin (DM1A,
Sigma; dilution 1:500 for IF), mouse anti-y-tubulin (GTU-88, Sigma-Aldrich; dilution 1:300 for IF),
rabbit anti H3K9ac (06-942, Upstate; dilution 1:60 for IF and 1:400 for Iblot) and rabbit anti-H3K27ac
(ab4729, Abcam; dilution 1:300 for IF and 1:1000 for Iblot).

Nuclear dysmorphy evaluation. Nuclear dysmorphy was estimated from FLAG immunostaining
pictures, either directly by visual observation or indirectly when specified using Image J software to
calculate the nuclear circularity (47 x area / perimeter’; a form factor of 1 representing a perfect circle).

In situ detection of protein-protein interactions by Proximity Ligation Assay (PLA)

In situ protein-protein interactions were detected by Proximity Ligation Assay (Barateau and
Buendia, 2016) in fixed C2C12 cells expressing WT or R388P FLAG-LA. To limit unspecific PLA
signals, we chose to detect [LA — emerin] interactions using a mix of [rabbit anti-FLAG and mouse
anti-emerin] antibodies for cells expressing FLAG-LA and to detect [LA-LAP2(] interactions using a
mix of [mouse anti-GFP and rabbit anti-FLAG] antibodies for cells expressing GFP-LA. Next,
Duolink PLA probe anti-rabbit plus, Duolink PLA probe anti-mouse minus and Duolink detection
reagents orange (detected with a Cy3 filter) were used according to manufacturer’s instructions (Olink,
Bioscience). Detection of FLAG transfected cells also required the addition of Cy2-conjugated
secondary goat antibodies against rabbit. Confocal microscopy image acquisition was performed using
a LSM 700 Laser scanning microscope (Zeiss) at the imagery platform of BFA institute. Quantitative
analysis of PLA signals used a custom image recognition Image J plugin that relied on a two-step
algorithm as described previously (Vadrot et al., 2015). Data were compiled as the intensity of PLA
signals in function of their distance to the closest point of the nuclear periphery. Considering the
distance between the periphery and the nucleus barycentre as the maximal distance (100%), the
peripheral signals refer to those detected within an intranuclear peripheral region limited to 10% of the
maximal distance.

Protein extract preparation and protein analysis by Western blot.

Whole cell extracts were prepared by directly resuspending cells in Laemmli sample buffer. In
some experiments, cell fractionation was performed following a procedure adapted from Fey and
colleagues (1984) and briefly described previously (Favreau et al. 2004). Alternatively, cells were
processed for extraction following the procedure described by Mittnacht and Weinberg (1991).
Briefly, adherent cells were incubated for 10 min at 4°C with an hypotonic buffer (10 mM Hepes pH
7.9, 10 mM KCI, 1.5 mM MgCl12, 0.5 mM DTT, 0.4% Triton) that contained either 0, 50, 150 or 250
mM NaCl. In all cases, solubilized proteins (Supernatant) were precipitated by Trichloracetic acid
(TCA) before resuspension in Laemmli sample buffer while unextracted proteins (Pellet) were
resuspended directly in Laemmli sample buffer. Protein extracts were analysed by immunoblot as
previously described (Vadrot et al. 2015). Gel quantification was performed by using ImagelJ software.

Statistical analysis

Quantitative results are expressed as meansts.e.m., or medians with third and first quartiles.
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Comparisons between samples were performed with the Mann-Whitney test, the Kruskal-Wallis (also
called one-way ANOVA on ranks) test with or without the pairwise comparisons of groups or the two-
way ANOVA test coupled with the Bonferroni posttests, as indicated.
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FIGURES

Barateau et al. Figure 1
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Legend of Figure 1.

Abnormal cellular phenotypes of fibroblasts from the patient with LMNA R388P-associated L-
CMD.

