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Abréviations

AAV , adeno-associated virus

ADAM, A disintegrin and
metalloproteinase

ADN, acide désoxyribonucléique

Akt ouPKB, protéine kinase B
ANOVA, analyse de variance

AP, activator protein
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ASK, apoptosis signal-regulating kinase
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ATP, adénosine tri-phosphate

Bad, Bcl-X,/Bcl-2-associated death
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Bax, Bcl-2-associated X protein
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Bcl, B cell ymphoma

Bim, Bcl-2 like 11 (apoptosis facilitator)
BMD, dystrophie musculaire de Becker
BSA, sérum albumin bovine

CaMK, calcium/calmodulin-dependent
protein kinase

CaMKK , CaMK kinase

CANP, calcium-activated neutral
proteinase

cdc, cell division cycle

c-FLIP, c-FLICE-inhibitory protein

CK, créatine kinase

CNM, myopathie centronucléaire

DAG, dystrophin associated glycoprotein
DAP, dystrophin associated protein
DG, dystroglycane

DGC, dystrophin-glycoprotein complex
DIA, diaphragme

DMD, dystrophie musculaire de Duchenne

DMEM , Dulbecco’s modified Eagle’s
medium

EDMD, dystrophie musculaire d’Emery
Dreifuss

EDTA, acide éthylene-diamine-
tétraacétique

eEF, eukaryotic elongation factor
eEF2K, eEF2 kinase

EGF, epidermal growth factor

EGTA, acide éthyléneglycol tétraacétique
elF, eukaryotic initiation factor

eNOS endothelial nitric oxyde synthase
ErbB ouEGFR, EGF receptor

ERK, extracellular signal-regulated kinase
FAK, focal adhesion kinase

FGF, fibroblast growth factor

Foxo, forkhead box, class O

GAPDH, glycéraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase

GBL oumLST8, mammalian lethal with
sec thirteen

GDP, guanosine diphosphate

Grb2, growth factor receptor-bound
protein 2

GRMD, Golden retriever muscular
dystrophy

GSKa3, glycogen synthase kinase-3
GTP, guanosine triphosphate

HEPES, acide 4-(2-hydroxyéthyl)-1-
pipérazine éthane sulfonique

HES, hématoxyline/éosine/safran

HFH, hepatocyte nuclear factor/forkhead
homologue

HGF, hepatocyte growth factor

HRP, horseradish peroxidase

lg, immunoglobuline

IGF, insulin-like growth factor

IGFBP, IGF binding protein

IHC , immunohistochimie

KB, inhibitor of NFxB

IKK , IKB kinase

IL , interleukine

IRD, infrared dye

IRS, insulin receptor substrate

JNK, c-jun N-terminal kinase

LGMD, limb-girdle muscular dystrophy
MAFbx/atroginl , muscle-atrophy F-box
MAPK , mitogen-activated protein kinase
MAP2K , MAPK kinase

MAP3K, MAP2K kinase

mMAVO3, mammalian adheres
voraciously3

MDC, cellules dérivées du muscle
MDSC, cellules souches dérivées du
muscle

mdx, X-linked muscular dystrophy
MEC, matrice extracellulaire

MEK , MAPK/ERK kinase

MEKK , MEK kinase

MKK , mitogen-activated protein kinase
kinase



MLK , mixed-lineage kinase

MLPA , multiplex ligation-dependent
probe amplification

MMAC , mutated in multiple advanced
cancers

MOPS, 3-(N-morpholino)propanesulfonic
acid

mTOR, mammalian target of rapamycin
MTT , myoblast transfer therapy
MuRF1, muscle RING-finger protein 1
NFAT, nuclear factor of activated T-cells
NF-kB, nuclear factor kappa B

NNOS, neuronal nitric oxyde synthase
NP40, Nonidet-P40

PAK, p21l-activated kinase

PBS, phosphate buffer saline

PCR, polymerase chain reaction

PDGF, platelet-derived growth factor
PDK1, 3-phosphoinositide-dependent
protein kinase-1

PH, pleckstrin homology

PiP ou PtdInsP, phosphatidylinositol
PiP, ouPtdInsP2, PtdIins(4,5)P

PiP3; ouPtdInsP3, PtdIns(3,4,5)p

PI3K, phosphatidyl inositol 3-kinase
PLC, phospholipase C

PLV, phospholipid vesicles

PPAR, peroxisome proliferator-activated
receptor

PP2A, protéine phosphatase 2A

PRSS protease serine member S

PSF, pénicilline/streptomycine/fungizone
PTEN, phosphatidylinositol-3,4,5-
trisphosphate 3-phosphatase

PYK, pyruvate kinase

p70S6Kou S6K, 70-kDa ribosomal
protein S6 kinase

Raptor, rapamycin (TOR)

Ras rat sarcoma

Rheb, Ras homologue enriched in brain
Rictor, rapamycin insensitive companion
of mMTOR

RTK, récepteurs tyrosine kinases
SAPK/JNK, stress-activated protein
kinase/c-jun NH-terminal kinase

SDS sodium dodécyl sulfate

SERCA, sarco/endoplasmic reticulum
calcium ATPases

SG, sarcoglycane

SH, Src-homology

SHIP, SH2 domain-containing inositol-5'-
phosphatase

SOD, superoxyde dismutase

Sos son of sevenless

Src, steroid receptor activator

SVF, sérum de veau fecetal

TA, tibialis anterior

TAK , thylakoid-associated kinase
TEP1, TGFbeta regulated and epithelial
cell enriched phosphatase

TGF, transforming growth factor

TNF, tumor necrosis factor

TO-PRO-3, iodide (642/661)-monomeric
cyanine nucleic acid stains

Trk , tyrosine kinase receptor

Tsc, tuberous sclerosis complex

Tw, Tween-20

UV, ultra violet

WB, western Blot

4EBP1/PHAS-] eukaryotic initiation
factor 4E (elF4E) binding protein-1
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Avant-propos

La dystrophie musculaire de Duchenne (DMD) toudiegae année a la naissance un
garcon sur 3500 et représente la forme la plusuééeg et la plus sévere des dystrophies
musculaires. Elle se caractérise par une pertergssiye et irréversible de la masse
musculaire, conduisant au déces des patients ait dél’age adulte. Son origine génétique
est liée a des mutations localisées dans le gedantda dystrophine, une protéine sous-
sarcolemmale de 427 kDa, essentielle & la stabiéigefibres musculaires. Par l'intermédiaire
d’'un complexe multi-protéique transmembranaire BppGC (dystrophin-glycoprotein
complex), la dystrophine établit un lien physiqmére le cytosquelette sous-sarcolemmal et la
matrice extracellulaire. Dans les fibres dystropkg] son absence entraine délocalisation du
DGC, perte d’intégrité du sarcolemme et apparitdtans la membrane de lésions, ce
phénomene étant accentué par les cycles de cootraetaxation. Ces lésions permettent
'entrée de calcium dans les cellules, avec poumséquence l'activation de protéases
calcium-dépendantes (les calpaines) et la nécresdilores musculaires (Deconinck&Dan,
2007). Ce réle structural de la dystrophine neitsoéipendant pas a expliquer pleinement les
mécanismes moléculaires conduisant de son absdaaeearose des fibres dystrophiques, et
les mécanismes globaux définissant la pathogénigt toujours pas été élucideés.

Il a été montré récemment que I'absence de dystrepdvait des répercussions sur
'état de plusieurs voies de signalisation cell@aimais la participation éventuelle des
modulations détectées a la pathogénie de la DMpa%été clairement établie. Les voies de
signalisation cellulaire contrélent de nombreux mménes cruciaux pour les cellules, tels
gue la mitogénése, la différenciation ou la sumsgdulaire, et des déreglements ont été
associés a plusieurs pathologies, dont le cancamns e but de définir de fagcon précise les
dysfonctionnements touchant le muscle dystrophiaquis avons décidé d’effectuer une
recherche approfondie sur le niveau d’expressiodeephosphorylation de protéines clés
impliquées dans des voies de signalisation majeetaswus avons cherché a comprendre les
conséquences des dérégulations détectées. Nous aneme cette étude en paralléle sur deux
modeéles animaux de la DMD : la sounlx (Bulfield et al, 1984), modéle classique, et le
chien GRMD (Valentinest al, 1986), seul modeéle reproduisant de facon fidelgehénotype
humain. Nous avons utilisé la technologie des pucemticorps pour obtenir une vision
globale des modulations touchant les voies de Bsgti@n dans les muscles déficients en
dystrophine. Nous avons également utilisé des apps conventionnelles, telles que le



Western Blot, I'immunohistochimie et les tests di\até kinases et phosphatases, afin
d’étudier en détail le statut des voies MAPK etk Fkt.

Nos résultats révelent avant tout une atteintéopoe, et sur le long-terme, de la voie
PI3K/Akt chez le chien GRMD. Cette voie est impkgudans la régulation de la synthese et
de la deégradation protéiques, et de facon plus rgnalans le controle de la masse
musculaire, et il nous est donc apparu intéresiaietudier plus en profondeur. Nous avons
pu montrer qu’une réduction du niveau de phosphtiof et de I'activité kinase d’Akt était a
I'origine d’une phosphorylation réduite de ses esbtlirecte et indirecte GSB2®t p70S6K, et
d’'une augmentation de l'activité kinase de G8KBlous nous sommes ensuite intéressés a
I'origine de la dérégulation d’Akt dans le musclesttophique, et avons pu démontrer que les
mécanismes moléculaires faisaient intervenir unamon de la phosphatase PTEN. Cette
observation majeure démontre pour la premieredoigne dérégulation de la phosphatase est
associée a une pathologie neuro-musculaire. Damselesemble, nos résultats, s'ils sont
confirmés dans les biopsies de patients, pourrgiemhettre une meilleure compréhension de
la pathogénie de la DMD, ce qui pourrait, a termeyrir la voie a de nouvelles pistes

thérapeutiques.



Introduction bibliographique

1. La dystrophie musculaire de Duchenne
1.1. Généralités

La dystrophie musculaire de Duchenne (DMD) doit som au physiologiste francais
Duchenne de Boulogne qui décrit la pathologie pawremiére fois en 1868, sous le terme
de paralysie musculaire pseudo-hypertrophique @malgsie myo-sclérosique) (Duchenne,
1868). On peut toutefois noter que le médecin am@dward Meryon avait déja rapporte le
cas de neuf garcons atteints par la pathologiedorRoyal Medical and Chirurgical Society
de Londres, en 1851 (Emery, 2001). Dans la classifin internationale des maladies (CIM),
on trouve la DMD dans les maladies du systéme oerv&00-G99), les affections
musculaires et neuro-musculaires (G70-73), lescaffies musculaires primitives (G71) et
enfin les dystrophies musculaires (G71.0). Lesrdp$ties musculaires regroupent 'ensemble
des pathologies dégénératives affectant directetadiire musculaire striée. Parmi elles, les
dystrophinopathies désignent plus particulierenmest dystrophies musculaires dues a un
déficit total ou partiel en dystrophine. La DMD régente la forme la plus fréquente et la plus
sévere de dystrophie musculaire. Elle se caraetpes la perte progressive et irréversible a la
fois de la masse et de la fonction musculairebréexiste, a ce jour, aucun traitement curatif.
C’est une pathologie récessive liée au chromosonmgiiXdouche 1 garcon nouveau-né sur
3500 (Emery, 1993). Cela représente actuellemerirance environ 110 naissances par an.
Dans plus de deux tiers des cas, la mere d’'un gatgstrophique (appelée mere porteuse)
porte I'anomalie sur I'un de ses chromosomes X.r F@yetit tiers restant, une mutatide
novodans les gameétes de la mére est responsablegaritton de la maladie dans un terrain
sans antécédent familial (Brown&Hoffman, 1988, Rgahi et al, 1990). C’est la fréquence
particulierement élevée de ces mutations sporadiiee en partie a la taille extrémement
importante du gene) qui explique que le taux ddeace de la maladie soit stable alors que
les garcons atteints ne deviennent jamais pérespédb enfin noter quelques rares cas
d’atteinte chez les filles, associés a un syndrden&urner, la translocation d’'un chromosome
X et d’'un autosome, ou linactivation préférenteetlu chromosome X sain (Lescaaital,
2004).

Le géne DMD a pu étre localisé au niveau du locp21X(bras court du chromosome
X) presque simultanément par trois approches distin: 1) I'étude des translocations

chromosomiquesie novoentre un chromosome X et un autosome chez les fdkes



atteintes de DMD, 2) I'étude dans différentes féasildu polymorphisme de longueur des
fragments de restriction (RFLP) et 3) I'étude deelques rares cas de patients atteints
simultanément par la DMD et par une ou plusieutseguaffections liées au chromosome
X (Worton&Thompson, 1988). Les premieres séquerntegene ont été isolées en 1985,
aboutissant rapidement a son séquencage compleiarguant ainsi 'un des tous premiers
succes du clonage positionnel (Kunlatlal, 1985, Monacocet al, 1985, Monacocet al,
1986). Peu apres, un ADNc de 14 kb, correspondarttramscrit du gene dans le muscle
squelettique foetal, était cloné (Koerey al, 1987), puis la protéine était identifiée chez
’lhomme et chez la souris (Hoffmaat al, 1987). Cette découverte marqua I'un des tous
premiers succes de la génétigue inverse (c’esttié @a géne que la protéine a été identifiée).
Avec ses 2,4 millions de paires de bases et se=x@8s, le gene DMD représente le plus
grand géne humain identifié a ce jour. On estimé gouvre 1 a 1,5% de la longueur totale
du chromosome X et 0,05 a 0,1% du géenome humairowiB&Hoffman, 1988,
Hoffman&Kunkel, 1989). Il comprend des introns d&stgrande taille, qui couvrent 99,4% de
sa longueur. Il code la dystrophine, une protéimet2l7 kDa (Koeniget al, 1987, Koeniget

al., 1988). La dystrophine est localisée sous le samume des fibres musculaires et elle est
absente des fibres DMD (Bonilé al, 1988, Zubrzycka-Gaart al, 1988).

Dans prés de deux tiers des cas, les mutationsuamd & un phénotype DMD sont
de larges délétions touchant 1 ou plusieurs eXoesx "points chauds" concentrent 75% des
délétions, I'un se trouvant a I'extrémité 5 du geat l'autre, dans la moitié distale du
domaine central. Un petit tiers des cas sont qaaux dus a des mutations ponctuelles, qui
semblent réparties de facon aléatoire le long die gémutations non sens aboutissant a un
codon stop prématuré ou, plus rarement, mutatiang ens. Enfin, 5 a 8% des cas sont
causeés par des duplications, qui semblent se néegdarta méme facon entre les deux points
chauds, et qui aboutissent soit a un décalage drte ade lecture soit au contraire, a la
formation d’'une protéine plus longue (Koeng al, 1987, Worton&Thompson, 1988,
Hoffman&Kunkel, 1989, Robertet al, 1994). La théorie de "l'interruption du cadre de
lecture”, énoncée en 1988, et vérifiee par la sddas 92% des cas (sur 258 délétions
analysées), stipule que le phénotype dépendraitépescussions de la délétion sur le cadre
de lecture. Les décalages dans le cadre de leetugovoquant I'apparition d’un codon stop
prématuré et la formation d’'une protéine tronquéenstable, seraient & l'origine d’un
phénotype sévere de type Duchenne. Les déléti@mrainant pas de décalage, en générant
une protéine plus ou moins tronquée mais partigdiegnfonctionnelle, conduiraient au

contraire a un phénotype moins sévere, dit de Bgaker (Hoffmanet al, 1987, Koeniget



al., 1987, Monaccet al, 1988, Koeniget al, 1989). La dystrophie musculaire de Becker
(BMD), décrite pour la premiere fois en 1955, e&t fbis plus rare que la DMD
(Becker&Kiener, 1955, Hoffmaat al, 1987, Koeniget al, 1987).

1.2. Signes cliniques

La DMD est une pathologie a caractere évolutiftquiche I'ensemble des muscles de
'organisme. La dégénérescence est dans un preem@ps suivie par une régénération
efficace puis, la capacité régénérative diminusmttissu musculaire est progressivement
remplacé par du tissu fibro-conjonctif ou adipeWillig, 1992, Arthuiset al.,, 1990).

Les premiers signes cliniqgues n'apparaissent giamdéemt pas avant I'age de 3 ans,
méme si 'apprentissage de la marche peut étredéetd’enfant tombe facilement, éprouve
des difficultés a courir et a monter les escakrdes difficultés pour se relever. Une pseudo-
hypertrophie des mollets (et éventuellement d’'autreuscles) est observée, en raison de
laugmentation de la composante non musculaire dscla. Une hypertrophie réelle est
également parfois observée, dans les rares mugaiesont relativement épargnés. Une
rétraction tendineuse touche les fléchisseurs damehe, obligeant I'enfant & marcher sur la
pointe des pieds. La station debout devient diffiéi partir généralement de I'age 6 ans et
'enfant a recours a l'utilisation d’'un fauteuilulant, de fagon occasionnelle vers 8-9 ans,
puis définitive dés I'age de 10-12 ans. La faibdessusculaire s’étend alors aux membres
supérieurs, limitant peu a peu leur utilisation.elstoliose grave se développe avec la perte
de la marche, parfois méme avant celle-ci et dedgractures musculaires entrainent des
déformations des membres. L’atteinte des musclespiregoires donne lieu a une
hypoventilation alvéolaire et rend I'enfant partietement sensible aux infections broncho-
pulmonaires. Des troubles cardiaques (cardiomyagagieuvent également étre présents, de
méme que des troubles digestifs et une ostéoperusainant fractures et obésité. Un retard
intellectuel est possible méme s'il ne concerneuguiers des cas. Grace a une prise en
charge globale et adaptée, les patients atteid@giis souvent I'age de 20-30 ans. Dans 70%
des cas, ce sont les problemes cardiaques etfovateges qui sont a I'origine du déces.

La classification phénotypique Duchenne/Becker sepsur deux criteres. Un
phénotype DMD est défini par une perte de l'indélagrcte locomotrice intervenant avant 12
ans (entre 12 et 16 pour un phénotype intermédetirapres 16 ans pour un phénotype
Becker) et par une quantité de dystrophine danmsuscle inférieure a 3% de la quantité
normale (de 3 & 20% pour un phénotype intermédaiseipérieure a 20% pour un phénotype
Becker).
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Figure 1 Anatomie du muscle squelettiquewage macroscopique et microscopique du musclé stri
squelettique : du muscle entier au sarcomere. Ghamuscle squelettique est constitué de faisceanEmes
composés de myofibres (ou fibres musculaires). Ghafibre musculaire est elle-méme constituée de
myofibrilles (matériel contractile), dont l'unitéedase est le sarcomére (Tortetal, 1994).



1.3. Lésions du muscle dystrophique
1.3.1. Muscle squelettique, cellules satelliteegénération

Le muscle représente entre 40 et 50% de la masgeretle et c’est par conséquent le
tissu le plus abondant de I'organisme. Il est cauiiie, extensible et élastique, joue un réle a
la fois postural et dynamique et participe a lartiegénése. On en distingue trois types : les
muscles striés squelettiques, les muscles strigdiacaes et les muscles lisses. La DMD
touche principalement les muscles squelettiguesnenéi les muscles cardiaques et les
muscles lisses sont également atteints, et ceceomtque nous détaillerons un peu plus avant.
Les muscles squelettiques assurent la mobilisades os les uns par rapport aux autres.
Chaque muscle est formé d’environ 2000 faisceaagroupant chacun 10 a 100 fibres
musculaires, et il est entouré et protégé par @luisicouches de tissu conjonctif : le fascia
superficiel, le fascia profond, I'épimysium (autodu muscle), le périmysium (autour des
faisceaux) et I'endomysium (lame réticulaire et éarbasale, autour de chaque fibre).
L’ensemble de ces tissus forme la MEC (Figure ¥).nhatériel contractile correspond aux
myofibrilles, structures tubulaires allongées dea 2 um de diametre et constituées de
myofilaments : filaments fins d’actine (associédaatropomyosine et a la troponine) et
filaments épais de myosine. De nombreux sarcom@re#é de base des myofibrilles,
correspondant a l'espace compris entre deux disguesnt alignés les uns a la suite des
autres et I'aspect strié du muscle est di a cegantsation (alternance de bandes sombres
correspondent aux filaments épais et de bandegslabrrespondant aux zones ne renfermant
que des filaments fins). Les muscles répondenadeent volontaire aux stimuli générés par les
motoneurones (c’est le couplage excitation-contrartet chaque unité motrice comprend un
moto-neurone et les fibres musculaires (environ) I lui sont associées. Chaque fibre
provient de la fusion de nombreux myoblastes efereme donc plusieurs noyaux répartis en
position sous-sarcolemmale.

Suite a un exercice ou a un traumatisme (blesswre maladie musculaire
dégénérative), les muscles squelettiques sont pdle régénérer. Cela est di en grande
partie aux cellules satellites, des cellules casalnl’'auto-renouvellement décrites pour la
premiére fois en 1961 (Grefeg al, 2007, Le Grand&Rudnicki, 2007). Les cellules Bixgs
résident en périphérie des fibres musculairesgedatiame basale et le sarcolemme (cette
position satellite étant a l'origine de leur apagtin). Elles sont normalement chez I'adulte
dans un état de quiescence mitotique, au coursetietias expriment Pax7. L'activation suite
au stress semble faire intervenir des facteursaissance (FGF, TG¥ IGF-1 et 2, HGF et
IL-6), des facteurs intrinséques aux cellules etNironnement, méme si les mécanismes
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précis ne sont pas encore totalement compris. & p@/MAPK s’est entre autres révelée
nécessaire a la régulation de I'état de quiesceheel’activation. La myogénése adulte est
contrdlée de facon similaire a la myogénese emimgioa. Suite a leur activation, les cellules
satellites commencent par surexprimer MyoD, Myfh, é@entuellement les deux, et se
mettent a proliférer activement (on parle alorsrg@blastes ou de précurseurs myogéniques).
La down-régulation de Pax3 et Pax7 et 'up-régatatie la myogénine et de Mrf4 conduisent
ensuite a la différenciation terminale. Les ceBulatellites fusionnent soit avec les fibres
endommagées, permettant leur réparation, soit -efie® pour former de nouveaux
myotubes. Les fibres régénérées sont de petitreadibles noyaux sont localisés en position
centrale. Leur maturation est caractérisée pamugenentation de la taille et la migration des

noyaux vers la périphérie.