A) Human skin fibroblasts from control (passage 13) and patient (passage 11) were fixed,
labelled with anti-LA/C or anti-LB1 antibodies, and observed by immunofluorescence microscopy.
DNA was stained with Hoechst. Are shown phenotypes representative for normal nuclear morphology
(Normal), nuclear dysmorphy (Dysm.) and lamina with a honeycomb pattern (Hon.). n > 300 nuclei /
condition. Scale bar, 10 um. B) Whole cell extracts of fibroblasts from control and patient at passages
10 and 14 (P10, P14) were analysed by western blot using antibodies directed against either LA/C,
LB1 or GAPDH. C) ECL signals obtained as in B) were scanned and quantified for LA and LC (n =4)
(mean + s.e.m.). D) Ratio of ECL signals obtained by western blot for LB1 in whole extracts of patient
vs control cells, at passages 10, 11, 12 and 14, as indicated. E) Phase contrast images of control
(passage 11) and patient (passage 9) cells. Scale bar, 100 um F) Measurement of nuclear area for
control and patient fibroblasts at passages 13 and 11, respectively (mean + s.e.m.). n > 100 nuclei /
condition. G) Senescence assessment using the []-Galactosidase assay for control and patient
fibroblasts at passages 9 and 6, respectively.

Barateau et al. Figure 2
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Legend of Figure 2.

Schematic illustration of the secondary structures of A-type lamins expressed in the study. Are
shown, pre-Lamin A (pre-LA) and/or mature Lamin A (mLA) either WT or R388P, with or without
the L647R mutation, and progerin tagged with the FLAG (circles) or GFP sequences (hexagons) when
using the pCMV-tag2A or pEGFP vectors, respectively. Stars indicate the position of the mutation
R388P. Of note, both the L647R mutation and the deletion of the a.a 607-656 disrupt the proteolytic
cleavage site of prelamin A, inhibiting the maturation of preLA into mLA.

Barateau et al. Figure 3
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Legend of Figure 3.

p-R388P mutation alters solubility and nuclear envelope targeting of lamin A.

A) Whole cell extracts of C2C12 cells overexpressing wild-type (WT), R388P (RP), L647R
(LR) FLAG-LA or WT FLAG-mature LA (mLA) were analysed by western blot using anti-FLAG,
anti-LA/C (which recognize ectopic and endogenous A-type lamins), anti-prelamin A (preLA) and
anti-GAPDH antibodies. B) C2C12 cells overexpressing WT or R388P FLAG-LA were fixed, labelled
with anti-FLAG antibodies, and immunofluorescence observed at the confocal microscope.
Representative cells presenting either a strong FLAG-lamin A staining at the nuclear envelope (NE), a
predominant nucleoplasmic staining (Nu.) or the presence of small aggregates with ring—like
structures (Ag.) are shown. Scale bar, 10 um. C) Percentage of the three phenotypes NE, Nu. and Ag.
for cells expressing WT or R388P FLAG-LA, as indicated. Data are the mean + s.e.m. of 5
independent experiments and 100-250 nuclei/condition, ***p<0.001 (Two-way ANOVA with
Bonferroni post-tests). D) C2C12 cells overexpressing WT or R388P FLAG-LA were submitted to a
cell fractionation to enrich the insoluble nuclear matrix intermediate filament scaffold. Proteins from
soluble (S1, S2, S3) and insoluble (Ins.) fractions as well as whole cell extracts (T) were analysed in
parallel by western blot using anti-FLAG antibodies. Samples loaded in each lane correspond to an
identical cell number. Red Ponceau staining of nitrocellulose membrane illustrates the protein
specificity of each fraction. E) ECL signals obtained in D) were scanned and quantified. The graph
illustrates the distribution of FLAG tagged proteins into the different fractions assuming that 100% of
the signal correspond to the total of signals recovered in [S1 + S2 + S3 + Ins.]. F) Distribution of
endogenous mLA (detected on western blots with anti lamin A/C antibodies) in cell populations
overexpressing WT or R388P FLAG-LA. In E) and F) Data are the mean + s.e.m. of 3 independent
experiments. **p<0.01 and *p<0.05 (Two-way ANOV A with Bonferroni post-tests).
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Barateau et al. Figure 4
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Legend of Figure 4.

Different maturation intermediates of R388P prelamin A trigger nuclear dysmorphy.