1.3.2. Le muscle dystrophique
1.3.2.1. Lésions du muscle strié squelettique

Le muscle dystrophique est caractérisé par I'encstede fibres nécrotiques, souvent
regroupées en cluster, de petites myofibres cemitéées (signe d'une étape de
régénération), de fibres hypertrophiées (dont cetasont fragmentées), de fibres hyalines
(fibres arrondies hypertrophiées au cytoplasme lygme et hyperacidophile rempli de
calcium) et par une fibrose endomysiale multifogai&coce, a laquelle succedent une fibrose
périmysiale et une infiltration par du tissu adipeles fibres révertantes (qui expriment la
dystrophine) représentent généralement moins deld®4ibres. Une expression d’utrophine
(protéine homologue de la dystrophine, normaleneqrimée principalement durant le
développement embryonnaire et au niveau des jorgti®uro-musculaires dans le muscle
'adulte) est observée dans certaines fibres eénération et certaines fibres matures mais
son intensité, bien que croissante dans le tengse rinsuffisante pour avoir un effet

significatif.

1.3.2.2. Lésions des muscles cardiaque et gagd@stimaux
Deux types de lésions cardiaques sont observéss dilatation sévere du ventricule
gauche et une cardiomyopathie dilatée. On peuteggait observer des lésions gastro-
intestinales (atrophie et parfois vacuolisationadenusculaire-muqueuse et de la musculeuse

qui sont progressivement remplacées par du tibseux).



1.4. Diagnostic et dépistage de la DMD

Le diagnostic est généralement prescrit suite &s€ovation d'un déficit moteur
associé a une pseudo-hypertrophie des molletsrisa ge sang permet de doser certaines
enzymes musculaires libérées en cas de Iésionsedtne autres la créatine kinase (CK). Le
taux de CK est considérablement augmenté désdaaraie, avec un pic intervenant entre 1 et
3 ans. Il diminue ensuite progressivement maisste plus de 20 fois supérieur a la normale
(avec toutefois une diminution brutale lors de &ssation de I'activité ambulatoire). Le
prélevement d’'une biopsie musculaire et son obsiervaau microscope permettent de
constater les lésions éventuelles et de déterntanguantité de dystrophine exprimée. Un
électrocardiogramme et un électromyogramme peuxassi étre pratiqués, afin de mesurer
I'activité cardiaque et I'activité musculo-squeigtte, mais ils ne permettent pas a eux seuls
de discriminer la DMD d’une autre pathologie. Dekits PCR multiplexe de neuf exons
chacun ont été développés, qui permettent de eét@6% des délétions (Chamberlainal,
1988, Beggset al, 1990). Pour la recherche des duplications, unevelle méthode
guantitative portant le nom de MLPA (multiplex ligmn-dependent probe amplification) a été
développée récemment, qui permet de cribler siméiteent les 79 exons du géne
(Schwartz&Duno, 2004, Laliet al, 2005). Enfin, pour les meres porteuses déja ifteat,
et s’il s'agit d'un gargon, une biopsie du trophst# peut permettre de savoir s'il est ou non

porteur de lI'anomalie génique.

1.5. Traitements actuels

A ce jour, aucun traitement curatif n’est dispoeilpour la DMD et seuls des
traitements palliatifs, dits aussi freinateurs,tquescrits, dans le but d’améliorer la qualité de
vie des patients. Les corticostéroides, en cordgribau maintien des fibres musculaires et a
une réduction de l'inflammation, peuvent permettiee préserver la force musculaire et
retarder I'utilisation du fauteuil roulant mais & sont pas toujours efficaces et les effets
secondaires sont nombreux. Les deux corticostesdédeplus utilisés sont la Prednisone et le
Déflazacort. Des médicaments sont également prep@msé&as de palpitations cardiaques. La
chirurgie permet de corriger ou tout du moins ddun® les déformations (la chirurgie du
rachis en particulier peut étre envisagée afin idilifier la colonne vertébrale dans une
position "correcte") et différents appareillagesiyent étre utilisés pour guider, limiter voire
supprimer certains mouvements. Les patients béeéficpar ailleurs de rééducation :
kinébalnéothérapie, massages et kinésithérapievem@éation nocturne puis diurne peut-étre

associée a de la kinésithérapie respiratoire odédsencombrement. Enfin, des traitements
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nutritionnels (supplémentation en calcium et erandine D, pour réduire le risque de

fractures) et I'école de la déglutition (pour édeiglienfant a bien avaler) peuvent étre

Proposeés.

2. Dystrophine, protéines associées et pathogénli@ DMD

2.1. La dystrophine

2.1.1. Les difféerentes isoformes

Différentes isoformes de dystrophine, transcritepadtir du gene DMD, ont été

identifiées dans le muscle comme dans les tissasmosculaires. Elles proviennent de

'existence de huit promoteurs différents (souviesgu-spécifiques), d’'un épissage alternatif

et de l'utilisation de différentes séquences pollghp://www.dmd.nl/isoforms.htrl

On distingue tout d’abord quatre isoformes "longudsin poids moléculaire calculé
de 427 kDa :

la Dp427-M ou M-dystrophine (M pour "muscle”).

la Dp427-B ou B-dystrophine (B pour "brain™), expée dans les neurones du
cortex et dans I'’hippocampe.

la Dp427-P ou P-dystrophine (P pour "Purkinje ¢gllexprimée dans les cellules
cérébelleuses de Purkinje et, dans une moindre rmeslans le muscle

squelettique.

la Dp427-L ou L-dystrophine (L pour "lymphocytes"gxprimée dans les

lymphocytes.

Quatre isoformes courtes, d’'un poids moléculaifériaur a 427 kDa, et qui sont

tronquées a I'extrémité N-terminale, ont égaleng@tdecrites :

la Dp260 (260 kDa), exprimée dans la rétine.

la Dp140 (140 kDa), exprimée dans I'encéphale s diarein.

la Dp116 ou apodystrophine-2 (116 kDa), expriméesdas cellules de Schwann
du Systeme Nerveux Périphérique et dans I'encémmabayonnaire.

la Dp71 (71 kDa), ubiquitaire et produit principd géne DMD dans les tissus

non musculaires.



2.1.2. L'isoforme musculaire ou M-dystrophine

La protéine M-dystrophine, plus généralement agpédiétrophine, est exprimée dans
tous les types de muscle (muscle strié squelettiquscle strié cardiaque et muscle lisse) et
dans certains neurones (Hoffmahal, 1988, Boyceet al, 1991). Elle représente environ
0,002% des protéines totales du muscle strié etd8% protéines liees au sarcolemme
(Hoffman et al, 1987, Koeniget al, 1988). Dans les fibres musculaires, elle estlis®a en
position sous-sarcolemmale et on la retrouve peétéilement au niveau des costameéres, en
regard des bandes | (zones d’ancrage des filandéasne) et au niveau des jonctions myo-
tendineuses et neuro-musculaires (Borefiaal, 1988, Zubrzycka-Gaaret al, 1988). Dans
les fibres musculaires striées cardiaques, onttauee en plus au niveau des tubules T, sauf
au niveau degascia adherensles disques intercalaires. Dans les fibres musesléisses
enfin, elle est observée le long du sarcolemmes reai alternance avec la vinculine. Au
niveau structural, la dystrophine est une protantieulée de forme allongée présentant quatre

domaines distincts (Figure 2).

Donmrine central en batbnnet WW CYS

2800111 ez

Figure 2 Organisation schématique de la dystrophiNTe. domaine N-terminal, ABD : domaine de
liaison a l'actine, 1-4 : les 4 régions charniéreles en proline fournissant a la structure salflié, WW :
domaine WW (deux résidus tryptophane conservésp Comaine riche en cystéines, EF : sites deidinatu
calcium (EF hand calcium-binding domains), ZZ e gibtentiel de fixation au zinc (zinc finger domai@C :
coiled-coil domain, CT : domaine C-terminal.

Le domaine N-terminal est composé de plus de 24@esacaminés et posséde un
domaine de liaison a l'actine (ABD pour actin bimglidomain) (Rybakovat al, 2000). Une
homologie a été montrée avea-actinine, la3-spectrine et la calponine (Koerégjal, 1988,
Lapidoset al, 2004). Le domaine central en batonnet est comges23840 acides aminés,
pour une longueur de 125 a 175 nm. Il présenteedences répétées de 109 acides aminés,
similaires aux éléments hélicoidaux de-&ctinine et de laB3-spectrine. Trois hélices
s’alignent pour former chaque domaine répété etfecent a la structure sa rigidité
(Davison&Critchley, 1988, Koenigt al, 1988). La flexibilité est quant a elle apportée p
guatre régions charniéres riches en résidus priinenig&Kunkel, 1990). Un domaine WW
(deux résidus tryptophane conservés) lie les ré&gimmes en proline de fagon analogue aux

domaines SH3 et est impliqué dans l'interactioteddystrophine avec Ig-dystroglycanef{-
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DG) (Einbond&Sudol, 1996, Sudol, 1996a, b). Le domaiche en cystéines est composé de
plus de 280 acides aminés. Il renferme deux si#esrgiels de fixation au calcium (EF1 et
EF2) et un site potentiel de fixation au zinc (Z&)j interviennent dans l'interaction avec le
B-DG. Le domaine C-terminal enfin est composé de&@2@es aminés. Il contient des sites de

liaison a la dystrobrévine, aux syntrophines éactihe. Il interagit également avecfeDG.

2.2. Le complexe dystrophine-glycoprotéines asssc

La dystrophine fait partie d’'un complexe multi-groue appelé "dystrophin-
glycoprotein associated complex" (DGC). Le DGCasststitué de protéines intracellulaires,
membranaires et extracellulaires et il peut étrbdsisé en trois sous-complexes: le
complexe des dystroglycanes (DG), le complexe deglycanes (Mayeat al) comprenant
en plus le sarcospan, et le complexe cytoplasmgigure 3). Par I'intermédiaire de ce
complexe, la dystrophine établit un lien physigo@esles filaments d’actine du cytosquelette
sous-sarcolemmal (avec lesquelles elle interagitson domaine N-terminal) et la matrice
extracellulaire (MEC) des fibres musculaires. Effietefle domaine C-terminal de la
dystrophine lie 13-DG qui interagit lui-méme avecd:-DG, permettant la liaison avec la
laminine 2, ou mérosine, une protéine de la MEC fiewses musculaires (Campbell&Kahl,
1989, Ervasti&Campbell, 1991, Ozawtal, 1995).

4
&
_9

. : jp 2 Laminin
Collagen 0
Sarcospan é‘;
Extracellular &7 Dystroglycans
matrix Sarcolemma | Caveolin-3
Intracellular :‘_i_"_"j"nNOS ‘
(Sarcoplasm) — 7 —syntrophins

' =71 " o-Dystrobrevin
C terminus |

Cysteine-

[~ Spectrin rich domain

Cytoskeletal -
repeats

T
F-actin B oy Y |
g
N terminus £

Figure 3 La dystrophine et le complexe dystrophine-glyctfires associées (DGQ)es
principales protéines du DGC sont représentéesongplexe des dystroglycanes ét[3-DG), le complexe des
sarcoglycanes( 3, y etd-SG), avec le sarcospan, la nNOS et la cavéolii@za8ies&Nowak, 2006).

Dystrophin
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2.2.1. Le complexe des dystroglycanes

Le complexe des dystroglycanes compreral ¢t le B-DG, deux glycoprotéines
identifiées en 1990 dont la glycosylation (de tgpeest cruciale a la fonction (Ervasti al,
1990). Un géne unique (DAG1) code un précurseuefmoe, exprimé de fagcon ubiquitaire et
rapidement clivé en deux sous-unités (IbraghimoskiBevnayaet al, 1992, Winder, 2001).
L’a-DG, anciennement dénommeée 156-DAG (glycoprotéssmaée a la dystrophine), en
raison de sa masse moléculaire, est une protéiokeiserement extracellulaire, qui lie la
chainea2 de la laminine 2 de maniére Gaépendante (Ervasti&Campbell, 1993). Des
interactions ont également été rapportées averaine 4, la laminine 1, I'agrine (Bovet
al., 1994, Campanellet al, 1994, Geeet al, 1994, Sugiyamat al, 1994) et le perlecan
(Peng et al, 1998). Le 3-DG (ou 43-DAG) possede un court domaine C-terminal
intracellulaire, qui interagit avec le domaine gan cystéines de la dystrophine, un domaine
transmembranaire et un domaine extracellulaire igteéragit avec k-DG. Il interagit
également avec l'utrophine et la cavéoline 3 (Huetrgj, 2000, Sotgiat al, 2000).

Aucune pathologie neuro-musculaire associée dimesté & des mutations dans le
gene des DG n’a jusqu’a présent été identifiee mi@ssmutations dans des génes impliqués
dans la glycosylation de d:DG conduisent a des formes de dystrophie museulair
congénitale (CMD) appeléesdystroglycanopathies. L’hypoglycosylation de-DG réduit
son interaction avec la laminine-2. Ces pathologggsoupent des formes séveres, telles que
la MEB (muscle-eye-brain disease), la CMD de Fukugiale syndrome de Walker-Warburg
(WWS) ou la CMD de type 1D, et des formes plus Héggtelles que la CMD de type 1C et
des dystrophies musculaires des ceintures (LGMDr ponb-Girdle Muscular Dystrophy)
de type 2 (Sciandret al, 2003, Lapido®t al, 2004, Muntonkt al, 2008).

2.2.2. Le complexe des sarcoglycanes

On distingue six isoformes différentes de sarcagigs: 1o (ou adhaline), I8, la d,
lay, I'e (hautement homologue a) et la¢-SG, identifiée plus récemment. (Ettingaral,
1997, McNallyet al, 1998b, Hacket al, 2000, Wheeleet al, 2002). Elles ont une masse
moléculaire respective de 50, 43, 35, 35, 45 etdda, et ce sont des protéines
transmembranaires qui contiennent au moins undsitglycosylation (Ozawat al, 1998).
L’isoforme € est ubiquitaire, chez I'adulte comme chez I'embryalors que les cing autres
sont exclusivement musculairegy et lay-SG étant spécifiques du muscle strié. Le complexe

observé dans le muscle squelettique comprenddésriisesa, (3, o ety. Enfin, nous pouvons
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noter que les sarcoglycanes étaient, comme lesodjgtanes, anciennement dénommeées
DAG.

Des mutations dans les génes des SG sont a l'erigan formes autosomiques
récessives de LGMD, aussi appelées sarcoglycariepatn distingue les formes LGMD2C
(déficit eny-SG), 2D (déficit eru-SG), 2E (déficit e3-SG) et 2F (déficit ed-SG) (Sciandra
et al, 2003, Lapido®t al, 2004).

Le sarcospan est une protéine de 25 kDa qui apparfi la superfamille des
tétraspanines (Crosbiet al, 1997). Il présente deux transcrits de taille &féhte : I'un
spécifique du cceur et I'autre spécifique du musgleelettique. Il est hautement hydrophobe,
possede quatre segments transmembranaires ettsEnitds N et C-terminales sont tournées
vers le cytoplasme. On le trouve tout le long dedamme, méme s'il est particuliéerement
présent dans la membrane post-synaptique des gasctneuro-musculaires et myo-
tendineuses des fibres musculaires striees sqgaksdf ou il s’associe soit avec la
dystrophine, soit avec l'utrophine. Il est essdrdi¢ancrage membranaire du complexe des
SG et la présence du complexe est quant a ellesseioe a la stabilité du sarcospan a la

membrane. Le complexe sarcospan-SG stabilise ddigation membranaire di:DG.

2.2.3. Le complexe cytoplasmique
2.2.3.1. Les syntrophines

Les syntrophines, anciennement dénommées DAP ¢(gysir associated proteins),
sont des protéines intracellulaires associéesdystrophine. Elles représentent une famille
multigénique de protéines qui comprend alfsyntrophine (SNT-Al, homologie avec le
domaine riche en cystéines et le domaine C-termdeala dystrophine), I81-syntrophine
(SNT-B1) et la B2-syntrophine (SNT-B2). Chaque isoforme contienuxdedomaines
PH (pleckstrin homology domains) : PH1 (qui renferom domaine PDZ) et PH2. Tous les
tissus expriment deux voire les trois isoformes.s Leyntrophines se retrouvent
préférentiellement au niveau des jonctions neurseamlaires (exclusivement pourzd) dont
elles favorisent le fonctionnement en permettaddumulation des canaux sodiques voltage-
dépendants. ld1-syntrophine est exprimée essentiellement dansodar, dans le muscle
squelettique et, dans une moindre mesure, dangrieau. Les isoformeBl et 32 sont
ubiquitaires. Dans le muscleall-syntrophine prédomine (on la retrouve tout leglatu

sarcolemme) et I@1l-syntrophine se distribue le long du sarcolemme filees de type
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rapide. Les syntrophines interagissent avec laralysine, les dystrobrévines, le PtdiasP
NNOS, la calmoduline et Grb2 (Kramarelal, 1994, Peterst al, 1994).

2.2.3.2. Lo-dystrobrévine
L’ a-dystrobrévine est une protéine homologue de l&ralySine et elle est associée au

DGC par une liaison directe avec les syntrophi@esla trouve au niveau du sarcolemme des
fibres musculaires et des jonctions neuro-musadair’a-dystrobrévine 1, I'isoforme la plus
longue, contient un domaine de liaison ad’GRF hand), un site potentiel de liaison au zinc
(domaine ZZ), un domaine superenroulé de type édedoil" (interaction avec la
dystrophine) et un domaine tyrosine kinase. Elkeragit avec la nNOS (Roberts, 2001).
L’isoforme (3, identifiée plus récemment, lie la syntrophinéudréphine. Elle est exprimée

dans le cerveau, les reins et les poumons maabsshte du muscle.

2.2.4. Autres protéines associées au complexe
La nNOS (monoxyde d’azote synthétase neuronal& eavéoline 3 sont également

associées au DGC, mais par une interaction de mintknsité.

2.2.4.1. nNOS

L’isoforme nNOSu est exprimée le long du sarcolemme des muscleslettjgues
(Stamler&Meissner, 2001). De par son interactioecallal-syntrophine (Brenmaet al,
1996), on la retrouve plus spécifiguement au niva@sljonctions neuro-musculaires et myo-
tendineuses et des sarcomeres. Elle catalyse dafdrenation de la L-arginine en oxyde
nitriqgue (NO), un radical libre, et participeraitléa modulation de nombreux phénoménes
(couplage excitation/contraction, respiration niitmedriale, métabolisme glucidique,
transmission de I'influx nerveux et activation dedlules satellites entre autres). Une perte
sélective de la NNOS au niveau du sarcolemme mei#rée chez la sounmdxcomme chez
les patients DMD (Brenmaat al, 1995, Changet al, 1996). Chez la souris, 'enzyme est
relocalisée a lintérieur des fibres musculaires, elle continue a produire du NO
(Stamler&Meissner, 2001). Les souris déficienteslgstrophine et en nNOS développent un
phénotype comparable a celui des soundx suggérant que la perte de I'enzyme ne
participerait pas a la pathogénie (Croskieal, 1998a). Enfin, nNOS interagit directement
avec la cavéoline 3, ce qui l'inactive (Venesatal, 1997).
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2.2.4.2. La caveoline 3

Les caveéolines sont des protéines de 18 a 24 kiggralement membranaires. Elles
s’oligomeérisent pour former des cavéoles, raftaliques correspondant a des invaginations
de 50 a 100 nm de diametre, présents dans la pldesitissus et jouant un réle dans I'endo-
et I'exocytose et dans I'homéostasie du cholestdeties sont au nombre de trois : la
caveoline 1 (isoformes et (3), la cavéoline 2 (isoformes, B ety) et la cavéoline 3 (de
Laurentiiset al, 2007, Thomas&Smart, 2008). La cavéoline 3 estiipge du muscle strié
et c'est la seule isoforme exprimée dans les edloiusculaires squelettiques post-mitotiques
pleinement différenciées. Elle interagit avec le@Gon domaine WW-like reconnaissant le
motif PPXY de I'extrémité cytoplasmique @uDG (Songet al, 1996, Crosbiet al, 1998b,
Sotgiaet al, 2000). Il a d’ailleurs été montré qu’elle pouvhibquer l'interaction de la
dystrophine avec IB-DG, suggérant gu’elle pourrait réguler le recrutabtde la dystrophine
a la membrane (Sotgiet al, 2000). Outre leur réle structural, il est mairenclairement
établi que les cavéoles interviennent aussi dangdalation d’'un grand nombre de voies de
signalisation cellulaire, dont les voies MAPK eBRIAkt. On y trouve des molécules de
signalisation (h-Ras, petite protéing, Ginases Src, eNOS, PI3K et PLC entre autresi ain
gue des récepteurs (récepteurs au PDGF, a 'EG¥GRE-1 et récepteurs c-Kit, TrkA et
CD36). Cependant, le réle précis joué par les dasédans la régulation de ces voies
demeure controversé. Certaines études tendenkpanpée a montrer que la signalisation par
les récepteurs au PDGF et & 'EGF est initiee desmigavéoles alors que d’autres suggerent
au contraire un effet inhibiteur de ces derniedss l(aurentiiset al, 2007, Thomas&Smatrt,
2008). La densité des caveéoles est augmentée damsusclesndxet DMD (Vaghyet al,
1998, Repettet al, 1999, Galbiatet al, 2001).

Des mutations dans le géne de la cavéoline 3 saigine d’'une forme autosomique
dominante de LGMD (la forme 1C), aussi appelée @avepathie (Sciandrat al, 2003).

2.3. Pathogénie de la DMD
Malgré des avancées importantes dans la comprémedsila pathogénie de la DMD,
les mécanismes globaux ne sont a I'’heure actumlieurs pas élucidés. La dystrophine et le
DGC jouent avant tout un rble structural et les améxmes "structuraux” conduisant de
'absence de dystrophine a la nécrose des fibredraphiques sont bien décrits. La
contraction musculaire correspond a une déformagianun raccourcissement des myofibres

et, pendant ce phénomene, la machinerie contratditerester intimement connectée avec le
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sarcolemme, au risque de 'endommager. La dystneplein établissant un lien physique entre
la MEC et le cytosquelette des fibres musculaicesitribue au maintien de l'intégrité du
sarcolemme lors des cycles de contraction-relaxgi@arpenteret al, 1990, Petrofet al,
1993, Lapidost al, 2004). L’absence de dystrophine résulte en udecté®n, voire en une
absence complete, des composants du DGC (devemstables) a la membrane
(Straub&Campbell, 1997, Strawb al, 1997). Cela conduit a une instabilité du sarcohenet

a l'apparition de dommages, appelés lésions ddidliyell et al, 1994). Ce phénoméne peut
étre accentué par les contractions, notammentegacdntractions excentriques (Petebfal,
1993). Cette perte d’intégrité du sarcolemme vaagmer un influx de calcium, I'activation
des protéases calcium-dépendantes (calpaines)néctase des fibres dystrophiquei (a
dérégulation de mécanismes régulateurs ati@une augmentation globale de la protéolyse)
(Turner et al, 1993, Straub&Campbell, 1997, Tidball&Spencer, @0Bartoli&Richard,
2005). Le DGC protege donc le sarcolemme contrddesmages induits par les contractions.
Des études plus ou moins récentes ont par aillaorgré que des événements secondaires,
tels que l'inflammation, le stress oxydatif, I'atiion de la régénération musculaire, et la
fibrose, participaient aussi au phénotype dystmodi(Disatniket al, 1998, Chenret al,
2000, Spencer et al, 2001, Spencer&Tidball, 2001, Khurana&Davies, 2003
Tidball&Wehling-Henricks, 2004, Wehling-Henriclet al, 2004, Deconinck&Dan, 2007).
Cependant, il faut ajouter a ces mécanismes lem@kable joué par des déréglements des

voies de signalisation cellulaire.

3. Les modéles animaux de la DMD
3.1. La sourisndx

La sourismdx (X-linked muscular dystrophy), premier et prindipaodele animal de
la DMD, a été découverte par hasard au sein d’ofeie de souris C57/BL10ScSn, suite a
I'observation de mutants spontanés présentantigdeaux plasmatiques élevés de créatine et
de pyruvate kinases musculaires et des lésionsldggques caractéristiques de la DMD (la
transmission du phénotype se faisant selon un magissif lié au chromosome X) (Bulfield
et al, 1984). L'absence de dystrophine chez la saudgest due a une mutation ponctuelle
dans I'exon 23 (C3185T), conduisant a un codon gia@pnaturé (Sicinsket al, 1989,
Nonaka, 1998) et a la synthése d’'une protéine tréagfaisant 27% de la taille normale (et
correspondant au domaine N-terminal et a sept ségeerépétées). Cette forme tronquée
étant instable, elle est rapidement dégradee (kioat al, 1989, De la Portet al, 1999) et la

dystrophine est complétement absente du muscldettigree, a I'exception de quelques rares
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fibres révertantes. Cependant, le phénotype deudassndx est beaucoup moins sévere que
celui observé chez 'homme et les mutants sontlesabt fertiles, avec une durée de vie
presque similaire a celle des souris saines (Bdl#¢ al, 1984, Carnwath&Shotton, 1987,
Torres&Duchen, 1987, Coultaet al, 1988). La faiblesse musculaire est minime erisepde
poids est comparable sinon supérieure a celle demaax sains. Les fibremdx sont
remplacées de facon continue et efficace, et ecétgénération, avec le fait que les fibres
musculaires perdues ne soient pas remplacées pasduibro-adipeux, préservent la souris
mdx du stade terminal observé chez 'homme. Seul dpldagme est séverement atteint et
présente un phénotype se rapprochant de celui desles DMD (un paragraphe spécial lui
est consacré). La cardiomyopathie est beaucoupsnmoarquée que chez 'lhomme (DiMario
et al, 1991) et les Iésions, lorsqu’elles sont observeeprésentent sous forme de foyers de
nécrose dans le ventricule gauche (Torres&Duched87,1 Coulton et al, 1988).
Contrairement a I'évolution lentement progressivisasvée chez I'homme, la dystrophie
évolue, dans les muscles squelettiques de la soutis selon quatre phases distinctes,
décrites ci-apres.

3.1.1. Lésions des muscles striés squelettiquessagtie le diaphragme
3.1.1.1. Stade pré-nécrotique
Jusqu’a 3 semaines, le seul signe distinguant angssmdx de son homologue sain
est la présence de rares fibres hyalines et unérdédiypertrophie des muscles
(Torres&Duchen, 1987, Coultoat al, 1988, Pastoret&Sebille, 1993, De la Poeteal,
1999).

3.1.1.2. Stade nécrotique

A partir de 3 semaines, des vagues de nécrosessines entrainent la perte des fibres
musculaires normales. Elles affectent des cluségn®upant jusqu’a une centaine de fibres et
les muscles des membres sont les plus séverenteittsat lls développent une atrophie,
associée a une faiblesse musculaire transitoingai@es zones présentent des variations dans
la taille des fibres. Des fibres en dégénérationt sbservées, de méme que des fibres
centronucléées. Les zones nécrotiques sont envphreges macrophages, entrainant une
inflammation mononucléée. Labialis anterior (TA) présente toutefois une régénération
efficace associée a de I'hypertrophie (Bulfieldal, 1984, Coultoret al, 1988, Partridget
al., 1989, Louboutiret al, 1993, Pastoret&Sebille, 1993, Nonaka, 1998).
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3.1.1.3. Stade hypertrophié

La nécrose est suivie d’'une régénération compeaosattense et efficace qui va durer
plusieurs mois. Vers deux-trois mois, 70 a 80%fiees sont centronucléées (Bulfiedt al,
1984, Torres&Duchen, 1987, Coultat al, 1988, Partridgest al, 1989) et une variabilité
considérable est observée dans le diametre dessfifitouboutinet al, 1993). La
dégénération et la nécrose de certaines fibres@iggagnent de la prolifération de cellules
phagocytaires et de fibroblastes. La présencehldesfihnypertrophiées fait, qu'a six mois, les
fibres mdx ont en moyenne un diametre augmenté de 50% ppontapux fibres normales
(Pastoret&Sebille, 1993). Beaucoup de ces fibrgghgophiées sont fragmentées (Louboutin
et al, 1993). Malgré une faible fibrose et la phagoogtdss fibres nécrotiques, le tissu perdu
n'est pas remplacé par des cellules graisseusascumulation de tissu conjonctif est tres
restreinte et ne semble pas affecter la capaciscuhaire (Bulfieldet al, 1984, Partridget
al., 1989, Pastoret&Sebille, 1993, Lefauchetal, 1995).

3.1.1.4. Stade terminal

Chez la sourisndxagée, les résultats concernant une éventuelladiion de la force
musculaire sont contradictoires (Lefauchetal, 1995, Pastoret&Sebille, 1995, Bolettal,
1998). A partir de douze mois, les fibres hypettiéps et en cours de régénération se
raréfient. Quelques fibres dégénératives et népres persistent mais ce qui est surtout
observé, ce sont des fibres fragmentées et unghadroaccompagnée d'une fibrose
endomysiale (Pastoret&Sebille, 1993). Dans lesidesmmois de la vie, la fibrose est parfois
accompagnée d'infiltration de tissu adipeux et, atip de 65 semaines, les muscles
squelettiques présentent un phénotype IésionnétaséRastoret&Sebille, 1995).

3.1.2. Le diaphragme

Le diaphragme est le seul muscle de la soundx présentant un phénotype
comparable a celui des patients DMD. Les lésion#t stservées a partir de 25 jours
(Stedmaret al, 1991, Louboutiret al, 1993) et la nécrose (accompagnée d’une inflanamati
mononucléée) touche d’abord de petits amas desfidra régénération est bien moins
efficace que dans les muscles squelettiques (Ldirbeual, 1993) et dés six mois, le nombre
de fibres diminue, alors que la nécrose continpeogresser (Stedmaet al, 1991). La taille
des fibres est tres hétérogéne, mais la taille moyest inférieure a celles des fibres saines

(Louboutin et al, 1993). Les fibresmdx sont progressivement remplacées par du tissu
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conjonctif (Stedmanet al, 1991) et, dans une moindre mesure, par du tiskpeax
(Louboutinet al, 1993).

En conclusion, la sourimdxreprésente un modéle prolifique, facile d’entregt peu
colteux de la DMD. C’est un modele extrémementsatilnotamment, en ce qui nous
intéresse, pour la mise au point des études denggue et de protéomique. C’est également
un modeéle peu affecté par I'absence de dystroplaheui peut étre utilisé pour tenter de
comprendre les mécanismes permettant la régénématisculaire. Le fait que le phénotype
soit difféerent selon les muscles peut enfin étres @iprofit pour tenter de distinguer les
déreglements des voies de signalisation assodiabsence primaire de dystrophine (et que
'on devrait par conséquent observer dans tousriescles), de ceux liés a la sévérité du
phénotype (et qui devraient étre plus marqués dandiaphragme que dans le TA par
exemple) (Langet al, 2004).

3.2. Le chien GRMD

Des chiens de lignée golden retriever (labradog@s@mtant spontanément une
myopathie transmise comme un caractére lié au adsome X ont été décrits (Valentiee
al., 1986, Kornegat al, 1988) et une colonie a été crée des 1986, awectdens croisés
Beagle et des chiens croisés Retriever (Valerdgired, 1986, Coopeet al, 1990). Le chien
GRMD (Golden Retriever Muscular Dystrophy), parfapgpelé GXMD (Golden Retriever X-
linked Muscular Dystrophy) ou CXMD (Canine X-linkéduscular Dystrophy) a été accepté
comme modele valide de la DMD en 1988, lorsquerdéaye de I'absence de dystrophine a
éte apportée (Coopet al, 1988). Ces chiens présentent une mutation pdiet(@- A)
dans le site d’épissage 3’ de l'intron 6, avec poomséquence la perte de I'exon 7 et un
décalage dans le cadre de lecture conduisant pafaijpn prématurée d’'un codon stop au
niveau de I'exon 8 (domaine N-terminal) (Shatpal, 1992). Le chien GRMD représente le
modele animal le plus proche des patients DMD pdgho-physiologie est extrémement
comparable a celle de 'homme, méme si la dysteplpparait plus brutalement (avec une
évolution trés rapide la premiére année) (Partrid@®1). En plus de la forme classique
(utilisée dans cette étude et par conséquent détams le paragraphe qui suit), une forme

néonatale fulminante, fatale dans les vingt presijeurs a également été décrite.

3.2.1. Signes cliniques
Le taux de CK est anormalement élevé dés les prefaers de vie mais les premiers

signes cliniques de la pathologie n'apparaissetgnte 8 et 10 semaines, durant la période
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de sevrage (Valentinet al, 1986, Kornegayt al, 1988, Valentineet al, 1988). Les chiots
présentent une fatigabilité excessive, une démaaobemale et leur course prend un aspect
de "sauts de lapin". lls éprouvent des difficudésuvrir la gueule, un aboiement faible, une
posture anormale, des troubles de la marche, unaté@cestreinte et une amyotrophie de la
musculature du tronc et de la musculature tempoides trois mois, un exercice méme
modéré provoque une respiration abdominale et ohygpée, témoignant d’une insuffisance
respiratoire. Une hypertrophie de la base de lguaret une atteinte cesophagienne entrainent
une dysphagie (géne a la préhension et a la mtistiodes aliments), des régurgitations et
une hypersalivation. L’amyotrophie s’aggrave eresuprogressivement. Les muscles
proximaux des membres, qui ne sont pas touchéd'gieophie, se fibrosent, empéchant
I'extension totale des articulations. A huit mdss,plupart des chiens éprouvent de grosses
difficultés a marcher, méme si la perte totale aléohction locomotrice n’est généralement
pas observée. La dysphagie et la quantité accrumédigbolites nécessaires pour la synthese
protéique dans les fibre en régénération entrainantetard de croissance. L’atteinte des
muscles pharyngés provoque en plus une atteingresé@u tractus digestif. Vers un an, la
colonne vertébrale se déforme. Les muscles respatsont également touchés. La fonction
cardiaque reste longtemps normale mais elle pbetz certains chiens agés, rapidement se
détériorer, entrainant alors insuffisance cardiagumort par cardiomyopathie (Valentieé

al., 1988). La mort survient généralement avant I'éigedeux ans. Une euthanasie est
pratiguée pour insuffisance cardiaque terminaledétresse respiratoire fatale (due a une
pneumonie par fausse deéglutition). La reproductiest difficile car la dystrophie

s’accompagne d’'une immaturité sexuelle.

3.2.2. Lésions des muscles striés squelettiques

Les muscles squelettiques peuvent étre d’apparesreeale ou étre au contraire pales
et fermes. La plupart sont atrophiés mais certaorg au contraire hypertrophiés (langue,
musculeuse cesophagienne et piliers du diaphragireearires). Les lésions sont similaires a
celles observées dans les muscles des patients e Iésions précoces correspondent
uniquement, comme chez I'enfant, a la présenceilesf hyalines. A partir de quelques
semaines, les Iésions ressemblent déja a ce qobgstvé chez un enfant de deux a cinq ans :
hétérogénéité du diameétre, fibres nécrotiques eesatte macrophages, petites fibres en
régénération, fibres dégénératives (fibres de gcatitire, arrondies, hyperéosinophiles et au
cytoplasme granuleux et/ou fragmenté), fibres hypeatractées, fibres fragmentées et fibres

matures centronucléées. Lorsque la pathologie essgr quelques fibres minéralisées sont
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observées. Le nombre de fibres en phagocytose ébids centronucléées augmente, de
méme que la quantité de tissu conjonctif endo-ésinmysial, et l'infiltration par du tissu
adipeux (non systématique toutefois).

3.3. Autres modéles animaux

Outre la sourisndxet le chien GRMD, qui représentent les deux madaiemaux les
plus utilisés pour la DMD, plusieurs autres moddleaturels ou non) ont également été
décrits (Collins&Morgan, 2003). Une sourisdx/utri” (déficiente en dystrophine mais
€galement en utrophine) a été générée, qui développhénotype beaucoup plus sévere que
la sourismdx et comparable a celui des muscles DMD. Des nautstspontanées dans le
gene de la dystrophine ont par ailleurs été idiéetf chez deux autres races de chien (le
Rottweiler et le pointer allemand a poils ras) etnuodele Beagle a été produit. Un modéle
félin est également disponible, mais I'absence g&rdphine chez le chat aboutit a une
dystrophie musculaire hypertrophique (HFMD, hypmptric feline muscular dystrophy),
associée a des cycles de nécrose/régénération desles squelettiques, et a une
cardiomyopathie. Les modéles animaux non mammaliefssque le poisson zebre et le ver
Caenorhabditis elegansqui possedent des homologues de la dystrophindueDGC,
présentent I'avantage, bien que la musculatura @athogénie soient tres différentes de ce
qui est observé chez I'homme, de pouvoir étre maéip en grand nombre et d'étre
facilement modifiables sur le plan génétique. Bs\ent permettre le criblage a haut-déebit de
molécules potentiellement intéressantes en vueedtharapie pharmacologique ou d'une

thérapie génique.

4. Pistes thérapeutiques pour le traitement deM®D

~

La DMD fait partie des pathologies les plus difis a soigner et deux grandes
approches sont actuellement a I'étude. La premigse a rétablir I'expression de la
dystrophine par thérapie cellulaire ou géniquenéfart de gene ou réparation du géne
endogene) et la seconde, cible les voies moléesldocalisées en aval de I'absence de
dystrophine (approches pharmacologiques). Lesegliest de thérapie génique et cellulaire se
devant, pour étre efficaces, aboutir a la restaurale I'expression de la dystrophine dans
'ensemble des muscles de I'organisme, les diffémulrencontrées sont importantes. Une
description de quelques unes des pistes thérapestigs plus prometteuses est donnée ci-

apres. Elle ne se veut pas exhaustive.
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4.1. La thérapie génique

L’expression du produit d’'un géne défectueux (aqued soit ce géne) par une stratégie
de thérapie génique peut s’accompagner de la nmsplaze d’'une réaction immunitaire.
Cependant, des études ont suggéré que l'existanimy, les patients DMD, de fibres
révertantes pourrait permettre de pallier a ce lprob (Ferreret al, 2004). Une limite
importante de la thérapie génique pour la DMD estqontre liée a la diffusion du vecteur,
une injection intra-musculaire transduisant desulesd dans une zone située en moyenne
seulement quelques centimétres autour du siteedtion (Hartigan-O'Connor&Chamberlain,
2000, O'Harat al, 2001).

4.1.1. Le transfert de génes
Les vecteurs AAV (adeno-associated vectors) ont tm#e réduite et une

immunogénicité, bien que significative, limitéeilstreprésentent actuellement les vecteurs de
choix (Goyenvalleet al, 2004, Wanget al, 2007). A cause de leur capacité limitée, ils ne
peuvent cependant pas étre utilisés pour trangparystrophine entiére et des mini-genes
ont été construits, avec un nombre réduit de doesai@pétés centraux mais des domaines N
et C-terminaux conservés. Les minidystrophinescse seveélées capables de remplacer la
protéine normale chez la souriglx méme si elles se sont avérées moins efficaces lehe
chien GRMD (Sampaolesét al, 2006). Chez ce dernier, des études récentes sembl
cependant indiquer qu’il soit possible d’éviterégponse immune contre les protéines virales
(Wanget al, 2007). Un essai cliniqgue de phase 1, utilisastwteurs AAV exprimant une
minidystrophine sous le contréle d'un promoteur CM&tomegalovirus) est en cours
(http://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT00428935?temuchenne+muscular+dystrophy&rank
=12).

4.1.2. Le saut d’exon

Le saut d’exon est une thérapie potentielle pragnst dont I'idée vient entre autres
de I'observation dans le muscle dystrophique deedibévertantes, exprimant la dystrophine
suite a un saut d’exon naturel. L’idée est de salkson du gene DMD contenant la
mutation, afin de restaurer le cadre de lecturdegbroduire une protéine, certes un peu plus
courte, mais quasi fonctionnelle (Cossu&Sampaol2807). La stratégie développée par
'équipe de Luis Garcia utilise des oligonucléotidmti-sens (AON) ou des AAV exprimant
de petites ribonucléoprotéines nucléaires (snRNB; pmall nuclear ribonucleoproteins) U7.

Apres les résultats prometteurs obtenus chez lassoux (Goyenvalleet al, 2004), les
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travaux sont actuellement poursuivis chez le cl@&MD, a l'aide de vecteurs AAV1 et
d’ARN U7 ciblant les exons 6-8 (Cossu&Sampaole€i07). Il a en outre été montré
récemment qu’une immunosuppression transitoire dguss semblait suffisante pour
empécher toute formation d’anticorps anti-AAV1 eup permettre des injections répétées,
suggérant gu’il serait possible de corriger la ayshie dans plusieurs muscles (Lorainal,
2008). Par ailleurs, I'injection (intra-musculaive intra-artérielle) chez des sousisid/mdx

de cellules humaines CD13Zorrigées génétiquement par exon skipping s’eséléé
capable d’aboutir a une expression de dystrophanene relocalisation des protéines du
complexe au niveau du sarcolemme et a une amaéiorédnctionnelle, et des cellules
greffées ont pu étre observées en position satallits fibores musculaires. Ces résultats
suggerent que linjection de cellules CD13futologues génétiqguement modifiées pourrait
étre envisagée pour traiter la DMD. Outre I'acdaiité de ces cellules (elles sont isolées a
partir du sang circulant), cette approche permetitaviter les réactions immunitaires et de
répéter les traitements (Benchaaetial, 2007).

Puisque certaines délétions et duplications sam ffltquentes que d'autres, il a été
estimé que le saut de 12 exons permettrait deitrad®, 3% des délétions (le saut de I'exon 51
permettant a lui seul de traiter environ 20% des.cApres que la preuve de principe de
'approche ait été apportée, deux essais clinigigephase 1/2, utilisant des oligonucléotides
antisens dirigés contre I'exon 51, I'AVI-5648 (urormpholino injecté en intramusculaire) et le
PRO051 (un 2 O-méthyl inject¢é de facon systémiquent été lancés
(http://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT00159250?terduchenne+muscular+dystrophy&rank

=5, http://www.treat-nmd.eu/userfiles/file/general/206B0Prosensa%?20Interview. pdf

4.1.3. La translecture des codons stop prématurés
Environ 15% des cas de DMD sont causés par unetiorutaon sens induisant un
codon stop prématuré. Pour provoquer la transledtarlecture "forcée") de ces codons stop,
on peut envisager d'utiliser des antibiotiques aldaimille des aminoglycosides (Howaetl
al., 2004) ou le PTC124, apparu plus récemment (Hirawval, 2007, Welchet al, 2007).
Deux essais cliniques de phase 1 avec la gentamicin aminoglycoside), et un essai
cliniue de phase 2b avec le PTC24 sont actuellemesn cours

(http://clinicaltrials.gov/ct2/results?term=duchefmeiscular+dystrophy&pg31
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4.2. La thérapie cellulaire
Le muscle squelettique est multinucléé et providat la fusion de précurseurs
mononucléés, les myoblastes. Ce phénomene de fagiomtervient naturellement lors de la
réparation musculaire, peut étre utilisé afin detee de délivrer des noyaux musculaires
normaux dans les fibres dystrophiques, permettast ane ré-expression de la dystrophine.
Dans cette optique, une thérapie dite de trandfernyoblastes, ainsi que différents types de
cellules souches sont actuellement a I'étude (Gis&bDavies, 2007).

4.2.1. La thérapie de transfert de myoblastes

La Thérapie de Transfert de Myoblastes (MTT) wililes myoblastes obtenus a partir
de biopsies musculaires de donneurs normaux, qui amplifiés en culture et injectés
directement dans les muscles de receveurs dystroghi(Smythet al, 2000). Les premiers
résultats ont été obtenus chez la soomikxdes 1989 (Partridget al, 1989) mais l'injection
intramusculaire s’est révélée étre suivie d’'une tnoetlulaire intense et rapide, 80% des
myoblastes du donneur mourant souvent dans les guvant I'injection (Lee-Pullept al,
2004). Les essais cliniques chez 'lhomme, qui omiraencé dés le début des années 90, se
sont révélés sdrs mais malheureusement peu efficagele plan cliniqgue (Smythet al,
2000, Skuket al, 2006 ). Les principaux problemes de cette apmosbnt liés a la
disponibilité des myoblastes, leur survie aprégdttion et leur pouvoir de dispersion et de
fusion, auxquels peut venir s’ajouter une éventusfponse immune (Moulgt al, 2005,
Grounds&Davies, 2007). Cependant, il a été morgegemment que la sur-expression de
follistatine, un antagoniste de la myostatine (yairs loin), était capable, en plus d’induire
I'hypertrophie, d’améliorer l'efficacité de la MTthez la sourisndx (Benabdallahet al,
2008).

4.2.2. Les cellules souches

Plusieurs types de cellules souches capables deedate a un grand nombre de
myoblastes ont été isolés : cellules souches d&gidé la moelle épiniére (population totale
ou cellules SP), cellules CD138érivées du sang et du muscle, cellules souchestdé du
muscle (MDSC ou MDC, population hétérogene conteeatre autres les précurseurs des
cellules satellites) et mésoangioblastes. Certasoes déja utilisées dans des modéles pré-
cliniques de dystrophie musculaire (Cossu&Sampade87, Peaulet al, 2007).

Des cellules CD3%4 associées aux vaisseaux et exprimant des masjdeucellules

endothéliales (mais pas de marqueurs myogéniquesgté purifiees a partir de muscles
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foetaux de souris. Elles se sont révélées capahlie, a une injection dans le muscle de
sourismdx de se différencier en muscle squelettique, derfingr avec les fibres musculaires
existantes et d’occuper la niche des cellules Igatel Plus de 50% des fibres de I'héte
contenaient des noyaux du donneur, répartis st 80% de la longueur du sarcolemme et
'expression d’'une quantité significative de dyptime (environ 60 a 70% de la quantité
normale) a pu étre montrée. Une amélioration fomctelle était aussi visible puisque, 1 mois
apres l'injection, le muscle receveur présentad tésistance a I'effort plus importante que le
musclemdxcontréle (Auda-Bouchest al, 2007).