A) C2C12 cells overexpressing WT (WT) or mutant (R388P) FLAG-LA were fixed, labelled
with anti-FLAG antibodies, and immunofluorescence observed at the confocal microscope.
Representative nuclei with a normal shape (ovoid) or with dysmorphy are shown. Scale bar, 10 um. B)
Percentage of dysmorphic nuclei among cells expressing either WT FLAG-LA or R388P FLAG-LA,
as evaluated by visual observation (mean %s.e.m.), (n = 8 independent experiments with >100 nuclei /
experiment, ***p<0.001, Mann Whitney test).

C) Whole cell extracts of C2C12 cells overexpressing WT or R388P FLAG-LA and treated
with DMSO (0) or Mevinolin (Mev) at 10 uM (10) for 18h, were analysed by western blot using anti-
FLAG antibodies. GAPDH was used as a loading control. D) C2C12 cells as described in C) were
fixed, labelled with anti-FLAG antibodies, and immunofluorescence observed at the confocal
microscope. E) Percentage of dysmorphic nuclei of cell populations assessed by visual observation as
in D) (mean + s.e.m.) (n = 3 independent experiments and >100 nuclei / experiment, Kruskal-Wallis
test with pairwise comparisons of groups).

F) Whole cell extracts of C2C12 cells overexpressing FLAG-tagged R388P LA, R388P-L647R
preLA, WT LA or L647R preLA were analysed by western blot using anti-FLAG and anti-GAPDH
antibodies. G) C2C12 cells as described in F) were fixed, labelled with anti-FLAG antibodies, and
immunofluorescence observed at the confocal microscope. H) Percentage of dysmorphic nuclei for
cell populations observed in G) (mean + s.e.m.) for R388P and R388P-L647R (n = 5 independent
experiments and >100 nuclei / experiment, p=0.9, Mann Whitney test) and for WT and WT-L647R (n
= 2 independent experiments and >100 nuclei / experiment).

I) Whole cell extracts of C2C12 cells overexpressing R388P FLAG-LA, R388P FLAG-mLA or
WT FLAG-mLA were analysed by western blot using anti-FLAG and anti-GAPDH antibodies. J)
C2C12 cells as described in I) were fixed, labelled with anti-FLAG antibodies, and
immunofluorescence observed at the confocal microscope. K) Percentage of dysmorphic nuclei for
cell populations observed as in J) (mean + s.e.m.) (n = 4 independent experiments and >100 nuclei /
experiment, * p<0.05, Kruskal-Wallis test with pairwise comparisons of groups). Scale bars in A, D,
G andJ, 10 um.
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Barateau et al. Figure 5
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Legend of Figure 5.

R388P lamins A impacts NE association of endogenous A and B-type lamins.

C2C12 cells overexpressing FLAG-tagged WT-LA, R388P-LA, mLA-R388P, R388P-L647R
LA, or progerin were fixed, labelled with a mix of anti FLAG and either anti-LA/C or anti-LB1
antibodies, as indicated, before observation at the confocal microscope. DNA was stained with
Hoechst. Merges show co-staining for FLAG (green) and lamins (red). Scale bar, 20 um.
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Barateau et al. Figure 6
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Legend of Figure 6.

Changes in the lamin A in situ proximity and global solubility of LAP20 and emerin in response
to R388P-LA expression.