Les vaisseaux sanguins ont de plus récemment étdifids comme la source d’'un
nouveau genre de cellules souches appelées mésblastes. Ces cellules, initialement
extraites de l'aorte dorsale d’embryons murinss@et révélées capables de reconstituer les
muscles squelettiques de souris déficientea-earcoglycane (Galveet al, 2006), résultats
qui ont pu, par la suite, étre étendus au chien GR{Bampaolesiet al, 2006). Des
meésoangioblastes ont été extraits des vaisseagxisarsitués dans le muscle squelettique de
jeunes chiens et injectés par voie systémique ldatésre féemorale de chiens dystrophiques. 4
chiens GRMD ont recu des cellules autologues oéegggénétiguement (transductiorvitro
avec un lentivirus exprimant la microdystrophinemiaine), et 6 ont recu des cellules
hétérologues issues de donneurs sains. Les chietsuxieme groupe étaient sous traitement
immunosuppresseur et tous étaient traités quotidi@ment avec des stéroides. Les auteurs ont
conclu de cette étude que linjection intra-artégiede mésoangioblastes hétérologues
restaurait I'expression de la dystrophine et unepmalogie normale du muscle, conduisant a
une amélioration clinique et a la préservationalenbbilité. Ces résultats doivent cependant
étre pris avec précaution puisque plusieurs obsens suggerent que les améliorations
rapportées pourraient étre dues au simple traitemiemmunosuppresseur utilisé
(Davies&Grounds, 2006, Brunelét al, 2007, Grounds&Davies, 2007). Un premier essai
clinigue de phase I/ll est prévu chez 'homme, digiel des mésoangioblastes devraient
étre injectés dans un petit muscle de la main dierga DMD &agés de 14 a 16 ans (Cossu,
Myology 2008).

Enfin, aprés avoir démontré chez la dinde que lgtules dérivées du muscle
présentaient un diamétre extrémement variable,r@gboptionnel a la progression dans le
lignage myogénique (Jouviaet al, 2006), I'équipe de Yan Chérel a pu isoler (adéad’'une
technique de pré-plating) une population marginpiésentant un défaut initial d’adhésion.
Ces cellules a adhérence tardive, ou LAC (late radfihecells) correspondent & de petites

cellules arrondies, initialement dans un état deespence, puis qui proliferent de facon
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atypique, en formant des colonies en forme de mptreres. Elles présentent plusieurs
caractéristiques des cellules primitives, et cqueslent essentiellement a des cellules
myogéniques au stade précoce et a des progénitenratures des cellules satellites. Cela
démontre que la technique de pré-plating peut @ilsée pour isoler parmi les MDC des

progéniteurs immatures des cellules satellites ¢gRoet al, 2007).

4.3. Les approches pharmacologiques

Les traitements pharmacologiques que I'on cheaciteellement & développer pour la
DMD visent entre autres a: sur-exprimer l'utromhirstimuler I'hypertrophie et réduire la
fonte musculaires, améliorer les capacités fonottlas du muscle, combattre
inflammation, inhiber les histones déacétylasgsnpenser la perte de dystrophine et de NO
en utilisant la L-arginine, augmenter la synthese§quevia une supplémentation en acides
aminés, réduire le stress oxydatif, inhiber lesacancalciques et les protéases calcium-
dépendantes et inhiber le protéasome (Nowak&Dave&§)4, Cossu&Sampaolesi, 2007,
Radleyet al, 2007). Cette liste ne se veut pas exhaustiveoe$ mous contenterons ici de
développer les recherches menées pour tenter dexgumer l'utrophine et de stimuler

I’hypertrophie musculaire.

4.3.1. Sur-expression de l'utrophine

L’'utrophine est une protéine homologue de la dydtioe, localisée sous le
sarcolemme des fibres musculaires et interagisgiabtalement avec les mémes protéines
(Love et al, 1989, Tinsleyet al, 1992, Pearcet al, 1993, Kramarcyet al, 1994). Elle est
exprimée abondamment durant le développement embay@ puis elle est remplacée par la
dystrophine, son expression se restreignant claglzlte aux jonctions neuro-musculaires et
myo-tendineuses (Khuraret al, 1991, Ohlendieclet al, 1991, Gramolini&Jasmin, 1997).
La sur-expression de l'utrophine chez les patiebtdD est un phénomene naturel
(compensateur mais insuffisant), que I'on peut cier a amplifier. I est maintenant bien
établi que I'expression ectopique d’utrophine engéou diminue fortement la mise en place
de la dystrophie musculaire chez les somixet les sourisndx/utr” (Campbell&Crosbie,
1996, Tinsleyet al, 1996, Rafaekt al, 1998, Tinsleyet al, 1998, Wakefieldet al, 2000,
Squireet al, 2002). De méme, des résultats prometteurs ortdldémus chez le chien, suite a
I'injection intra-musculaire d’'un vecteur adénovieaprimant une mini-utrophine synthétique
(Cerlettiet al, 2003). Apres une analyse détaillée du promoteugé&he de l'utrophine, des

tests de criblage ont été entrepris par I'équipeKdg Davies (Summit plc, anciennement
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VASTox) afin d’identifier des molécules pharmacatpges susceptibles de stimuler
'expression de la protéine. Des tests vitro et in vivo ont d’ores et déja conduit a
l'identification de plusieurs molécules promettesidgne molécule candidate, le SMT C1100,
a passe les tests d’efficacite vivo et un premier essai clinique est prévu chez I'hemm
(Cossu&Sampaolesi, 2007).

4.3.2. Stimulation de I'hypertrophie et réductianld fonte musculaire

Des expériences visant a augmenter le niveau egn de genes impliqués dans la
croissance musculaire ont donné des résultats mgmantsn vitro et in vivo. Différents
agents ont été testés : 'IGF-1, la nNOS, la L4airgg (un substrat de nNOS), I'intégrife;,
le Galgt2 (synaptic cytotoxic T-cell GalNAc transise), la calpastatine (inhibiteur des
calpaines) et la métalloprotéase ADAM12 (Nowak&[@ayi2004).

L'IGF-1 agit sur la voie PI3K/Akt et stimule la régération, I'hypertrophie
musculaire et la synthése protéique. Une expressimscle-spécifique du facteur de
croissance chez la sourimdx a conduit a une activation d’Akt et a une hypeutiie
significative, accompagnée d’une augmentation dubre de fibres, une augmentation de la
masse et de la force musculaires, et une rédudéda fibrose et de la nécrose (Bartiral,
2002). Une administration, a raison de 1 mg paetkgar jour pendant 8 semaines, toujours
chez la sourisndx s’est également révélée capable d’augmentemietion contractile et la
résistance a la fatigue du diaphragme comme de<lesusquelettiques des membres
postérieurs (Gregoreviet al, 2002, Gregoreviet al, 2004). Cependant, I'administration
systémique d’IGF-1 a faible dose, bien que rédauikEndommages crées par les contractions
dans les musclesidx ne semblait pas avoir d’effet sur le calibre @lbses, sur la masse
musculaire ou sur la force maximale (Schereteal, 2006). L’efficacité d’'une administration
systémique (1,5 mg par kg et par jour) a été coégarec celle d’'un transfert de gene en
terme de réparation fonctionnelle du TA suite a blessure. L'IGF-1 s’est révélé capable
d’'induire la réparation quelque soit le mode d’adistration, mais le transfert de gene
paraissait plus efficace (il entrainait une actoratd’Akt, provoquait une hypertrophie plus
importante et une réparation plus rapide) (Sche&tzagch, 2006).

La myostatine, qui appartient a la famille du TGSt un régulateur négatif de la
myogénése et de la croissance des muscles squasttdurant la vie post-natale précoce.
Elle réduit la taille et le nombre des fibres mudaitas en inhibant la prolifération et la
différenciation des myoblastes. Des dérégulationisété associées a des déreglements de la

masse musculaire chez I'adulte et plusieurs étodésnontré l'intérét de contrer cette voie
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dans le muscle dystrophique. L'utilisation d’antg® anti-myostatine (Bogdanovidt al,
2002), de méme qu’une délétion du géene (Waghed, 2002), ont permis une amélioration
fonctionnelle chez la sourimdx Plus récemment, un inhibiteur de la myostatimévééle la
follistatine (le FS I-1), a été sur-exprimé sousdmtréle d’'un promoteur spécifique du muscle
squelettique puis les souris transgéniques ontréiéées avec des sounxlx aboutissant a
une augmentation de la masse et de la force muscMakataniet al, 2008). Enfin, une
injection intra-musculaire unique, chez la soundx de vecteurs AAV exprimant différentes
protéines de liaison a la myostatine a abouti a amgmentation de la masse et a une
amélioration de la fonction pendant plus de dewss aExl@me lorsque l'injection avait lieu chez

des souris agées (Haidsdtal, 2008).

5. Implication d’'un déréglement des voies de siga#bn cellulaire

Les voies de signalisation cellulaire servent ayed, amplifier et intégrer les signaux
recus par les cellules, dans le but de déclencherréponse génomique et physiologique
adaptée (McKay&Morrison, 2007, Weston&Davis, 200E)es sont également impliquées
dans la régulation de processus cellulaires tels Ilgu prolifération, la différenciation,
'apoptose et la migration. La signalisation egtiée par I'activation, en réponse a différents
stimuli (stress, dont le stress mécanique et lesstroxydatif, hormones, facteurs de
croissance, cytokines, mitogenes, médicamentsraittens cellules-cellules, interactions
cellules-matrice, etc.), de récepteurs membranawemtracellulaires qui vont alors recruter
les cascades de signalisation correspondantefadiesirs de transcription servant ensuite de
lien majeur avec I'expression des génes (WhitmaBdnds, 2000, White, 2008).

5.1. Les voies MAPK

Les voies MAPK (mitogen-activated protein kinasssht des voies de signalisation
restreintes aux eucaryotes qui correspondent acdssades de sérine/thréonine kinases,
activées de fagon séquentielle par phosphorylaties MAP3K (MAP kinase kinase kinases)
activent et phosphorylent les MAP2K (MAP kinase dses), qui a leur tour activent et
phosphorylent les MAPK (MAP kinases), aboutissamfiinea l'activation des facteurs de
transcription correspondants. Trois voies majewsent présentes dans les cellules de
mammiféres : la voie ERK (extracellular signal-reged kinase), la voie SAPK/INK (stress-
activated protein kinase/c-jun Nerminal kinase) et la voie p38 (Schéma 1).
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Schéma 1Les 3 voies MAPK présentes chez les mammiferesyvoies ERK, JNK et p38 sont
constituées d'une cascade de sérine/thréonine dgnastivées séquentiellement. En réponse a unlgimu
extracellulaire, les MAP3K activent et phosphoryltas MAP2K qui activent et phosphorylent & leunrttes
MAPK qui activent enfin les facteurs de transcoptcorrespondant, générant une réponse biologidpetée.
5.1.1. La voie ERK

La voie ERK est I'une des voies de signalisatianrt@eux caractérisées et elle a été
impliquée dans la régulation de nombreux processllglaires tels que la prolifération, la
différenciation, la croissance cellulaire, la peggion dans le cycle cellulaire, la survie et le
métabolisme (Lloyd, 2006, Yoon&Seger, 2006). El& @ééclenchée par des récepteurs de
type tyrosine kinase (RTK), protéines transmembrasa possédant un domaine
extracellulaire responsable de la liaison au ligaindn domaine intracellulaire responsable de
l'activité tyrosine kinase (Schlessinger, 2000, Bany 2002, McKay&Morrison, 2007). La
liaison du ligand sur les RTK provoque leur dimatisn, leur activation et l'auto-
phosphorylation de résidus tyrosine du domainexgafitulaire. Ce dernier provoque alors le
recrutement a la membrane de protéines contenadtommaine SH2 (Src-homology 2) ou
PTB (phosphotyrosine binding domain), telles que reolécules adaptatrices Grb2 et Shc.
Sos est recruté a la membravia son interaction avec Grb2, Shc ou l'une des pmeti
d’ancrage liées au récepteur activé. Son intemaciec la GTPase Ras provoque I'échange

du GDP en GTP et I'activation de celle-ci. Rasriag# et active alors (par phosphorylation)
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les kinases Raf (A, B et C). Les Raf, qui sont éd?3K, activent ensuite MEK1 et MEK2,
des MAP2K qui vont a leur tour activer ERK1 et ERK2APK), tout cela se faisant par
simple phosphorylation de résidus situés dans lenailte kinase. ERK peut alors
phosphoryler ses cibles (plus de 160 substratgténdécrits), situées majoritairement dans le
noyau, mais également dans le cytoplasme : facteunsanscription, kinases et phosphatases,

éléments du cytosquelette et régulateurs de I'asepentre autres.

5.1.2. La voie SAPK/JNK

La voie SAPK/JINK, plus communément appelée JNKiéairdpliquée, entre autres,
dans la réponse au stress, la régulation de laesatwde la mort cellulaires (apoptose, mais
€également nécrose et autophagie) et la régulatiofadroissance et de la différenciation
cellulaires (Davis, 2000, Weston&Davis, 2002, 200#pis isoformes de la MAPK JNK ont
ete identifiées chez les mammiferes : JNK1, JNK2IMK3. Elles sont activées par les
cytokines inflammatoires, le stress environnemefttaht les rayons UV et les rayoypset
des facteurs de croissance. Les MAP3K (typiquerviBiKK1, MEKK4, MLK3 et ASK1),
lorsqu’elles sont activées, phosphorylent et aoties MAP2K (MKK4 et MKK7) qui a leur
tour phosphorylent et activent JNK. Les facteurstrdascription sous le contréle de JNK
comprennent, entre autres, c-jun, ATF2, p53, ARti@ator protein-1), NFAT4 et NFATcl
(Davis, 2000, Weston&Davis, 2002, 2007). Les mitouiries sont également la cible des
signaux pro-apoptotiques médiés par JNK, puisqlkénise régule Bax et Bak (Davis, 2000,
Tournieret al, 2000, Tournieret al, 2001, Weston&Davis, 2007). Enfin, JNK phosphoryle
IRS-1 (insulin recpetor substrate-1), conduisarsoa inactivation et s’opposant ainsi a la
signalisation induite par le récepteur a l'insuliffguirre et al, 2000, Leeet al, 2003,
Weston&Davis, 2007).

5.1.3. La voie p38
La voie p38 a été impliquée dans la régulation’idddmmation, du cycle cellulaire,
de la mort cellulaire, du développement, de laifin@tion, de la différenciation cellulaire et
de la sénescence (Zarubin&Han, 2005). Quatre is@srrésultant d’'un épissage alternatif
ont été identifiées : p88 p383, p38/ (ERK6 ou SAPK3) et pIB(SAPK4). Les isoformea
et 3 sont ubiquitaires alors que les isofornyest d sont exprimées de fagon tissu-spécifique,
les isoformesx ety étant celles exprimées le plus abondamment damasele squelettique

adulte. L'activation de p38 a été observée en rep@nde nombreux stimuli extracellulaires
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tels que les UV, les chocs thermiques, les stragslatifs et osmotiques, les cytokines
inflammatoires (TNE et IL-1), les rayons ionisants et les facteurcigssance. Des MLK
(qui conduisent également a I'activation de JNKgs ghrotéines de la famille Rho (Racl et
cdc42), et des kinases activées par p21 (PAK) deadua I'activation des MAP2K (MKK3

et MKK6 entre autres). Ces MAP2K, mais égalementBTA(TAK-binding protein),
conduisent alors a 'activation de p38. Les sultstla p38 incluent des protéines kinases, des
facteurs de transcription, cPLA2 (phospholipaseosnfique A2), NHE-1 (isoforme 1 de
I'échangeur N&H"), tau, la kératine 8 et la stathmine (pour uneiegwoir (Zarubin&Han,
2005)).

5.2. La voie PI3K/Akt

Dans le muscle squelettique, la voie PI3K/Akt iment entre autres dans le contrble
de la masse cellulaire et des phénoménes d’atroghi@hypertrophie musculaires. Les
sérine/thréonine kinases Akt (ou PKB), p70S6K (&K S70-kDa ribosomal protein S6
kinase) et mMTOR (mammalian target of rapamycinyésgntent les enzymes clés de la
cascade (Glass, 2005a, Pende, 2006, Fatiat, 2008). Trois isoformes d’Akt, présentant
une homologie de séquence et une certaine redomdanctionnelle, ont été identifiées chez
les mammiferes : Aktlo(), Akt2 (B) et Akt3 §) (Joneset al, 1991, Chenget al, 1992,
Konishi et al, 1995). Aktl et Akt2 sont fortement exprimées dénsnuscle squelettique
(Dogra et al, 2006) et elles sont activées, en particulierofosme Aktl, en réponse a
l'insuline (Walkeret al, 1998). Concernant p70S6K, deux genes existefS®K1 (codant
les p70 et p85 S6K) et p70S6K2 (Mieudtal, 2007). Enfin, concernant TOR, un seul géne
est présent chez les mammiferes, mais la prot@oege trouver au sein de deux complexes
différents : mMTORC1 (mammalian TOR complex 1) etORIC2 (Wullschlegeet al, 2006).

Suite a la fixation, sur le récepteur corresponddiine molécule d’insuline ou
d’'IGF-1 (insulin-like growth factor-1), des protés IRS (insulin receptor substrate) sont
recrutées a la membrane plasmique et phosphorg@sma 2). Elles recrutent alors une
PI3K (phosphatidyl inositol 3-kinase) de classe tmi va phosphoryler le PtdinsP
(phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate) de la membr pour générer du PtdinsP
(phosphatidylinositol 3,4,5-triphosphate) (Whitmah al, 1988). Akt est recrutée par le
PtdinsR a la membrane plasmiqueid son domaine PH). Elle est alors phosphorylée par
PDK1 (3-phosphoinositide-dependent protein kingseglii possede également un domaine
pH interagissant avec le PtdinsRur le résidu Thr308 (Alesst al, 1997). L'activation
compléete d’Akt nécessite la phosphorylation supgiétaire du résidu Serd73, qui est assurée
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par le complexe Rictor-mTOR (qui forme, avec mLS3A., mTORC2) (Hresko&Mueckler,
2005, Sarbassoet al, 2005). Akt, lorsqu’elle est activée, phosphoriderésidu Ser9 de
GSK3B (glycogen synthase kinas@)3 conduisant ainsi a son inactivation (Cresal, 1995)
et a l'activation des voies de la synthese protigt de I'hypertrophie. La forme non-
phosphorylée et active de GYKZatalyse la phosphorylation et l'inhibition du tiear
eucaryotique d’initiation de la traduction elF2Bu@ctive normalement elF2). Elle inhibe
par ailleurs différents facteurs de transcriptidont le NFAT (nuclear factor of activated T-
cells) (Rommelet al, 2001, Vyaset al, 2002, Glass, 2005a, Favier al, 2008) qui stimule
normalement les génes sensibles a I'lGF-1 et le gen’utrophine (St-Pierret al, 2004). La
déphosphorylation (par la calcineurine) du NFAT dwgih a son entrée dans le noyau, sa
phosphorylation par GSK33provoquant au contraire sa séquestration dangdsal.

Akt conduit par ailleurs a la phosphorylation ded $tuberous sclerosis complex-2),
provoquant la rupture et l'inactivation du complekscl/Tsc2, la levée de linhibition du
complexe sur la GTPase Rheb, et I'activation de RT&u sein du mTORC1 qui contient,
outre mTOR, raptor et mLST8) (Inokt al, 2002, Glass, 2005a). L'activation de mTORC1
nécessite la présence combinée des facteurs dsamoe et des nutrimentga(une PI3K de
classe Ill) et le complexe est inhibé par la rapeimgs mTORC?2 est lui activé par les facteurs
de croissance indépendamment de la rapamycine d&giglement des nutriments). La
disponibilit¢ des nutriments contréle aussi indigeeent mTOR, en modulant le statut
énergeétique des cellules. De niveaux d’ATP condhiad’activation de mTOR alors qu’une
augmentation du ratio AMP/ATP, en activant la kema8MPK (AMP-activated protein
kinase), l'inhibe. Akt est elle-méme capable d’aegter le niveau d’ATP et ainsi d’activer
MTOR. Par ailleurs, les muscles délétés en p70SB6KAhibent un ratio AMP/ATP éleve,
associé a une activation de I'AMPK, démontrant tpeelation entre mTOR/p70S6K et
AMPK fonctionne dans les deux sens. |l a été préppse cela pourrait permettre d’éviter
I'activation simultanée des voies de la synthesdeda dégradation protéiques (Aguitral,
2007, Frost&Lang, 2007, Pende, 2006).

En fonction du complexe au sein duquel il se troumeTOR semble donc
phosphoryler différents substrats (les mécanisroes somplexes et ils ne sont, a I'heure
actuelle pas totalement élucidés). Alors que mTORK&&phoryle Akt et est impliqué dans la
régulation de l'autophagie, mMTORC1 semble respdasidds effets sur la synthese protéique
et I'hypertrophie (De Virgilio&Loewith, 2006, Wulthleger et al, 2006). mTOR
phosphoryle et inactive 4EBP1/PHAS-1 (elF4E bindangtein-1) (Proud, 1996, Hak al,
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1997, Choiet al, 2003), stimulant ainsi la liaison de elF4E a &@F4t linitiation de la
traduction. Il catalyse également la phosphorytatsur la Thr389, de p70S6K (Chuagal,
1994), la kinase étant par ailleurs phosphoryléd?RK1, sur les Thr229 et 252 (Alesdial,
1998, Pullenet al, 1998) etin vitro, sur la Thr421 et la Ser424, par les kinases ERK
(Mukhopadhyayet al, 1992)). Dans les cellules au repos, p70S6Kliéstl un complexe de
pré-initiation de la traduction comprenant elF3it&@a sa phosphorylation par mTOR et
PDK1, la kinase se dissocie de elF3 et phosphai#dB (Raughtet al, 2004), la protéine
ribosomale rpS6 (Proud, 1996) et eEF2K (ce qui ibawson inactivation et a I'activation du
facteur d’élongation eEF2), jouant ainsi un rélg@arant dans la traduction et le controle de
la taille cellulaire. Les mécanismes moléculaireécis par lesquels p70S6K module le
métabolisme et la croissance cellulaire ne sonérdgnt toujours pas entierement compris
(Aguilar et al, 2007, Wullschlegeet al, 2006). mMTOR semble par ailleurs contréler le eycl
cellulaire et l'initiation de la traduction d'un &) et la taille cellulaire de l'autre, par des
mécanismes différents. Il a été montré que la idéléte p70S6K1 réduisait la taille cellulaire
et I'hypertrophie développée en réponse a I'lGRek nutriments ou a une activation d'Akt,
mais sans affecter la prolifération des myoblag@sannaet al, 2005). D’'un autre coéte,
linactivation de p70S6K semble affecter la crorssa et la phosphorylation des cibles
traductionnelles rpS6 et elF4B, tout en maintenam¢ régulation correcte de linitiation
globale de la traduction et du turn-over protéi(Mesulet et al, 2007).

Il est de plus maintenant clairement établi que SHKIL exerce un rétrocontrble
négatif sur la voie PI3K/Akt/mTOR. Outre un rélendda phosphorylation de mTOR (sur la
Ser2448), ce qui pourrait interférer avec la contfppsdu complexe mTORC (Pende, 2006),
p70S6K1 s’est révélée capable de réguler IRS1.delleble moduler la protéine a la fois au
niveau transcriptionnel et au travers d’'une phosghation directe (sur les résidus Ser307 et
Ser636/Ser639) conduisant a une inhibition de staraction avec la PI3K. Ce rétrocontrole
négatif fait que I'activation continue de p70S6kdn (cas de satiété ou dans le cadre de
'obésité) entraine une désensibilisation du rémaptet & une résistance a l'insuline (&
al., 2004, Wullschlegeret al, 2006). De facon trés intéressante, il a été réoptus
récemment que l'obésité et les désordres métalesligh la résistance a l'insuline qui en
découlent pouvaient étre contrés par I'expresgi@ms le muscle squelettique, d’'une forme
constitutivement active d’Aktl. La surexpressionl@&inase, en entrainant une hypertrophie
des fibres rapides/glycolytiques de type 2b, seinlda effet capable de restaurer un
phénotype métabolique normal, démontrant le roleedefibres dans le métabolisme général

(lzumiya et al, 2008). Enfin, on peut noter que p70S6K1 contit@etivité de la kinase
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AMPK et le programme métabolique qui en dépendnpéiant ainsi aux cellules d’adapter
leur croissance a la disponibilité des nutrimeAgpuflar et al, 2007).

Akt s’oppose également a la dégradation protéiquendscle squelettique (Sandt
al., 2004, Stittet al, 2004, Latreset al, 2005). Elle est transloquée directement dans le
noyau, ou elle phosphoryle et inactive des facteersranscription de type Foxo (forkhead
box class O,via mTORC2) (Brunetet al, 1999). Ces facteurs stimulent normalement
I'expression des E3-ubiquitine ligases MAFbx (masafrophy F-box, aussi appelée atrogine-
1) et MURF1, impliquées dans la protéolyse médade systéme ubiquitine protéasome (et
dirigé entre autres dans le muscle contre les ipegémyofibrillaires) (Figure 4, Berthost
al., 2007, Favieet al, 2008).

E1l E2 E3 + substrat protéique
X X W

El E2+ub E3 + substrat protéi

+

%% |
B @ o
) @ substrat protéique

l

protéasome 26S

l
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Figure 4 Le systeme ubiquitine protéasomes protéines ciblées pour la dégradation somjéeg avec
de l'ubiquitine par un mécanisme en trois étapesliquant des enzymes E1 (activation de l'ubiquitjrie2
(conjugaison de 'ubiquitine) et E3 (ligation dabiquitine) (Berthoret al, 2007).

Foxo3 s’est de plus révelé nécessaire et suffigafitnduction de l'autre grand
systeme de dégradation protéique du muscle sqgekett’autophagie (médié, rappelons le,
par les lysosomes), qui est apparue, elle ausdiiter durant I'atrophie. La voie PI3K/Akt
semble en fait contrdler l'autophagie par deux mi@&raes, un mécanisme rapamycine-
dépendant (minoritaire, et faisant intervenir mTQARGt un mécanisme rapamycine-
indépendant, résultant de Il'action de mTORC2 swr fizcteurs de transcription Foxo
(Mammucariet al, 2007, Zhacet al, 2007). Akt,via I'inhibition des facteurs de transcription
de type Foxo, s'oppose donc aux deux grands systedee dégradation du muscle

squelettique : le systeme ubiquitine protéasom@etophagie. Bien qu’ils ne semble pas y
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avoir d’interaction entre ces deux systemes, ilpaggissent régulésjia Foxo, de facon
coordonnée.

Akt s'oppose également a I'apoptose, en inactivamtte autres les protéines pro-
apoptotiques Bad et Bim, et la caspase 9 (Frost§l@007). La kinase conduit aussi a
I'activation du NFkB. Le NFkB, facteur de transcription ubiquitaire majeur,respond a un
dimére de deux sous-unités : p50 et p65 (RelA)ekdi Rel B. Il est séquestré dans le
cytoplasmevia une interaction avec la protéine inhibitrieceBl(isoformea, 3, y ou €), qui
masque le signal de localisation nucléaire de gg&es activation, IKK phosphoryle le
complexe kBa/p65NF«kB, entrainant sa dissociation et la dégradationk@epar la voie
ubiquitine protéasome. NikB est alors transloqué dans le noyau, ou il inkdexipression des
genes sous son contréle. Il induit des génes aofatiques mais dans le muscle
squelettique, il médie aussi I'atrophie (il indaittre autres I'expression de MuRF1). Il induit
egalement le gene deB et la protéine s’accumule dans le noyau, ou sdldie au NF«B,
inhibant son activité et provoquant son exportatiams le cytoplasme (grace a un signal
d’export nucléaire NES situé dans le domaine Citah (Baghdiguianet al, 1999,
Frost&Lang, 2007).

PTEN (aussi appelée MMACL1 ou TEP1) est une phospikiide 3-phosphatase qui
appartient a la superfamille des tyrosine protdiogphatases et qui présente une double
spécificité protéines/lipides (I'activité envers lehospholipides prédominant). Elle hydrolyse
la position D-3 du Ptdins3P (phosphatidylinositolpBosphate), du Ptdins(3,4)P2 et du
PtdIns(3,4,5)P3 (appelé Ptdinsttans cette étude), le substrat le plus impoitamntvo étant
de loin le Ptdinsp (Blero et al, 2007). En déphosphorylant le Ptdlpsie la membrane
plasmique, elle s’oppose a laction de la PISK (NEma&Dixon, 1998). PP2A
déphosphoryle quant a elle les kinases Akt et pRQBkus bas dans la cascade (Millwad
al., 1999).

5.3. Statut des voies MAPK et PI3K/Akt dans lesaia dystrophique
Il est aujourd’hui clairement établi que le DGC g@de, outre son réle structural, une
fonction de signalisation. On sait depuis longtemps la dystrophine est phosphorylée a son
extrémité C-terminale (Michala&t al, 1996, Madhavan&Jarrett, 1999). Il a par ailleéirs
montré que différents composants du DGC (dont &rdghine) pouvaient interagir avec un
certain nombre de molécules de signalisation : Ggb@wth factor receptor-bound protein 2)
(Yanget al, 1995, Oalet al, 2001), nNOS (neuronal nitric oxide synthase) (Branet al,
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1995, Brenmanet al, 1996), la calmoduline (qui active la CaMKK, akesant a la
phosphorylation d’Akt sur la Thr308) (Madhavanal, 1992), FAK (focal adhesion kinase)
(Cavaldesiet al, 1999) et la cavéoline 3 (Somrg al, 1996, Crosbiet al, 1998b, Sotgiaet

al., 2000). De plus, les syntrophines, en réponseliaismn du DGC a la laminine, semblent
recruter Racl (par l'intermédiaire d’'un complexeb®BEosl) puis PAKL, aboutissant a la
phosphorylation de JNK2 et a I'activation du factee transcription c-jun. JNK1 serait au
contraire activée uniquement quand la laminine d&gilétée ou que linteraction avec le
complexe est inhibée (Oalt al, 2003). Des études vitro ont par ailleurs révélé que le
blocage, par un anticorps spécifique, de l'intécacentre |t-DG et la laminine induisait un
phénotype dystrophique, inductible uniqguement dassultures différenciées, et caractérisé
par une réduction de la taille des myotubes, usergé@nisation des myofibrilles et une perte
de l'activité contractile (Browret al, 1999). Il a également été montré que le blocage d
linteraction induisait aussi l'apoptose, en partga une diminution du niveau de
phosphorylation d’Akt et GSKR suggérant la encore que les composants du DGapent
agir comme des éléments de signalisation (Langéddando, 2002). Une étude plus
récente portant sur la cachexie (perte musculasecée au cancer) a de plus permis d’établir
un lien direct entre la dystrophine, le DGC etueges de l'atrophie. De fagon surprenante, il
a en effet été montré que la cachexie était accgn@gd’'une diminution significative du
niveau de dystrophine, ainsi que d’'une glycosyfataormale d8-DG et dupB-SG. De plus,

la sur-expression de la dystrophine chez une sdraisgénique s’'est avérée capable de
réduire la perte musculaire et la sur-expressionMidd&RF1 et MAFbx en réponse a la
cachexie. Cependant, I'activité d’Akt est apparmehangée entre les muscles controles et
cachectiques, et les mécanismes par lesquels ta gerdystrophine pourrait participer a
I'atrophie musculaire sont encore a déterminer @gkgyaet al, 2005, Glass, 2005b).

Plusieurs études réalisées chez la sauds (Bulfield et al, 1984) ont par ailleurs
révélé des modulations des voies MAPK et PI3K/Alkes voies MAPK sont apparues
particulierement touchées, puisque des altératbmi®té rapportées dans chacune des trois
cascades. Concernant la voie ERK/MAPK, il a été tnéoque le niveau d’expression et le
niveau de phosphorylation des kinases ERK1/2 étaiegmentés de facon modérée chez la
souris mdx aux stades 3 et 12 mois. Ces augmentations nblaent pas dépendre du
phénotype du muscle, puisqu’elles étaient préseddas le diaphragme comme dans le TA
(Lang et al, 2004). Une autre étude publiée la méme annéendrénque 'augmentation du

niveau basal de phosphorylation de ERK1/2 dansdphdagmemdx était présente des un
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stade tres précoce (16-17 jours), et que les kenatment activees de facon anormale en
réponse a I'étirement mécanique (Kunearal, 2004). Concernant la voie JNK/MAPK, une
activation de JNK1 a été observée dans le diapheagx (Kolodziejczyket al, 2001). Cette
étude a de plus révélé que I'activatiarvitro de la kinase conduisait a un phénotype de type
dystrophique (caractérisé par un défaut de vigbgit d'intégrité des myotubes), suggérant
gue ce phénoméne participerait a la pathogéniead@MD. Cette hypothése s’est trouvée
confortée par l'observation que l'injection intraistulaire d’'une construction contenant
linhibiteur de JNK1, JIP1 (JNK1 inhibitory protginétait capable de diminuer
considérablement la progression de la destrucesfidres dystrophiques. L'effet délétere de
'activation de JNK1 semblait s’expliquer par ungeraction accrue de la kinase avec le
NFATcl, conduisant a I'exclusion nucléaire du factele transcription. Il a ensuite été
montré que le déflazacort pouvait restaurer laikiales myotubes présentant une activation
constitutive de JNK1 ou celle des fibres dystropbs (St-Pierreet al, 2004). Le
glucocorticoide ne semblait pas agir directememt BYK1, mais activer la phosphatase
calcineurine, entrainant la déphosphorylation entfée dans le noyau du NFATcl, et
stimulant ainsi les génes impliqués dans la répbgipertrophique (et le gene de 'utrophine).
Enfin, concernant la voie p38/MAPK, une diminutide la phosphorylation a été rapportée
dans le diaphragnmdxa 3 et 12 mois, sans changement dans le TA, iadiqgue ce défaut
de phosphorylation pourrait étre lié au phénotypemiiscle (Langet al, 2004). Enfin, une
activation aberrante de ERK1/2, p38 et JNK2 a é&ervée chez la sounisdxen réponse a
I'exercice (Nakamurat al, 2005).

La voie PI3K/Akt s’est elle aussi révélée affectdez la sourisndx Une activation
d’Akt a été détectée dans les muscles des membrestade pré-nécrotique, nécrotique et
hypertrophique de la pathologie, cette activatiemisiant s’amplifier avec le temps. Elle était
associée a une augmentation de la phosphorylagqu78S6K (une étude antérieure n’avait
cependant détecté aucun changement dans le niweghasphorylation de la kinase aux
stades 3 et 12 mois (Langt al, 2004)) mais également, de fagcon surprenante,ea un
diminution du niveau de phosphorylation de G8KBeter&Crosbie, 2006). Une
augmentation du niveau de phosphorylation d’Akt galément été détectée dans le
diaphragme de sourmmdx aux stades pré-nécrotique et nécrotique, en iaseoccette fois
avec une augmentation du niveau de phosphorylateoiGSKE, mTOR et PDK1, et du
niveau d’activité de la PI3K (Dogret al, 2006). Il avait auparavant déja été montré que la

phosphorylation de p70S6K était élevée de 40% badgaphragmendx(Langet al, 2004).
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Enfin, il a été montré que le niveau basal d’atibradu NFxB était plus élevé dans les
fibores mdx que dans les fibres normales (en association avecugmentation de l'activité
kinase de IKK et de la dégradation adB&), et que ceci était médié par la voie PI3K/Akt
(Kumaré&Boriek, 2003). Plusieurs études ont d’aitkedéja montré que l'inhibition de la voie
du NFkB ameéliorait le phénotype et produisait un gainctmmnel chez la sourisndx
(Carlsonet al, 2005, Messina&t al, 2006a, Messinat al, 2006b, Acharyyat al, 2007). La
voie du NFkB s’est également révélée étre fortement activées dies biopsies de patients
DMD (Monici et al, 2003, Cheret al, 2005).

5.4. Dérégulations de ces voies dans d’autréfmies neuro-musculaires

Une activation d’Akt encore plus importante qudecebservée chez la sounsixa
été détectée chez les souris déficientes en sgozog, et plus encore chez les souris
déficientes en dystrophine et en utrophine, suggéyae l'intensité de I'activation de la
kinase serait proportionnelle a la sévérité du phgre (Peter&Crosbie, 2006).

La dystrophie musculaire des ceintures LGMD2A, @& caractérise par des
sarcomeéres anormaux et une atrophie et une fagbliEss muscles proximaux des membres,
est due a une mutation dans le gene de la cal@if@ANP3), une protéase exprimée
spécifiguement dans le muscle (Richatdl, 1995). Dans les biopsies de patients LGMD2A,
'apoptose myonucléaire s’est révélée étre assoaiéene altération de la localisation
subcellulaire dekdBa (accumulé dans le noyau) et KB-(accumulé sous le sarcolemme). La
calpaine 3 s’est en plus révélée capable de dégriBle, suggérant que son absence dans les
muscles des patients LGMD2A pourrait entrainer éfaat dans la protéolyse duBa,
empéchant l'accumulation nucléaire de KB; et entrainant ainsi l'apoptose. Une
accumulation dekiBa a été observée dans tous les noyaux apoptotiJeaesnéme que dans
guelques noyaux non apoptotiques, suggérant quietleederait I'apoptose. La déficience en
calpaine 3, en provoquant une accumulatiorkéet l(et bien qu’insuffisante a elle seule pour
induire I'apoptose), sensibiliserait les cellulesn@anporte quel signal de mort. Le taux
d’apoptose, bien que beaucoup plus élevé que dansres types de myopathies (dont la
DMD) reste faible dans les biopsies LGMD2A (0,40%)ependant, puisque l'apoptose
semble concerner quelques cellules satellites, palarait suffire pour affecter les capacités
régénératives du muscle et contribuer a long-teama pathogénie (les fibres régénérées
représentent d'ailleurs seulement 10% de ce quiobservé dans les muscles DMD)

(Baghdiguiaret al, 1999, Richarakt al, 2000). Les mécanismes par lesquels la déficience
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calpaine 3 perturberait la voie du MB-ont par la suite été mieux définis. Il a été mémjue
I'expression (NFkB- dépendante) des facteurs anti-apoptotiques B-FBLI-11 et Bcl-X,
était réduite dans des biopsies de patients LGME2&ue moins ils étaient exprimés, plus le
nombre de noyaux apoptotiques était important. DaasMDC LGMD2A, le NFkB est
apparu normalement activé par les cytokines (amecttanslocation correcte dans le noyau),
mais tous les génes placés sous son contrble eriétaependant pas activegBb était
exprimée suite a l'induction du NEB quelque soit le statut de la calpaine 3 maiscpaisIP.
Une hypothese probable est que, suite a son imsydie NFKB passe dans le noyau et
induise la transcription d&Ba et d’autres genes de réponse précoce. Par cbexmression
de certains genes anti-apoptotiques nécessitaaajirésence de la calpaine da(une
protéolyse de régulateurs du KB) et le défaut d’induction de ces genes entrainerse
persistance du signal apoptotique et donc de Vatitin du NFkB, conduisant finalement a
une sur-expression deBa et a I'exclusion nucléaire du NEB (Benayouret al, 2008).

I a enfin été montré, chez des souris modeéles aledystrophie musculaire
autosomique dominante d’Emery-Dreifuss (EDMD, duen& mutation dans le géne des
lamines nucléaires A/C), que le développement decdaliomyopathie impliquait une
activation des voies ERK et JNK, et que cette atitim précédait I'apparition des signes
cliniques et des marqueurs moléculaires de la aangbpathie, suggérant qu’elle pourrait
participer a la pathogénie (Muchet al, 2007a, Muchiret al, 2007b). Il a été observé en
parallele que les myoblastes de souris exprimangé lmmine A mutée sortaient
incomplétement du cycle cellulaire et se différarit en des myocytes avec un faible niveau

de multinucléation (Favreaat al, 2008).

6. Les apports de la génomique et de la protéondqus I'étude de la DMD

La pathogénie de la DMD est extrémement compleixelle semble faire intervenir la
dérégulation de nombreux processus cellulaires.ddngréhension des mécanismes globaux
pourrait permettre la mise au point de nouveautetrgents et les études globales apparaissent
donc de premier intérét. Parmi elles, la technelalpgs puces représente un outil de choix,
puisqu’elle permet d’avoir acces, en une seule maapée, a une multitude d’informations.
Nous nous limiterons dans ce paragraphe a citdgue® uns des apports de la génomique
(puces a ADN) et de la protéomique (puces a preseat electrophorése bi-dimensionnelle

couplée a la spectrométrie de masse) dans la chensi®n de la pathogénie de la DMD, en
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détaillant en particulier les résultats concerrdag déreglements des voies de signalisation
cellulaire.

La comparaison, a l'aide d’'une puce a ADNc, du iprdEexpression génique des
muscles des membres et du diaphragme de sourigleenetmdx a permis de mettre en
eévidence une augmentation de I'expression de lakCHMt de I'lGF-2 dans les musclesdx
(Rougeret al, 2002). Le profil d’expression génique des musdes membres de souris
contrbles emdxa également été comparé a 9 temps différentslarély@ntre autres, un pic
d’activation a 8 semaines de la plupart des gamediqués dans la régénération musculaire,
dont ceux de la voie de la neuréguline 3. La naunég 3 interagit avec les voies p38 et
MAPK et une down-régulation de cdc42 et de la MARKainsi qu’une up-régulation de
PAK1, Grb2 et ErbB4 ont été détectées en assogiatiec son activation (Turt al, 2005).

Par ailleurs, suite a Il'activation des voies MAPKF-kB, et PI3K/Akt précédemment
rapportée dans le diaphragmmelx (Kumar&Boriek, 2003, Kumaet al, 2004, Dogreet al,
2006), I'equipe de Kumar a utilisé une approch@uiee pour comparer le niveau d’activation
de 345 facteurs de transcription dans le diaphragmesouris saines ehdx agées de 6
semaines. De nombreux facteurs de transcriptiohagmparus sur-activés dans le diaphragme
mdx dont AP1, HFH-3, PPAR ETF, Fra-1/jun, kBF-A, N-rasBP, p53, Myc-Max; @R
NF-kB; Statl p84/p91, Stat3, AP3, p53, Stat4, APAFH-1 (Dograet al, 2008).

En plus de ces études chez la sonori le profil d’expression génique a également
éteé comparé entre les biopsies de patients salDMBX Les travaux de Chen et al., en 2000,
ont révélé, dans les biopsies DMD, une sur-expsas$e I'lGFBP4 et une sous-expression de
la MAPKAP kinase (3pK), de la CaMK i}, de la protéine phosphatase-1, de ERKG6 et de la
protéine tyrosine phosphatase. Une sur-expresgdiG@F-1 et de I'|GF-2 a également été
rapportée dans le muscle DMD, mais les effets pielament bénéfiques des facteurs de
croissance semblaient contrés par la sur-expreg&quoteines régulatrices (IGFBP2, 4, 6 et
7 et PRSS11, une protéase de I'lGFBP5) (Bakagl, 2002). Une étude réalisée par la suite a
confirmé que des genes codant des facteurs desanois ou des protéines liees aux facteurs
de croissance étaient surexprimés dans les mudaMb, dont le TGP, DDAH2
(diméthylarginine diméthylaminohydrolase 2), elGIHBP4 et la sérine protéase 11 (deux
régulateurs de I'lGF) (Haslegt al, 2002). La méme équipe a ensuite publié une étude
portant sur le profil d’expression de 50000 genassdlaquelle 32% des genes connus
identifiés codaient des protéines impliquées dansidnalisation, dont l'interleukine 27, la
sous-unité régulatrice 1A de la protéine phosplealasRAB31 (un membre de la famille
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Ras), Sosl et le membre 21 de la superfamilleé@spteurs au TNF (Haslet al, 2003). Le
profil d’expression génique a aussi été analysé tesxmuscles provenant de foetus, d’enfants
(4gés de 8 a 10 mois) et de patients DMD symptomesi (Agés de 5 a 12 ans). Cette étude a
révélé que l'induction de la voie du B avait lieu peu aprés la naissance mais n'a montré
aucune activation des voies de I'atrogine 1 etadmyostatine (impliquées rappelons le dans
la dégradation protéique). De plus, la voie du B@Rait fortement induite chez les patients
symptomatiques, avec une sous-expression du récepte TGIB de type Il et de ASK1
(Chenet al, 2005). Une autre étude sur puce a ADN de biopsepatients DMD agés de
moins de 2 ans a permis d'établir que le profilxgiession génique était extrémement
modulé dés la phase pré-symptomatique de la pafieplavec entre autres l'induction de
guelques génes impliqués dans la signalisation -QIGF¥ 2, IGFBP4, sérine protéase 11,
récepteunil de I'lL-13, intégrineg32 et TGIB 1 et 3) (Pescatost al, 2007).