A-B) C2C12 cells overexpressing WT (upper panel) or R388P (lower panels) GFP-LA were
fixed, labelled with anti-GFP and anti-LAP2a antibodies, and processed either for
immunofluorescence (A) or proximity ligation assay (PLAssay) (B), before observation at the
confocal microscope. Scale bar, 10 pm. C) Quantification of PLA signals per nucleus among
GFP/PLA positive cells as shown in B). The graphs show the median intensity of the total PLA signals
detected per nucleus (left panel) and the median frequency of the PLA signals detected at the
intranuclear periphery (right panel). Boxes show first and third quartiles, bars are put according to
Tukey method for n = 67 (WT) and 74 (R388P) nuclei, *** p<0.001 (Mann Whitney test). D-E)
C2C12 cells overexpressing WT or R388P FLAG-LA were fixed, labelled with anti-FLAG and anti-
emerin antibodies, and processed either for immunofluorescence (D) or PLA (E) before observation at
the confocal microscope. Scale bar, 10 um. F) Quantification of PLA signals per nucleus among
FLAG/PLA positive cells as shown in E). The graphs show the median intensity of the total PLA
signals detected per nucleus (left panel) and the median frequency of the PLA signals detected at the
intranuclear periphery (right panel). Boxes show first and third quartiles, bars are put according to
Tukey method for n = 59 (WT) and 31 (R388P) nuclei, *** p<0.001 (Mann Whitney test). G) Whole
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cell extracts of C2C12 cells either control (Ctrl) or overexpressing wild-type (WT) or R388P (RP) LA,
tagged with GFP (upper panel) or FLAG (lower panel) were analysed by western blot using anti-GFP,
anti-FLAG, anti-LAP2[], anti-emerin and anti-GAPDH antibodies, as indicated. H) C2C12 cells
overexpressing WT or R388P (RP) FLAG-LA were extracted with a hypotonic buffer including 0.4%
Triton and either 50, 150 or 250 mM NaCl. Proteins from insoluble (P) and soluble fractions (S) as
well as whole cell extracts (T) were analysed in parallel by western blot, using antibodies directed
against LA/C, LAP2[] or emerin. Each lane (P, S) corresponds to a material extracted from a similar
number of cells. The ratio of ECL signals for FLAG-LA, LAP2a and emerin detected in the pellet (P)
versus the supernatant (S) are indicated in percentages.
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Legend of Figure 7.

Alterations in cytoskeleton organization are not major contributors to nuclear dysmorphy in
myoblasts expressing R388P LA.

A-C) C2C12 cells overexpressing R388P FLAG-LA were fixed, labelled with rabbit anti-FLAG
antibodies (green in A-B, red in C) together with either mouse anti-y-tubulin antibodies to detect the
centrosomes (red in A) or mouse anti-o-tubulin antibodies to detect the microtubule network (red in B,
green in C) before observation at the confocal microscope. DNA was stained with Hoechst (blue).
Scale bars, 20 um. In A) are shown cells that contain either two or four centrosomes (left and right
panel, respectively). In B) are shown nuclei (stars) in daughter cells at cytokinesis, as revealed by the
microtubules enriched midbody (arrows), upon expression (right panel) or absence (left panel) of
R388P-LA. In C) are shown examples of dysmorphic nuclei upon treatment of cells with taxol (1 uM
for 2h). D) C2C12 cells overexpressing WT or R388P FLAG-LA were treated with 0.05% DMSO (0)
or with 5 to 10 uM Nocodazole (Noco.) for 3h at 37°C. After fixation, labelling with rabbit anti-FLAG
(green) and mouse anti-a-tubulin antibodies (red), immunofluorescence were observed at the confocal
microscope. Scale bar, 10 um. E) The graph illustrates the percentage (mean + SEM) of dysmorphic
nuclei among cells treated as shown in D), * p<0.05 for n = 3 independent experiments and >100
nuclei / experiment (WT and R388P data were analysed separately by Kruskal-Wallis tests with
pairwise comparisons of groups). F) C2C12 cells overexpressing WT or R388P FLAG-LA were
treated with 0.2% DMSO (0) or with the actin depolymerizing agent Cytochalasin D at 1 or 2 uM
(Cyto.) for 3h at 37°C. After fixation, labelling with rabbit anti-FLAG antibodies and with phalloidin,
immunofluorescence were observed at the confocal microscope. Scale bar, 10 um. G) Percentage
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(mean £ s.e.m.) of dysmorphic nuclei among cells treated as in F), p>0.05 for n = 3 independent
experiments and >100 nuclei / experiment (WT and R388P data were analysed separately by Kruskal-
Wallis tests with the pairwise comparisons of groups). H) C2C12 cells overexpressing WT or R388P
FLAG-LA were fixed, labelled with rabbit anti-FLAG (red) and mouse anti-desmin (green) antibodies
and observed at the confocal microscope. DNA was stained with Hoechst (blue). Representative cells
illustrating nuclear shape in the absence or presence of endogenous desmin expression (left and right
panels, respectively). Scale bar, 10 pm. I) The graph illustrates the mean ratio (+ s.e.m.) of desmin
positive vs negative cells for transfected cells versus untransfected control cells. Are considered the
whole population of cells expressing WT or mutant (R388P) FLAG-LA and the subpopulation of cells
expressing R388P FLAG-LA with dysmorphic nuclei (R388P Dysm.), p>0.05 for n = 4 independent
experiments and >100 nuclei / experiment (Kruskal-Wallis tests with pairwise comparisons of groups).