L’analyse génomique du muscle dystrophique (murtinhamain) a donc permis a
plusieurs reprises de mettre en évidence des @énegts de I'expression de genes impliqués
dans la signalisation cellulaire. Cependant, du @& la grande complexité du muscle
squelettique, peu d'études protéomiques ont pucddtneluites avec succes. Le protéome du
muscle dystrophique a cependant parfois été étpdiéélectrophorése bi-dimensionnelle
couplée a la spectrométrie de masse. Une étudmussdes des membres de souris saines et
mdx agées de 3 mois a entre autres révelé I'expresiftdrentielle de 40 protéines de la
fraction cytosoligue et de 20 protéines de la foactmicrosomale, avec une réduction
dramatique du niveau de I'adénylate kinase 1 (AG8 et al, 2003, 2004). Par ailleurs, nous
pouvons noter qu'une analyse DIGE du diaphragmesalgris saines emdx a réveélé
'expression différentielle de 35 protéines, 21tpnwes étant sous-régulées (dont Fbxo-11 et
'adénylate kinase) et 14, étant au contraire upHées dans le muschedx (dont cvHSP, la
"heat shock protein" cardiovasculaire) (Doedral, 2006). Nous pouvons également noter ici
qu’'une puce a anticorps globale (CSAAL1 Panofadatibody Microarray - Cell Signaling
Kit, Sigma), utilisée dans le laboratoire avant naorivée sur le projet, avait permis de mettre
en évidence dans les muscles de patients DMD usutée phosphorylation de certaines
kinases des voies MAPK (a savoir FAK, ERK et R&ffin, I'étude du profil d'expression
génique s'est également révélée étre une méthaseapte pour I'évaluation préclinique de
I'efficacité et de la sUreté du saut exon cheolaismdx permettant d’en détecter les effets

bénéfiques comme les effets indésirables (t Haeal, 2006).
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Presque tous les aspects de la biologie et deylsiglbgie cellulaires sont régulés par
des modifications post-traductionnelles, qui jousut la conformation des protéines, leur
activation, leur dégradation, leur localisation cellulaire et leurs interactions avec d’autres
protéines. La plus étudiée de ces modificationdaegthosphorylation réversible de résidus
sérine, thréonine et tyrosine, et I'étude du phogmiotéome apparait comme une stratégie
prometteuse, pouvant aboutir a l'identification lme-marqueurs et/ou a une connaissance
accrue de la pathogénie de la DMD. Un des grandstages des puces a protéines est lié au
fait qu’elles permettent d’avoir accés non seulemanniveau d’expression des protéines,
mais également aux modifications post-traductidesellLes difficultés de la phospho-
protéomique, comme de la protéomique en généralt Hées a la quantité limitée
d’échantillons, a la complexité de ces échantillenaux différences énormes existant dans la
représentativité des différentes protéines. De,plaisphosphorylation est un phénoméne
dynamique finement régulé et le faible niveau geésentation des protéines phosphorylées
complique leur étude. En effet, bien que jusqu’atiers des protéines du protéome total
puissent étre phosphorylées, le niveau absolu dgquehprotéine peut étre trés bas. Il faut
donc mettre au point des méthodes sensibles, pseeisdes procédures de préparation des
échantillons qui bloquent les processus enzymatique facon a éviter toute dégradation ou
déphosphorylation des protéines. Nous avons utlses cette étude la technologie des puces
a anticorps, en parallele avec des approches flilées, telles que I'analyse en western blot
du niveau d’expression ou de phosphorylation degpres, la localisation subcellulaire des
protéines en immunohistochimie ou encore les tebtgtivité enzymatique, afin de
caractériser de facon précise les dérégulatiorchtou les voies MAPK et PI3K/Akt dans le
muscle dystrophique.
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Matériel et méthodes

1. Matériel biologique
1.1. Sourisndx(muscles)

Les souris saines (C57 Black/10, appelées BI10 detts étude) endxutilisées dans
ce travail proviennent d’'un élevage entretenu areani du laboratoire de Biorégulation, au
sein de notre Unité. Les muscliésialis anterior (TA) et diaphragme (DIA) sont prélevés,
immédiatement aprés euthanasie, sur des souriséBlhdxagées de 1, 4 et 12 mois, rincés

dans du PBS, pesés puis congelés dans I'azotddigmistockés a -80°C.

1.2. Chien GRMD
Les chiens sains et GRMD proviennent d’une coltogalisée au niveau du centre de
Thérapie Génique de Boisbonne (Ecole Nationale riritite de Nantes), et nous avons pu
acceder aux échantillons grace a une collaboratvec 'UMR INRA703 (Unité d’Anatomie
Pathologique). Les chiens sains et atteints s@atidiinés au cours des premiers jours de vie
par PCR et par marquage immunohistochimique dey&raphine. lls sont sacrifiés par
injection intra-veineuse de pentobarbital de sodiwh les muscles sont préleves

immédiatement apres I'euthanasie.

1.2.1. Cellules dérivées du muscle

Les MDC canines sont isolées a partir de biopsies ohuscles des membres
(antérieurs et postérieurs) prélevées sur des slsaims et GRMD agés de 1 mois, selon le
protocole décrit précédemment (Maredtial, 1992, Chiuet al, 1995). Elles sont aliquotées
et stockées dans I'azote liquide. Au moment deiteran culture, elles sont décongelées au
bain-marie (37°C) puis rincées 3 fois dans le milile décongélation : DMEM (VWR) 39%,
M199 (VWR) 39%, SVF (Den Dunnen et al. 1989) 20%, PSF
(pénicilline/streptomycine/fungizone, Sigma) 1%LeGlutamine (Den Dunnemet al. 1989)
1%. La viabilité cellulaire est contrdlée a I'aidein marquage au bleu trypan (Biochrom AG)
et les MDC sont comptées sur cellule de Mallas#es sont ensemenceées dans le milieu de
décongélation & 25000 cellules:nsur des flasques gélatinées de 75 cm? (Dutscher),
mises en culture a 37°C dans une atmosphere contéf@ de CQ@ Le milieu est changé
toutes les 48 heures et un passage est effect0&a® confluence, afin d’homogénéiser les

cultures (les cellules sont trypsinées, numéréesegisemencées).
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Pour les MDC en prolifération, la culture est effe&e dans un milieu contenant 10%
de SVF (DMEM 44%, M199 44%, SVF 10%, PSF 1% et Wtghine 1%), et elle arrétée
lorsque les myoblastes sont sub-confluents a cemntfu

Pour les MDC en différenciation, la culture eseefuée a partir de J5 dans un milieu
contenant 1% de sérum de cheval (HS, PAA) (DMEM A4BP99 48%, HS 2%, PSF 1% et
L-glutamine 1%), et les cultures sont arrétéesqgloesles myotubes sont sub-confluents a
confluents et que les premiers signes de détrégéseau manque de place dans la flasque,
commencent a apparaitre (mortalité cellulaire aésa un décollement de cellules).

Au moment de l'arrét de la culture, les boites somees deux fois dans du PBS, puis
les MDC sont décollées a l'accutase (diluée ais tikms du PBS tiédi, incubation a 37°C
jusqu’a décollement des cellules). La solutioncedlectée et centrifugée (5 minutes a 1500
rpm) puis le culot contenant les cellules est rideax fois dans du PBS et congelé a sec a

-80°C, jusqgu’a utilisation.

1.2.2. Muscles
Les musclesvaste latéral Biceps fémoralkt Biceps brachialsont prélevés sur des
chiens sains et GRMD agés de 4 et 5 mois. Chagquesibi est divisée en deux, un bloc
servant pour les études biochimiques (il est imatédient congelé dans I'azote liquide et
stocké a -80°C jusqu’a utilisation), et 'autrerdtaonservée pour I'observation histologique
(il est plongé dans un composé d’inclusion de cBakura Finetek, puis congelé dans de
lisopentane refroidi dans l'azote liquide). Maste lateralest également prélevé sur des

chiens GRMD agés de 3 et 36 mois, en vue des éhistesogiques.
2. Anticorps

Les anticorps utilisés pour les études en Westéoh d® en immunohistochimie sont

listés Tableau 1.
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Tableau 1Liste des anticorps utilisés pour les études ent¥vie Blot et en

immunohistochimie

Anticorps Site P Fournisseur Mono/Poly  Source [lutWB | Dilution IHC
Aktl BD PharMingen monoclonal  mouse 2600 50°
Akt S473 CST polyclonal rabbit 250
Akt S473 CST monoclonal rabbit 16
(IHC specific)
caveoline-3 BD Transduction Lab.  monoclonal  mouse 25000
dystrophine Novocastra monoclonal  moyse €10
ERK1 BD PharMingen monoclona mouse 1000
ERK2 BD PharMingen monoclona mouse 1000
ERK1/2 T202/Y204| BD Transduction Lab. monoclonal us® 100
GAPDH Santa Cruz monoclona‘I mouse 5000
GSK3 BD Transduction Lab] monoclona]  mouse 1000 5¢
GSK33 S9 CST polyclonal rabbit 50
H2AX Bethyl Laboratories polyclonal rabbit 750
LDHA CST polyclonal rabbit 750
MAFbx Santa Cruz polyclonal rabbit 500
MuRF1 Santa Cruz polyclonal rabbjt 500
p70S6K BD Transduction Lah. monoclonal  moyse 1000
p70S6K | T421/S424 CST polyclonal rabhit 100
p70S6K T389 CST polyclonal rabbit 10
PDK1 S241 CST polyclonal rabbit 250
PP2A BD Transduction Lal). monoclonal  mouse 5000
PTEN BD PharMingen monoclona] mouse 500
PTEN CST monoclonal|  rabbit 10

Le nom de la protéine reconnue, le site de phogpat@mn reconnu (site P) dans le cas des anticphgspho-
spécifiques, le fournisseur (BD Transduction LabBB Transdcution Laboratories et CST = Cell Sigmgli
Technology), le type et la source de l'anticorpasiaque les dilutions utilisées en Western BlotBW&t en
immunohistochimie (IHC) sont indiqués.

Des

anticorps

secondaires

goat

anti-mouse et

GHiditr

conjugués

a

I'’AlexaFluor’680 ou & I'AlexaFludf488 (Molecular Probes) sont utilisés au 150p6ur

détecter les anticorps | correspondants.
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3. Etude biochimique
3.1. Extraction protéique
Afin d’éviter toute dégradation protéique et toutéphosphorylation, les cocktails
d’inhibiteurs de phosphatases 1 et 2 et un cocHtehibiteurs de protéases de chez Sigma
sont systématiqguement ajoutés extemponarément rapota de lyse (au 160et 206,

respectivement).

3.1.1. Protéines totales
3.1.1.1. Extraction
Pour les expériences de Western Blot, les praiétotales sont extraites dans un
tampon de lyse NP40 (1% Nonidet-P40, 20 mM Tris-ggl18, 137 mM NacCl, 10% glycérol,
et 2 mM EDTA). Pour les expériences de puce, plusieampons de lyse ayant été utilisé, la

composition est spécifiée a chaque fois.

3.1.1.1.1. MDC
Le culot est sorti extemponarément du congélateptagé immediatement sur glace.
En fonction de sa taille, il est repris a la pipatains 50 a 200L de tampon de lyse. Le tube
est placé sous agitation pendant 30 minutes alé°I@s@t est homogénéisé a la pipette toutes
les 10 minutes) puis une sonication de 5 minutesféectuée (4°C). Le tube est centrifugé 15
minutes a 13000 rpm et le surnageant, débarrasséléteis cellulaires, est récupéré, dosé,

aliquoté et stocké a -80°C.

3.1.1.1.2. Muscles murins

Le muscle encore congelé est placé sur glace darsbe contenant 5 mg d’oxyde
d’alumine et 10QuL de tampon de lyse pour 10 mg de muscle, et ifiestnent haché aux
ciseaux. Il est broyé pendant 1 minute a l'aidenddwoyeur manuel mécanique puis incubé
pendant 30 minutes, avec un broyage réitéré tdaged0 min. Une centrifugation de 15
minutes a 13000 rpm (4°C) permet de récupérer lmageant débarrassé des débris
cellulaires.

Les extraits protéiques sont ensuite systématiqoenéplétes en 1gG, a l'aide de la
protéine G. Typiquement, 10QL d’extrait sont mélangés avec 50 de protéine G
préalablement lavée (Protein G Sepharose beadsrsham) puis placés 30 minutes sous

agitation (sur un agitateur magnétique). Une clgation de 20 secondes a 13000 rpm
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permet de récupérer le surnageant (la protéineé@Gigtant au fond du tube) qui est alors
dosé, aliquoté et stocké a -80°C.

Une variabilité inter-souris importante ayant étBsarvée lors des expériences
préliminaires, il nous est apparu indispensabléraeailler sur un grand nombre d’animaux.
Des pools d’extraits correspondant au minimum &tBaetions réalisées a partir de muscles

provenant de souris différentes sont donc réalisés.

3.1.1.1.3. Muscles canins

Avant d’entamer I'étude biochimique des biopsiessaulaires canines, nous avons
souhaité mettre au point un systéeme nous permetteifeéctuer la lyse simultanée d’'un grand
nombre d’échantillons, tout en augmentant la regpectbilité des expériences. Nous avons
pour cela acquis le Tissue Lyser de chez Qiagerapyareil utilisant un systeme de billes
magnétiques agitées a haute fréequence. Les camlidonnées par le fournisseur ont été
adaptées a la lyse des biopsies musculaires. Teqmigat, le muscle est sorti du congélateur et
placé immédiatement a 4°C dans du tampon de lysgsAdécongélation, il est découpé en
fragments d’environ 5 mg et ceux apparaissantfeadsi ou fibreux sont éliminés. Les autres
sont récupérés sur la balance, pour un rapport fiealOOuL de tampon pour 20 mg de
muscle (et dans un volume minimal de 4. La lyse est effectuée pendant 15 minutes a 30
Hz, en présence d'une bille en acier de 3 mm dmélie. Le tube est alors centrifugé 10
minutes a 13000 rpm (4°C) et le surnageant esipg¥éu Une nouvelle centrifugation de 5
minutes a 13000 rpm permet d’éliminer les derngébris cellulaires et le surnageant est
récupéré, dosé, aliquoté et stocké a -80°C.

Les expériences préliminaires, réalisées sur deanéitons individuels (4 biopsies
prélevées a des endroits distincts d'un méme mysclayant pas révelé de différences
majeures dans le niveau de détection des protéwiates ou phosphorylées entre les
différentes biopsies, les extraits protéiques o@tpar la suite poolés et analysés comme un
seul extrait. Pour les expériences de Western Bitniveau d’expression et/ou de
phosphorylation de ERK1/2, Akt, GSB3p70S6K, PDK1, PTEN et PP2A ont été étudiés
dans leVaste latéral L'analyse de GSKB3 et ERK a en plus été réalisée dans les muscles

Biceps fémoraétBiceps brachial
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3.1.1.2. Dosage protéique (BCA)

Le dosage des extraits totaux est effectué selorméthode du BCA (acide
bicinchoninique, Sigma), basée sur la méthode dery.¢Lowry et al, 1951). La réduction
par les protéines, en milieu basique, dif*Gan CuU aboutit & la formation d’'un complexe
BCA-Cu" dont lintensité de la couleur (bleu-violette) gsbportionnelle & la quantité de
protéines. L'étalonnage est réalisé grace a unergade BSA, allant de 0 a 5 mg/mL, et le
dosage est effectué en microplaque. La gamme etdeantillons (4uL) sont incubés 15
minutes a 37°C avec 1Q@ de réactif (BCA 50%, ddpD 50% et CuS00,16%), puis la

densité optique est lue a 562 nm, a I'aide d’upbaiométre (BioPhotometer, Eppendorf).

3.1.2. Dystrophine
3.1.2.1. Extraction
Les muscles sont disséqués dans un tampon de lavatenant les inhibiteurs puis
I'extraction est effectué avec le TissuelLyser, danstampon contenant une concentration
importante en détergents (Tris-HClI 125 mM pH 6,8SDS 0.1%; urée 2 M ; 2-
mercaptoethanol 10% (vol./vol.) ; glycérol 10% @sivol.)) (Mannet al, 2001, Auda-
Boucheret al, 2007).

3.1.2.2. Dosage protéique (kit RC DC)

Le tampon étant incompatible avec les dosagesigleess un dosage avec un kit RC
DC (Biorad), basé sur la technique de Lowry maimgatible avec les détergents, est
effectué. 25uL de chaque point de la gamme de BSA (de 0 a 1@hniy) et de chaque
échantillon sont déposés dans des tubes eppergisrip5uL de Reagent | sont ajoutés et
les tubes sont vortexeés et incubés 1 minute a texiysé ambiante. 125 de Reagent Il sont
alors ajoutés et les tubes sont vortexés et cegé# 5 minutes a 11800 rpm. Le surnageant
est éliminé et 127uL de solution A’ sont ajoutés (la solution A’ estréparée
extemponarément, 20L de solution S étant mélangés a chaque mL deisolét utilise).
Les tubes sont vortexeés, incubés 5 minutes a tepérambiante et vortexés a nouveau.
1 mL de solution B est alors ajouté et les tubed smmédiatement vortexés. Apres une
incubation de 15 minutes a température ambianteD@a est lue a 750 nm (UV/VIS
Photometer, Lambda 20, Perkin Elmer).
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3.1.3. Fractionnement subcellulaire
3.1.3.1. Extraction

Les protéines appartenant aux différents compantisnesubcellulaires (cytosol,
membranes et noyau) sont extraites a l'aide RtoteoExtract’ subcellular proteome
extraction kit de chez EMD Biosciences, selon les instructionsfadirnisseur. 75 mg de
muscle sont sortis extemponarément du congélatgua@ts dans un tube contenant 1 mL de
Wash Buffer. Le muscle est haché aux ciseaux I fahement possible (pendant plusieurs
minutes) puis 1 mL de Wash Buffer est a nouveawtdjoLe tube est homogénéisé par
retournement et centrifugé 10 minutes a 1400 rpi@)4Le surnageant est éliminé puis ce
lavage est réitére. Apres élimination du surnagekmntculot est remis délicatement en
suspension dans 5QQ. d’Extraction Buffer | (froid). Le tube est inculd® minutes a 4°C
sous agitation (200 rpm) puis centrifugé 10 minuke2700 rpm (4°C). Le surnageant
(contenant les protéines cytosoliques) est récupdiguoté et stocké a -80°C. Le culot est
alors remis délicatement en suspension dangiBI0DEXxtraction Buffer Il (froid). Le tube est
incubé 30 minutes a 4°C sous agitation, puis umérifigation de 10 minutes a 7200 rpm
permet de récupérer le surnageant (contenant é¢sSipes des membranes) qui est aliquoté et
stocké a -80°C. Le culot est enfin remis délicateines suspension dans 2D d’Extraction
Buffer 1l contenant, en plus des inhibiteurs, 3dbités/mL de benzonase. Apres une
incubation de 10 minutes a 4°C sous agitation,agmrifugation de 10 minutes a 8200 rpm
permet de récupérer le surnageant (contenant t$impes du noyau), qui est aliquoté et
stocké a -80°C.

3.1.3.2. Dosage protéique (kit DC)

Les tampons du kit de fractionnement étant incdibles avec les dosages classiques,
un dosage avec un kit DC (Biorad), basé sur la og&thlde Lowry, est effectué. (. de
chaque point de la gamme BSA (de 0 & 1,25 mg/mtgethaque échantillon sont déposés au
fond d’'une microplaque et 25L de solution A’ sont alors ajoutés (voir le dosd&€ DC
pour plus de détails). 20QL de solution B sont ajoutés et le contenu desspeit
homogénéisé a la pipette. Aprés une incubatiorbdmifutes a température ambiante, la DO

est lue a 750 nm, a l'aide du BioPhotometer.
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3.2. Western Blot

75 ug de protéines totales ou 1@ de protéines cytosoliques, membranaires ou
nucléaires sont chauffés pendant 10 minutes a 76AQprésence de "sample buffer" 1X
(composition du sample buffer 4X : Tris-HCI 62,5 np¥l 6,8 ; glycérol 20% ; SDS 2% ; 2-
mercaptoethanol 5% ; bleu de bromophénol 5%) (Laemi@70). Apres dépbt sur un gel
SDS-PAGE contenant 8 a 12% de polyacrylamide (ewtion de la taille des protéines
étudiées), la migration est effectuée en condita#rsaturantes, dans du tampon Tris-Glycine-
SDS (Tris base 25 mM pH 8,45 ; glycine 192 mM ; SDB%), pendant 15 minutes a 20 mA
puis a 25 mA jusqu’a ce que le front de migratitteigne le bas du gel. Pour la dystrophine,
la séparation des protéines est effectuée a I'dide gel & gradient NuPAGENovex Bis-
Tris 4-12% (Invitrogen). 100 & 200g de protéines sont chauffées pendant 10 minutes a
70°C, en présence de NUPAGEDS Sample Buffer et de NuPAGEReducing Agent 1X.
La migration est effectuée dans du Running Buff@m% SDS (contenant de I'anti-oxidant),
pendant 1 heure a 200 V.

Les protéines sont ensuite transférées sur une raemhde nitrocellulose Protran
BA83 (Whatman), a I'aide d’un Mini Trans-Blot c€BioRad), dans du tampon Tris-Glycine
1X contenant 20% d’éthanol (composition du tampais-Glycine 10 X : Tris base 250
mM pH 8,3 et glycine 1,92 M). Le transfert est efte® sur la nuit a 90 mA, ou pendant 1h30
a 400 mA, sauf pour I'étude de la dystrophine, daquelle un transfert a 200 mA sur la nuit
est effectué.

A lissu du transfert, les membranes sont cologesouge ponceau, bloquées pendant
1 heure dans du PBS Tw 0,1% BSA 2,5% puis incubges I'anticorps | pendant 2 heures,
dans du PBS Tw 0,1% BSA 1%. Apres 3 lavages daiB&iTw 0,1% (30 minutes au total),
les membranes sont incubées pendant 1 heure avdicdrps Il correspondant, dans du PBS
Tw 0,1% BSA 1%. Elles sont lavées 2 fois 7 minudeas du PBS Tw 0,1% puis scannées
grace a un scanner infra-rouge, I'lR-Imager Odygse OR Biosciences).