Barateau et al. Figure 8
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Legend of Figure 8.

Changes in H3 acetylation do not rescue nuclear shapes in myoblasts expressing R388P LA.

A) C2C12 cells overexpressing WT or R388P FLAG-LA were fixed, labelled with mouse anti-
FLAG (green) and rabbit anti-H3K9ac or anti H3K27ac (red in left and right panels, respectively)
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antibodies before observation at the confocal microscope. Arrows in A) indicate the absence of
H3K9/K27ac signal in cells overexpressing WT lamins A. Scale bar, 20 um.

B) The graph illustrates the H3K9ac median immunofluorescence signal intensity observed per
nucleus of cells processed as in A) that express either WT or R388P-LA. Signals are normalized to the
signal measured in untransfected cells for 3 independent experiments (1, 2, 3). Boxes show first and
third quartiles, bars are put according to Tukey method for n > 125 nuclei per condition, *** p<(0.001
(Mann Whitney test). C) Percentage (mean + s.e.m.) of cells processed as in A) that express WT or
R388P-LA and are negatively stained for H3K9ac or H3K27ac. (* p<0.05 for n = 3 and >100 nuclei /
condition, Mann Whitney test). D) C2C12 cells, control (C) or expressing WT or R388P FLAG-LA
were incubated in the absence (-) or presence (+) of anacardic acid (100 pM) or trichostatin A (100
nM), as indicated. Whole cell extracts were analysed by western blot using anti-FLAG, anti-H3K9ac
(left panel) and anti-H3K27ac (right panel) antibodies. GAPDH and Actin detection were used as
loading controls in the left and right panels, respectively.

E) C2C12 cells expressing WT or R388P FLAG-LA were treated with drugs as in D) and
processed by immunofluorescence as in A). The graph illustrates the percentage of dysmorphic nuclei
for cell populations (mean = s.e.m), * p<0.05 for n = 3 independent experiments and >100 nuclei /
experiment (Kruskal-Wallis test with pairwise comparisons of groups).
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ABBREVIATIONS

CMD, congenital muscular dystrophy; LMNA, gene encoding for A-type lamins; L-CMD,
LMNA dependent congenital muscular dystrophy ; preLA, prelamin A; mLA, mature lamin A; NE,
nuclear envelope.
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ABSTRACT

Processes shaping the 3-dimensional (3D) human genome remain elusive. We present Chrom3D,
a user-friendly whole-genome 3D modeling software that dynamically simulates the radial
positioning of topologically-associating domains (TADs) in the nucleus. We integrate Hi-C and
lamin-associated domain (LAD) information to generate high-resolution ensembles of models that
recapitulate single-cell TAD distribution. Chrom3D reveals dynamic TADs and TADs
constitutively placed at the nuclear periphery or nuclear interior. TAD stability in these
compartments is consistent with their gene density and expression level. A- and B-type lamins as
radial constraints differentially skew LAD distribution towards the nuclear interior or periphery.
Predictions of radial LAD placement in model ensembles are validated by quantitative imaging.
Lastly, Chrom3D models reveal unexpected features of LAD regulation in the nuclear interior in
cells from patients carrying a lipodystrophy-causing LMNA mutation. Integration of radial
positioning constraints in 3D genome models enables the study of spatial gene regulation in
disease contexts.
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