L'intensité du signal (pixel.mif) est quantifiée & l'aide du logiciel Odyssey
(Application Software Version 1.1, LI-COR Bioscies et les valeurs sont normalisées par
rapport & la GAPDH (sauf pour les fractions suldaites, pour lesquelles la charge est
vérifiée visuellement a I'aide de la coloration enuge Ponceau). Le niveau des protéines
dans le muscle dystrophiquendx ou GRMD) est comparé a celui du muscle sain,
arbitrairement fixé a 100%. L'analyse statistiges désultats est effectuée a I'aide du logiciel
statEL (Excel, Microsoft).
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3.3. Puces a anticorps
3.3.1. Puces a anticorps maison
3.3.1.1. Marquage des extraits
L'utilisation des infra-rouges proches permet dimegter significativement la
sensibilité de détection, tout en contribuant aidiar le bruit de fond. Deux fluorophores
sont utilisés : I'AlexaFluct680 (Molecular Probes, détection & 700 nm) et I'BRDou
I'IRD800 (LI-COR Biosciences, détection a 800 nimgs deux types de fluorophore se fixent
sur les radicaux —NH des protéines, mais I'AlexaFIutg80 posséde un groupement
isothiocyanate (NCS ou ITC) alors que I'lRD38 dRD800 possédent un groupement N-
hydroxysuccinimidyl ester (NHS ester). Les prot8irsont extraites des deux échantillons
(sain et dystrophique), dans du PBS NaCl 500 mM (NR% contenant les cocktails
d’inhibiteurs de phosphatases et de protéases, @ilesde la benzonase a 375 unités/mL.
Alternativement, le marquage est effectué sur #ation nucléaire extraite du muscle de
chiens sain et GRMD. Les protéines sont doséesieromlaque (dosage BCA) puis, pour
chaque échantillon, un aliquot est marqué aveekAFIuol'680 et 'autre avec I''lRD38 ou
'IRD800. Le marquage est effectué pendant 1 ha@ul&°C, sous agitation (400 rpm), sur
100 g de protéines (50L a 2 mg/mL dans du PBS) et en présence de 8¢ NaHCQ 1 M
(pH 8,3) et d'un aliquot de fluorophore (correspamid a environ 15 molécules de
fluorophores par protéine). Les protéines marqséesg ensuite séparées des fluorophores
libres par 2 étapes de gel filtration (sur des igmist-reaction Clean-up Columns" de chez
Sigma), puis & nouveau dosées. L'AlexaFié80 est quantifié & 678 nm (dans du PBS) et
'IRD38 ou I'IRD800, a 774 nm (dans du PBS:méthanbh DO obtenue permet de calculer
le nombre de fluorophores par molécule, gracefarfaule suivante :

Nombre fluorophores/molécule = DOe*protéine])

€ désigne le coefficient d’extinction molaire desuxlgluorophores a la longueur d’onde indiquée
(240000 M".cm* pour I''RD38 et ''lRD800 et 184000 Mcni* pour I'AlexaFluof'680).

[protéine] désigne la concentration en protéingsieée en M (mol.L}). Elle est obtenue en divisant la
concentration massique (mg/mL) par la masse mataingenne des protéines, estimée & 60000 g.mol

Pierce recommande de valider le marquage pour uypora (nombre de
fluorophores/molécule) supérieur ou égal a 2. Wmeel est incubée avec I'échantillon sain
marqué a I'AlexaFluct680 et I'échantillon dystrophique marqué & I'IRD letutre, avec

I'’échantillon sain marqué a I'IRD et I'échantillatystrophique marqué & I'AlexaFIu80,
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Figure 1 Principe des puces a anticorps a fagas. puces correspondent a des lames de type
FastSlides sur lesquelles les anticorps ont étdéspd es deux échantillons sont lysés puis legpres totales
sont dosées. Pour chaque échantillon, i@@le protéines sont marquées avec I'AlexaFi686, et 10Qug, avec
'IRD38 ou I'RD800. Apres élimination des fluoroptes libres par gel filtration, les protéines maeg sont
dosées et les fluorophores sont quantifiés. Deme$asont bloquées. Une sera incubée avec I'exteait
marqué a I'’AlexaFludt680 et I'extrait dystrophique marqué a 'lRD800jratersement pour 'autre. A I'issu de
l'incubation, les lames sont scannées et analysées.



ce systeme de double marquage permettant de s'efirades differences inhérentes a

I'utilisation de deux fluorophores différents. Lenzipe des puces est schématisé Figure 1.

3.3.1.2. Puce dédiée muscle et signalisation

Afin de pouvoir étudier de facon globale le prafiéxpression protéique chez la souris
mdx nous avons développé une puce a anticorps déuiéenuscle et aux voies de
signalisation MAPK et PI3K/AKkt.

Plusieurs anticorps correspondant a des protéipésifgjues du muscle ont tout
d’abord été sélectionnés : dystrophine, utrophic@lagene Il (composant de la MEC
accumulé dans les muscles dystrophiques (Hasttal, 1985, Rampoldiet al, 1986)),
desmine et myosine, ainsi que des facteurs intantedtans la régulation de la différenciation
musculaire tels que MyoD, la myostatine et la myage. Les superoxyde dismutases SODcu
(cuivre), SODmn (manganese) et SOD1, la catalasa peroxydase (marqueurs du stress
oxydatif) ont également été incluses sur la pucerason de l'augmentation d’activité
rapportée chez la sounsdx(Raguseet al, 1997). En ce qui concerne 'lhoméostasie calcique,
nous avons choisi de spotter les anticorps recesaai SERCA IA, SERCA Il (ATPases
calciques du réticulum sarcoplasmique), le phosgphbhn (protéine régulatrice des SERCA),
la calséquestrine (protéine de liaison au calciocalisée dans la lumiére du réticulum
sarcoplasmique et jouant un réle tampon dans lean@es avec le cytosol) et une Calcium
Binding Protein (CABP).

Afin de pouvoir étudier les 3 voies MAPK, ainsi glee voie PI3K/Akt, et ce a
différents niveaux de la cascade, les anticorpgédircontre les protéines suivantes ont été
déposés : ERK1, ERK2, p44/42 (phospho-ERK), c-Rhfspho-Raf, FAK, phospho-FAK,
JNK1/2, SAPK/INK, phospho-SAPK/JNK, c-jun, PYK2,gspho-PYK (Tyr580), phospho-
PYK (Tyr881), phospho-p38, Akt et phospho-Akt. Enfdeux marqueurs internes ont été
utilisés, laB-actine et la GAPDH, la BSA servant quant a ellééaoin négatif.

Les 44 anticorps sélectionnés au total sont dépaskside d’'un spotteur manuel
(MicroCASTer, Schleicher-Schuell), sur des lames type FastSlide (Whatman),
correspondant a des lames de verre recouvertes d@mbrane de nitrocellulose (3 nL par
spot). Chaque anticorps est spotté 6 fois (2 foiBd@iques disposées a deux endroits
différents de la lame). Les puces sont laisséete ttzu nuit a température ambiante puis

conservees a 4°C. Le plan de la puce est donnég=gu

52



Bloc 1 Bloc 2
dystrophine| utrophine| dystrophine  utrophine desmine GAPL ERK1 ERK2 c-Raf Akt B-actine B-actine
dystrophine * * * * * ERK1 * * * * *
dystrophine * * * * * ERK1 * * * * *
My32 myosine lentg myoD myogénine  myostatine  collagerfe p44-42 pp38 pRaf pAkt c-jun GAPDH
* * * * * * * * * * * *
* * * * * * * * * * * *
SODcu SERCA 1A| SERCAII| phospha | calsequestri CABP FAK PYK2 GAPDH SAPK/IN BSA VEGFR]
* * * * * * * * * * * *
* * * * * * * * * * * *
SODmn SOD1 catalase peroxydase  cycline P2 p53 pFAl PYKOp58PYK p881 | pSAPK/INK JINK1/2 cathepsing H
* * * * * * * * * * * *
* * * * * * * * * * * *
Bloc 2 Bloc 1

Figure 2 Plan de la puce dédiée muscle et signalisatien44 anticorps de la puce ont été spottés
selon le plan donné ci-dessus. Les anticorps dubi@n haut & gauche sur la figure et donc slante) ont été
spottés une deuxieéme fois en bas a droite, airescqux du bloc 2 (en haut a droite et en bas ahgawuAu sein

de chaque bloc, chaque anticorps a été spotté dsirépliques étant indiqués par une astérisque.

My32, myosine de muscle squelettique (isoformedapi SODcu, superoxyde dismutase a cuivre ; plwsph
phospholamban ; SODmn, superoxyde dismutase a masga pp38, phospho-p38 ; pRaf, phospho-Raf ; ,pAkt
phospho-Akt ; pFAK, phospho-FAK ; PYK p580, phosgPgK (tyrosine 580) ; PYK p881, phospho-PYK
(tyrosine 881) ;pSAPK/INK, phospho-SAPK/INK.

Ces puces ont été testées sur les protéines estdatcultures de MDC et sur le TA de
souris saines andx agées de 5 semaines. Les lames sont bloquéesrd dens du PBS
Tw 2% puis lavées deux fois 5 minutes dans du PBSOTL% (4°C). L’échantillon sain
marqué a I'AlexaFluct680 est alors mélangé en quantité égale avec héilba mdx
marqué a I'IRD38 (lame 1), et inversement (lamee?)les extraits sont incubés avec les
lames pendant 30 minutes, a 4°CumL de protéines marquées pour chaque échantillon)
Apres 3 lavages dans du PBS Tw 0.1% (5, 10 et bites), les membranes sont scannées a

700 et 800 nm, a l'aide de I'IR-Imager Odyssey.

3.3.1.3. Puce MAGY array
Nous avons ensuite voulu développer, en collabmrativec la société ProtNeteomix, une
puce & anticorps généraliste qui nous permetteaiedarder de fagcon encore plus globale le
profil d’expression des protéines dans les musz@ins sain et dystrophique. 125 anticorps
ont été sélectionnés au total. Des anticorps quoretant aux voies de signalisation MAPK et

PI3K/Akt ont été ajoutés a ceux présents sur lsioprgénérale de la puce MAGY array
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Tableau 2Les 128 anticorps présents sur la puce MAGY aaagg le réle principal

des protéines correspondantes

Anticorps Role de la protéint Anticorps Role de la protéine
14-3-3 Signalisation (protéine régulatrit Integrin a: Signalisation cellulaire, réceptt
Actin Smooth Muscl Cytosquelett Integrin al Signalisation cellulaire, réceptt
Actin skeletal musc Cytosquelett Integrin a! Signalisation cellulaire, réceptt
Actin-b Contréle positi Integrin at Signalisation cellulaire, réceptt
Actinin-a Cytosquelett Integrin b’ Signalisation cellulaire, réceptt
Akt 1 Signalisation, voie PI3K/Al Integrin b Signalisation cellulaire, réceptt
Akt S47% Signalisation, voie PI3K/Al Integrin bl Signalisation cellulaire, réceptt
Ankyrin B Ancrage membranai Integrin b« Signalisation cellulaire, réceptt
AP-2¢ Facteur de transcriptit JINK 1/Z Signalisation, voie JN
AP-2¢ Facteur de transcriptit JUN Signalisation, voie JN
ATM Cycle cellulaire, apoptose, réparation de I'A JNK 1/2 T183/Y18 Signalisation, voie JN
ATM S1981 Cycle cellulaire, apoptose, réparation de I'A Mucin 3 Signalisation et métasta:
Bac Apoptost Keratin & Cytosquelett
Bad S11. Apoptost Keratin 1( Cytosquelett
BAX Apoptost Keratin 1« Cytosquelett
BCI-2 Apoptost Keratin 1t Cytosquelett
BRCA1 Suppresseur de tumeur (cancer du Keratin 1¢ Cytosquelett
c-Abl Apoptost Keratin 1¢ Cytosquelett
Caspase Protéas Keratin 1¢ Cytosquelett
CDC 25/ Phosphatases (cycle cellulaire, oncogene pote Keratin 2( Cytosquelett
CDC 25E Phosphatases (cycle cellulaire, oncogene pote MDM2 Oncogen
CDC 25C Phosphatases (cycle cellulaire, oncogene pote MEK 1 Signalisation, voie ER
CDC 41 Cycle cellulair MEK 2 Signalisation, voie ER
Cdc2 p3: Cycle cellulair MEK1/2 S218/22 Signalisation, voie ER
Cdhl Adhésion cellulaire (E-cadhérir Actin-b Contrdle positi
Cdk1 Cycle cellulair MUC1 Signalisation et métasta:
Cdk2 Cycle cellulair Mucin 2 Signalisation et métasta
Cdk4 Cycle cellulair Keratin € Cytosquelett
CdkE Cycle cellulair Mucin 5AC Signalisation et métasta:
Cdke Cycle cellulair Mucin 6 Signalisation et métasta:
Cdk7 / p40 MO15 / CAI Cycle cellulair Neurofilament 20 Cytosquelett
BSA Contrble négat Neurofilament 6 Cytosquelett
Chk 1 Cycle cellulair NFkB p6¢ Signalisation, voie NFk
Chk z Cycle cellulair NFkB p65 S53 Signalisation, voie NFk
Cited 2 p15 INK4L Cycle cellulair
c-Myc p16 INK4e Cycle cellulair
CUL-1 Cycle cellulair p18 INK4c Cycle cellulair
Cyclin B1 Cycle cellulair p19 INK4c Cycle cellulair
Cyclin D1 Cycle cellulair p21CIP/WAF Cycle cellulair
Cyclin D2 Cycle cellulair p27 KIP1 Cycle cellulair
Cyclin D3 Cycle cellulair p52 Suppresseur de tume
Cyclin E Cycle cellulair p57 KIF Cycle cellulair
E2F-1 Cycle cellulair pl107 Cycle cellulair
E2F-: Cycle cellulair p130/ Rb: Cycle cellulair
E2F-£ Cycle cellulair p7C Signalisation, voie PI3K/Al
GAPDH Contréle positi p70 phosph Signalisation, voie PI3K/AI
EGFR Signalisation cellulaire, récepte Paxillin Cytosquelett
EGFR Y117. Signalisation cellulaire, récepte PCNA Cycle cellulair
ERBbZ Signalisation cellulaire, récepte PGR Signalisation cellulaire, réceptt
ErbB2 Y124 Signalisation cellulaire, récepte PI-3-Kp85¢ Signalisation, voie PI3K/AI
ERK1 Signalisation, voie ER Rad5! Réparation de I'AD
ERK2 Signalisation, voie ER Raf S33! Signalisation cellulait
ERK1/2 T202/Y20. Signalisation, voie ER Raf/c-Rai Signalisation cellulait
ER Facteur de transcriptit Rb1 Suppresseur de tume
FAK Signalisation cellulait Rb1 S60: Suppresseur de tume
FAK Y397 Signalisation cellulait STAT & Facteur de transcriptit
Fascit Cytosquelett STAT 3 Y70¢ Facteur de transcriptit
Filamin Cytosquelett Thymidylate syntha: Synthese et réparation de I'Al
GSK-3¢ Signalisation, voie PI3K/AIl TNF-¢ Immunité et inflammatio
GSK-3a S2 Signalisation, voie PI3K/Al Tubulin ¢ Cytosquelett
Hsp 27 Protéine chapero Tubulin ¢ Cytosquelett
IkBa / MAD-3 Signalisation, voie NFk uPA Migration et métastas
IkBa S32/3! Signalisation, voie NFk VEGF Signalisation cellulaire, réceptt
IKK Beta Signalisation, voie NFk Vinculin Cytosquelett




(correspondant entre autres a des protéines dwsquytette, du cycle cellulaire et de la
signalisation cellulaire). Ces anticorps ont ététtgs en triplicate, & I'aide d’'un spotteur
automatique GMS 417 Arrayer (Affymetrix), sur dases de type FastSlidest la liste des
anticorps, avec le réle principal de la protéineegpondante, est donnée Tableau 2.

Les puces MAGY array ont été testées sur les pretéiotales et sur les protéines
nucléaires extraites du muscle de chiens sain &llGRuthanasiés a I'age de 5 mois. Deux
lames sont incubées (aprés un blocage d’'une heune @l PBS Tw 2%) avec 1L@/mL de
protéines marqueées, dans du PBS Tw 0,1%, pendadtaA°C, sous agitation lente. A I'issu
de l'incubation, les lames sont lavées 3 fois 5ut@a dans du PBS Tw 0,1% a 4°C, puis
scannées une premiere fois, avant d’étre lavéetaswit (PBS Tw 0,1%, 4°C). Les lames
sont & nouveau scannées le lendemain matin pusdadans du PBS NaCl 500 mM pendant
30 minutes, a 4°C. Apres deux lavages rapides dia®BS Tw 0,1%, elles sont scannées une
nouvelle fois puis fixées (par une incubation dend@utes dans du PBS éthanol 30%, a

température ambiante), séchées (par centrifugasoapnées et enfin, analysées.

3.3.1.4. Analyse
Le logiciel GenePix (version Pro 4.0, Axon Instrunts® calcule I'intensité moyenne
de chaque spot (F, en pixels) ainsi qu'un bruifalel moyen correspondant a une auréole
dessinée autour du spot (B). Il affiche égalementr ghaque spot la valeur F-B, qui servira

pour I'analyse (Figure 3).
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Figure 3 Analyse des puces par le logiciel GenePix.
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SANDWICH

streptavidine
HRP

¥

kinase

anti-kinase

o®
B
Coordinate Target/Control Alternate Nomenclature Phosphorylation Site Detected
Al, A2 Positive Control Control (+) —
A21, A2z Positive Control Control (+) —
B3, B4 ERKA1 MAPK3, pdd MAPK T202Y204
BE5, B6 JMEA MAPKE, SAPK1y T183/Y185
E7. BB JNK pan — T1837Y185, T221/v223
BS, B10 pasy MAPK12, SAPK3, ERKE T183/Y185
Bi1, B12 p38& MAPK13, SAPK4 T180/Y182
B13, B14 RSKA MAPKAPK 1o, RPSEKA1 5380
— e & B15, B16 GSK-30/p GSKIA/GSKIB S521/50
8 8 i B17, B18 Akt FKBo, RACH 5473
8 % g B19, B20 Akt2 FKE[, RAC[H 5474
5 Cc3,C4 ERK2 MAPK1, p42 MAPK T185/Y187
% ; C5, C6 JMK2 MAPKS, SAPK1a T183/Y185
: €9, C10 P38 MAPK14, SAPK2A, CSBPA Ti80/Y182
g % ﬁ Ci1. C12 paBp MAPK11, SAPK2B, p38-2 Ti80/182
8 :: C13,C14 RSK2 ISPK-1, RPSBKAS 5386
% :; C15. C16 GSK-3f GSK3B 59
» c17,c18 Aki3 PKBy, RACY 5472
% :: C19. C20 Akt pan — 5473, 5474, 8472
;: D5, D& JNKSR MAPKA0, SAPK1[ T221/¥223
n D7.D8 MSK2 RSKp., APSEKA4 5360
D15, D16 HSP27 HSPEA, SRP27 S7a/s82
D17, D18 p70 S6 Kinase S6K1, p700, RPSEKEA T421/5424
E3, E4 Rabbit 1gG Control {-) —
E5, EG Mouse laG1 Control (-) —
E7, EB Mouse 1gGaa Control {-) —
E3, E10 Mouse lgGzp Control (-) —
E11, E12 Goat IgG Control {-) —
E13, E14 FPBS Control {-) —
Fi, F2 Positive Control Control (+) —

Figure 4 Principe et plan de la puce Phospho-MARKLa puce correspond & une membrane de
nitrocellulose sur laquelle 21 anticorps spécifgjuie kinases des voies MAPK et PI3K/Akt (plus queky
autres Ser-Thr kinases) ont été spottés en duplidgirés fixation des kinases (phosphorylées oy, nes
formes phosphorylées sont détectées a I'aide diaktail d'anticorps phospho-spécifiques biotiny{détection
par chimio-luminescence)B. Le Tableau indique la position de chaque anticoapssi que le site de
phosphorylation détecté.



Les données sont ensuite transférées sous Exocexpression différentielle des
protéines entre les deux muscles est déterminée patcul du ratio muscle sain (S) / muscle
dystrophique (D) :

ratio sain (S) / dystrophique (D)  +ratio (800/700) lame1l / ratio (800/700) lame2

=/ ratio (S800*D700) / (D800*S700)

Selon le protocole donné par BD Biosciences, uio ipérieur a 1,3 indique une
sous-expression dans le muscle dystrophique al@gts qatio inférieur a 0,7 témoigne au

contraire d’une sur-expression.

3.3.2. Puce Phospho-MAPK

La puce Phospho-MAPK (Human Phospho-MAPK Array KR&D Systems)
correspond a une membrane de nitrocellulose sweleqont été spottés en duplicat 21
anticorps spécifiques de kinases, certains recesaal les différentes isoformes d’une
protéine donnée (I'anti-JNK pan reconnait par eXendpla fois JNK1, JNK2 et JNK3), et
d’autres étant au contraire spécifiques d’'une isoéoparticuliere. Les anticorps présents sur
la puce sont dirigés contre des épitopes ne carnglsmt pas aux sites de phosphorylation, et
les formes phosphorylées comme non phosphoryléekidases sont donc reconnues. Seules
les formes phosphorylées sont ensuite détectéase gr un cocktail d’anticorps phospho-
spécifiqgues biotinylés. Une incubation avec de tiepsavidine-HRP permet alors une
détection par chimio-luminescence. Chaque kinased@sc liée d’'un coté par I'anticorps
présent sur la puce et de l'autre par un anticipsspho-spécifique, et ce systeme de
sandwich permet d’augmenter la sensibilité de déteet de limiter les éventuels problemes
de cross-réactivité. De plus, la détection se faiad’aide d'un cocktail d’anticorps phospho-
spécifiqgues (et pas avec un anticorps anti-pho$yplosine par exemple), chaque spot
correspond a une kinase phosphorylée sur un sitéspfAktl phosphorylée sur la Ser473 par
exemple). Sont également présents sur la pucetBtempositifs et 6 contrdles négatifs (PBS
et 19gG). Le principe de cette puce ainsi la listes danticorps spottés et les sites de
phosphorylation reconnus sont donnés Figure 4.

Ces puces ont été testées suBiteps brachiade chiens sains et GRMD euthanasiés
a I'age de 4 mois. Les lames sont bloquées peridaatre a 20°C dans I’Array Buffer 1 puis
incubés toute la nuit a 4°C avec 300 de protéines diluées (dans I'Array Buffer 1).eBll

sont alors lavées 3 fois 10 minutes a 20°C, puishées pendant 2 heures avec le cocktail
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d’anticorps phospho-spécifiques (dans I'Array Buf#é3, a 20°C). Apres trois lavages de 10
minutes, elles sont incubées avec la streptavidiRE- diluée au 20G0dans I'Array Buffer
2/3, pendant 30 minutes a 20°C, puis, aprés uniatelavage, les signaux sont révélés et
analysés.

L’expérience a été réalisée deux fois, et des tatsusimilaires ont été obtenus. Un
bruit de fond moyen a été défini pour chaque packa{de de spots vides et des contrbles
négatifs) et il a été soustrait a la valeur de dkagpot. Un ratio de l'intensité du signal
GRMD/sain a été calculé pour chacun des 4 réplieatsansformé en log base 2. Un seuil de

significativité a ensuite été déterminé par undys@aANOVA a 95% de confiance (p<0,05).

3.4. Tests d’activité enzymatique
Les tests d’activité enzymatique ont tous été séalisur divVaste latéralprélevé sur

des chiens sains et GRMD euthanasiés a I'age dast m

3.4.1. Tests d'activité kinase
3.4.1.1. Akt

Les muscles sains et GRMD sont lysés dans un tamRf@A modifié (NaCl 150 mM,
Tris-HCI 50 mM pH 7,4, NP40 1%, glycérol 1%, EDTAM), contenant les inhibiteurs de
phosphatases et de protéases. gd0e protéines totales sont incubées aver 3@e protéine
G, pendant 2 heures a 4°C (preclear). Les lysaitsaors incubés avec g d’'un anticorps
anti-Akt1l/PKBa de chez Upstate Biotechnology, toute la nuit a 4d6ds agitation douce. Les
complexes immuns sont immunoprecipités aveal2@e protéine G (incubation de 2 heures
a 4°C) puis laves deux fois avec le tampon de ¢égseux fois avec un tampon ADB (MOPS
100 mM pH 7,2 3-glycérol phosphate 125 mM, EGTA 25 mM, orthovarnadie sodium 5
mM et dithiothréitol 5 mM). Les réactions enzymatig sont réalisées pendant 30 minutes a
30°C, en présence de 1 de tampon ADB, 10uM de peptide inhibiteur de la PKA
(protéine kinase A), 10QM de peptide Akt/SGK (RPRAATF, Upstate BiotechnofpglO
uCi de j-*P]ATP, 150uM d’ATP et 20 mM de MgGl dans un volume total de 4. Les
tubes sont centrifugés pendant 1 minute, les seardgsont collectés et la réaction
enzymatique est arrétée par I'ajout d’acide trinbdaétique a une concentration finale de 8%.
40 uL sont spottés sur un papier de phosphocellulogde(®®atman) qui est alors lavé 3 fois
dans 0,75% d’acide phosphorique (45 minutes al) totacé 5 minutes dans de I'acétone et
séché a l'air. La radioactivité est comptée danscompteur a scintillation liquide. Les

résultats obtenus sont exprimés en cpm (coups parte) et la valeur dans le muscle GRMD
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est exprimée sous forme de pourcentage relatirgggvort a celle détectée dans le muscle

sain.

3.4.1.2. GSKB
Les muscles sains et GRMD sont lysés dans un tamRf@A modifié (voir plus haut

pour la composition). 500 ug de protéines totated sncubées avec 20 pL de protéine G
pendant 2 heures a 4°C, puis avec 2,5 ug d’anscami-GSK3, toute la nuit a 4°C sous
agitation douce. Les complexes immuns sont immuwpités avec 40 uL de protéine G
pendant 4 heures a 4°C, puis lavés deux fois dananipon de lyse et deux fois dans un
tampon contenant 25 mM d’'HEPES pH 7,4, 10 mM de M@C1 mM de DTT. Les réactions
enzymatiques sont conduites pendant 30 minute$S@, 8@ns un volume total de 30 pL et en
présence de 10 uCi de-FPJATP, 10 pM d’ATP et d'un substrat peptidique dSK3B
(YRRAAVPPSPSLSRHSSPHQpS, Upstate Biotechnology)s ltabes sont centrifugés
pendant 1 minute, les surnageants sont collect&S pi. sont spottés sur du papier P81, qui
est lavé et séché. La radioactivité est comptés dancompteur a scintillation liquide (voir

plus haut pour plus de détails).

3.4.2. Tests d’activité phosphatase
3.4.2.1. PP2A

L’activité de PP2A a été évaluée a I'aide d’'undetchez Upstate Biotechnology. Les
muscles sains et GRMD sont lysés dans un tampo@ RiBdifié (voir plus haut pour la
composition), contenant les inhibiteurs de protéasais pas d’inhibiteurs de phosphatases.
500 ug de protéines totales sont incubées avecddumganticorps anti-PP2A de chez Upstate
Biotechnology et 40 pL de protéine A pendant 2 éewr 4°C, sous agitation douce. Les
complexes immuns immobilisés sont lavés trois f@as du TBS (Tris-HCI 10 mM pH 7,
NaCl 150 mM) et une fois dans un tampon Ser/ThayaéBris-HCI 50 mM pH 7 et CaglL00
KM), puis remis en suspension dans 20 pL de ceetefi® pL (750 uM) de phosphopeptide
thréonine (KRpTIRR) sont ajoutés et la réaction efgctuée pendarif0O minutes a 30°C,
sous agitation. Apres une bréve centrifugationsiesageants sont transférés dans une plaque
96 puits et la réaction est arrétée par I'ajoutl@i® pL d’une solution de détection de vert
malachite (Echelon Biosciences). Apres une incobatde 15 minutes a température
ambiante, le phosphate libre est quantifié par ésure de la DO a 65@m et une courbe

standard permet la conversion en pmol de phospteddehé. L’activité dans le muscle
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GRMD est exprimée sous forme de pourcentage rglatifrapport a celle détectée dans le
muscle sain. La spécificité du test a été validael'mhibition de l'activité phosphatase de
PP2A pendant I'étape de réaction enzymatique i{@'de 0,1 uM d’acide okaidique).

3.4.2.2. PTEN

Les muscles sains et GRMD sont lysés dans un taRp@A modifié (voir plus haut
pour la composition), contenant les inhibiteurs mletéases mais pas d'inhibiteurs de
phosphatases. Les extraits totaux sont centrifpgédgant 40 minutes a 100000 g, puis, afin
d’éliminer le phosphate libre, les surnageants sonmunoprecipités avec L d’anticorps
anti-PTEN (CST), toute la nuit a 4°C, sous agitatiouce. Les complexes immuns sont alors
immunoprécipités par une incubation avec 30 pLrd¢éme G, pendant 3 heures a 4°C, puis
lavés trois fois dans le tampon RIPA et une foissdan tampon contenant 100 mM de
TrisHCI (pH 8) et 10 mM de DTT. Les échantillonsysalors repris dans 50 de ce méme
tampon, et dessalés sur colonne PD-10 (GE HeadthcBes vésicules de phospholipides
(PLV) sont préparées par une sonication d'une hadr®C en présence de 00l de di(C8)-
Pi(3,4,5)R (Echelon Biosciences) et de 0,5 mM de phosphasiélsihe (Sigma), dans 20 mM
d’'HEPES pH 7,4 et 1 mM d’EGTA. La réaction enzymat est conduite en incubant |10
de surnageant avec 1 de PLV et 10uL de tampon (Tris-HCI 100 mM pH 8 et DTT10
mM), pendant 15 minutes a 37°C, et stoppée pawutafle 100uL d’'une solution de vert
malachite. La DO a 650 nm est lue aprés 15 mindiiesubation a température ambiante.
L’activité dans le muscle GRMD est exprimée soumde pourcentage relatif par rapport a

celle détectée dans le muscle sain.

4. Histologie et immunohistochimie

Des sections transversales dar8 d’épaisseur sont préparées a l'aide d’'un cryostat
CM 3050S (Leica). Apres deux lavages dans de Irethd00%, et une incubation de
6 minutes dans du Clearene (Surgipath Europe ktlfls sont préparées et montées a l'aide
d’'un milieu de montage Eukitt (O. Kindler GmbH).

Des sections sont marquées a I’lhématoxyline etasinhe (H&E), afin de permettre la
caractérisation histologique du muscle. Les noysank tout d’abord colorés en bleu, par une
incubation des sections encore congelées dankéldtoxyline Gill Il (1 minute) puis, apres
un lavage dans I'eau de 10 minutes, le cytoplassheatoré en rose, par une incubation de 2

minutes dans de I'éosine érythrosine.
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Pour 'immunohistochimie, les sections sont pernii&ses par une incubation dans
du PBS Tw 0.2% (pH 7.4), a température ambiantalg®n5 minutes, bloquées par une
incubation de 30 minutes dans du PBS Tw 0.2% cantet0% de sérum de chévre, et
incubées dans la solution de blocage toute laaditC avec les anticorps primaires. Pour
PTEN, du Triton X-100 est utilisé a la place du &wda 0,3% pour la perméabilisation et a
0,1% pour le blocage), et 'immunomarquage estoiag réalisé sur des coupes fraiches.
Aprés lavage dans du PBS, les sections sont insulzec I'anticorps secondaire
correspondant (couplé a I'AlexaFli@i88) pendant 1 heure, & température ambiante. Aprés
un dernier lavage dans du PBS, les noyaux sonh enféirqués par du TO-PRO-3 dilué au
1000 (Invitrogen Life Technologies), et les sectionsitscecouvertes de milieu Mowiol
(Calbiochem). Les anticorps secondaires seulsiddisés comme contrdles négatifs.

Toutes les sections immunomarquées sont scannégsieravec un laser argon (pour
détecter le signal de I'AlexaFIutt88 ; émis par les enzymes marquées) et avec en las
hélium-néon (pour détecter le signal TO-PRO-3 a 683, en utilisant un microscope
confocal inversé TE-2000 C1 de chez Nikon. Chagqoage est enregistrée dans un canal

sépare (le vert pour les kinases et le bleu potiQé?RO-3).
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Résultats

1. Statut des voies de signalisation chez la sounls

Nous avons dans un premier temps analysé les deiesgnalisation chez la souris
mdx modele animal le plus couramment utilisé de lalMt chez lequel des dérégulations
des voies commencgaient a étre rapportées (Koladziegt al, 2001, Kumar&Boriek, 2003,
Kumaret al, 2004, Langet al, 2004).

1.1. Etude a l'aide de méthodes conventionnelles

Des études préliminaires, réalisées au laboratoit@ide d’'une puce a anticorps
globale, avaient révélé un défaut de phosphorylad® plusieurs kinases dans les biopsies de
patients DMD. Sur la base de ces résultats et de décrits la littérature, nous avons tout
d’abord décidé d'étudier le niveau d’expressiodeephosphorylation des kinases ERK et Akt
dans les musclesdx par la technique de Western Blot. Le muscle étantissu complexe,
son analyse a nécessité au préalable un travailiske au point des conditions de préparation
des extraits protéiques.

1.1.1. Déplétion en immunoglobulines
Lors des expériences de Western Blot sur les éxtmaiisculaires murins, I'utilisation
d’'un anticorps secondaire anti-mouse générait syaiquement la détection de deux bandes,
correspondant a des protéines abondantes d’env&at 25 kDa pour lesquelles I'anticorps

présentait une réactivité croisée (Figure 1).

[ 1

50 kDa— . “-J
= _J
25 kDa— - ".

BI10 mdx BI10 mdx BI10 mdx
1 mois 4mois 12 nois

Figure 1 Exemple de Western Blot avec un anticorps secomdaiti-mouse, révélant la

présence dans les extraits murins de deux protéin@sdantes, d’environ 55 et 25 kbas
extraits protéiques du diaphragme de souris Bllfidtagées de 1, 4 et 12 mois ont été migrés sur g8k SD
PAGE puis incubés avec un anticorps anti-mouseléaupAlexaFluof’'680.
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Ces bandes génaient, de part leur taille, la déteet la quantification de certaines
kinases ciblées dans notre projet et nous avonsteha identifier et & éliminer les protéines
correspondantes. Nous avons pensé qu’il pourraigirs’des chaines lourdes et légeres
d'immunoglobulines G (Bushbgt al) de souris, encore présentes dans les extraisdgoie
les muscles soient systéematiquement rincés apugspleélevement. Nous avons utilisé la
protéine G pour tenter de les éliminer, puis lesaits contrdle et déplété ont été déposés sur

gel et analysés en Western Blot avec un anticapsnslaire anti-mouse (Figure 2).

55kDa— =

25kDa— =

extrait extrait
conrble déplété

Figure 2 Déplétion en IgG d’extraits murins a l'aide deplatéine G.75 ug de protéines totales
provenant de I'extrait contrle (non déplété) etl'detrait incubé pendant 1 heure a 4°C avec laine G
(diaphragme de souris BI10 agée de 4 mois) oninggéés sur gel SDS-PAGE puis incubés avec un ampisco
secondaire anti-mouse couplé a I'AlexaFl&80.

La trés nette diminution, apres le préclear, dadisité des deux bandes confirme la
présence d’lgG dans les extraits murins. Elle déreguar ailleurs I'efficacité d’'une déplétion
avec la protéine G. Quatre conditions de dépléiitreté comparées, en termes d’efficacité et

d’'impact sur le niveau de détection des protéiniesadét (Figure 3).
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Volume de protéine G Durés Type d’'agitation
Conditions 1 1 pour 2 volumes d’extrait 1h agimtmagnétique
Conditions 2 1 pour 4volumes d’extrait 1h agitateur magnétique
Conditions 3 1 pour 2 volumes d’extrait 1h agiat®tatoire (150 rpm)
Conditions 4 1 pour 2 volumes d’extrait 30 min agitateur magnétique
Conditions T extrait non déplété
B .
Ponceau anti-mouse ERK1/2 p38
50 kDa— -— — \_—__..u e [ e i
25 kDa — e — — — ’: ————— {—
— =g T - - =
1 2 3 4 T 1 2 3 4T 12 3 4 T 1 2 3 4 T

O chaine lourde 1IgG
0 ERK1/2
O p3¢

Figure 3 Efficacité et impact sur la détection des protgidéntérét des différentes conditions

de déplétionA. Les différentes conditions de déplétion en IgGéesB. Les extraits déplétés ont été migrés
sur gel SDS-PAGE, puis les membranes préalableblegtiées ont été incubées directement avec urogpsic
secondaire anti-mouse couplé a I'AlexaFil&80, ou avec un anticorps anti-ERK1/2 ou anti-p@@is avec
l'anticorps secondaire. La coloration au rouge Rancest également montr€e Résultats quantifiés.

Les conditions offrant le meilleur compromis soahs aucun doute les conditions 4,
correspondant a un préclear de 30 minutes, aveolume de protéine G égal a la moitié du
volume d’extrait et une agitation sur agitateur n&gjue. Elles permettent d’éliminer 75%
des chaines lourdes d’lgG, sans entrainer de iaridans le niveau de détection des kinases
ERK1/2 et p38. Cette déplétion a été systématiqgnemféectuée pour I'analyse des extraits

murins.
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1.1.2. Niveau d’expression et de phosphorylatioER&1/2
Nous avons comparé, en Western Blot, le niveaypdéssion et de phosphorylation
(Thr202/Tyr204) de ERK1/2 dans le TA et le diapimagde souris BI10 ehdxagées de 1, 4
et 12 mois (Figure 4). Suite a I'observation, aursodes expériences préliminaires, d'une
variabilité inter-souris importante, des pools espondants a 8 extractions, réalisées sur des
muscles provenant de souris différentes, ont digéas

A Bl10 mdx BI10 mdx BI10 mdx BI10 madx
< ERK1/2
—_—————————————= phospho-ERK1/2
e e GAPDH
1 mois 4 mois 1 mois 4 mois
Diaphragme Tibialis anterior
B . . .
Tibialis anterior Diaphragme
500 500
S 400+ 400+
S o
2 300 300 BILO
< O mdx 1 mois
. 200 ® mdx 4 mois
2 2007 = mdx 12 mois
©
- ( ﬂ WL N Wi. N
(0] 0
PERKL pERK2 pPERKL pERK2

Figure 4 Niveau d’expression et de phosphorylation de ERKIHns le TA et le diaphragme
de souris BI10 eindxagées de 1, 4 et 12 mois Exemple de Western Blot obtenu avec des anticorps
anti-ERK1/2, anti-phospho-ERK1/2 et anti-GAPDH atades 1 et 4 mois (détection : anticorps secomdaiti-
mouse couplé a I'AlexaFluB680). B. Résultats quantifiés. La valeur dans le musulix est exprimée sous
forme de pourcentage relatif par rapport & cellendiscle sain correspondant (arbitrairement fixé8@6).Les

graphes représentent donc les variatimos/BI10 mais ne permettent pas de comparaison eggrédis stades
testés pour un phénotype donné (Bl10vmy.

Le niveau d’expression des kinases ERK1/2 estrfate augmenté chez la souris
mdx Cette surexpression est visible dées 1 mois danBAl et a partir de 4 mois dans le
diaphragme, et elle est plus marquée pour ERK1 pmer ERK2. Par ailleurs, une
augmentation extrémement importante du niveau dspgitorylation de ERK1 est observée
dans le TAmdxa 1 mois (ratio supérieur a 3). Ceci n’est pa®owe a 4 mois et, a 12 mois,
une diminution est méme visible (-64%). ConcernaRKK2, les changements sont moins
intenses, mais une augmentation significative deau de phosphorylation est tout de méme

Y

observée a 4 mois (+61%) et a 12 mois, nous obsena nouveau le défaut de
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phosphorylation détecté pour ERK1 (-46%). Dansid@litagmemdx nous n’observons pas
de variations significatives du niveau de phosplatign de ERK1/2 a 1 mois mais un léger
défaut de phosphorylation est visible a 4 mois (81-67% pour ERK1 et ERK2,
respectivement), et a 12 mois (-53 et —33%).

Le niveau d’expression comme le niveau de phospditoy de ERK1/2 semblent
donc modulés chez la soungixet les variations semblent dépendre du muscle statie de
la pathologie. L’équipe de Lang avait au contra@ggporté des modulations similaires entre le
TA et le diaphragme, et en avait par conséquentloaque les dérégulations étaient liées a
'absence primaire de dystrophine, plus qu'au phgw® (nécrotique ou hypertrophié) du
muscle (Langet al, 2004). De plus, une augmentation du niveau de®ipes phosphorylées
avait été rapportée a 3, mais également a 12 maigelativement faible intensité des lésions
développées par les muscleslx la grande variabilité inter-souris observée etdeactere
peu reproductible des expériences pourraient étle Base de ces discordances, et cela

souligne plus encore la nécessité de travailleusurombre élevé d’animaux.

1.1.3. Niveau d’expression et de phosphorylatigkkd’
Les niveaux d’expression et de phosphorylation d'@@er473) ont été comparés dans

le TA et le diaphragme de souris BllOmdxagées de 1 et 4 mois (Figure 5).

A Bl10 mdx Bl10 mdx Bl10 mdx BI10 mdx

— Akl
i ey ki i A i s PNOSpho-Akt
T - GAPDH
1 mois 4 mois 1 mois 4 mois
Diaphragme Tibialis anterior
B o . .
Tibialis anterior Diaphraoame
250 150
S 2001
(]
2 150 1004 — 0 BI10
% O mdx 1 mois
= ® mdx 4 mois
5 1004
o 501
S
> 5
0 0
Akt pAKt At pAkt

Figure 5 Niveau d’expression et de phosphorylation d’Akhslde TA et le diaphragme de

souris BI10 emdxéagées de 1 et 4 moks.Exemple de Western Bld&. Résultats quantifiés. Pour plus
de détails, voir Figure 4.
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Le niveau d’expression d’Akt ne présente pas déatrans majeures chez la souris
mdx mise a part une diminution dans le diaphragme @ndls (-33%). Le niveau de
phosphorylation semble par contre plus nettemerttubéo Une diminution est observée dans
le diaphragme a 1 mois (-22%), mais surtout a 4sn{e48%), alors qu’une trés forte
augmentation est au contraire visible dans le TlAndois (ratio de 2), qui n’est pas retrouvée
a 4 mois.

Akt semble donc également modulée chez la souds et les variations détectées
paraissent la encore plus liées au phénotype duclenugu’'a I'absence primaire de
dystrophine. Dans le TA des sourigdx agées de 1 mois, I'activation d’Akt pourrait étre
expliguée par I'enchainement des cycles de nécéagmiération, et par I'hypertrophie. A 4
mois, alors que la régénération devient moins itamoe, cette activation n’est d’ailleurs plus
présente. Dans le diaphragme, le défaut de phogphion pourrait étre lié a la nécrose, qui
progresse avec I'age, et cela pourrait expliquéit goit plus marqué a 4 gu’a 1 mois. Ces
résultats, suggérant que l'activation d’Akt seridte a I'hypertrophie compensatoire du
muscle, sont en désaccord avec la littérature.fiet, @ne activation d’Akt a été décrite dans
les muscles squelettiques, mais également danapardgmeandx aux stades pré-nécrotique
et nécrotique (Dograt al, 2006, Peter&Crosbie, 2006).

1.2. Application des puces a anticorps a |'étgidbale des voies

Les analyses en Western Blot ne permettant quediét’'un nombre réduit de kinases
(de plus préalablement identifiees comme ciblesjsravons dans un second temps décide
d'utiliser des méthodes plus globales, telles gaetdchnologie des puces a anticorps,
développée au laboratoire. En nous appuyant suésesdtats obtenus précédemment sur ERK
et Akt, et a la lumiere de ceux décrits dans lgerkiture (Kolodziejczyket al, 2001,
Kumar&Boriek, 2003, Kumaet al, 2004, Langet al, 2004), nous avons développé une puce
a anticorps dédiée au muscle et aux voies de sgtiah MAPK et PI3K/Akt. Nous l'avons
testé sur des cultures de cellules dérivées dulm@8OC) et sur le TA de souris BI10 et
mdx agées de 5 semaines. L’'expérience réalisée sliAlen’a pas donné de résultats
analysables, en raison probablement de la comglekittissu musculaire. L'image obtenue
avec les MDC nous a en revanche permis de déteeerdifférences dans le niveau

d’expression de certaines kinases (Figure 6).
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Figure 6 Profil d’expression de 44 protéines du muscleestbies MAPK et PI3K/Akt dans
les cellules dérivées du muscle de souris sainesleta lame 1 a été incubée avec des MDC saines

marquées a I'AlexaFlud680 et des MDOmdx marquées a I''RD38, et inversement pour la lamd.és
protéines indiquées en rouge présentent un nivespréssion augmenté dans les Mb@xet celles marquées
en bleu, un niveau inchangé.

Cette puce met en évidence une augmentation darésgion de la SOD manganeése et
de la catalase dans les MD@lx et révele que le niveau d’expression des SER@/etlII)
est inchangé entre les deux conditions. Ces dewtta¢s sont en accord avec les précédentes
observations faites dans le muscle (Ragisa, 1997, Dowlinget al, 2004). Concernant la
voie ERK/MAPK, une augmentation des protéines éstdtRK1 est visible dans les MDC
mdx qui est en concordance avec nos résultats deeveBtot et avec ceux décrits dans la
littérature sur le muscle (Lareg al, 2004). Par ailleurs, 'augmentation de c-jun coné que
la voie JNK/MAPK est également touchée chez laisandx et elle est en accord avec
laugmentation de JNK1 précédemment décrite damsuscle (Kolodziejczylet al, 2001).
Nous détectons enfin une augmentation de c-RakePYK2, une tyrosine cytoplasmique
apparentée a FAK et jouant un réle dans plusieniess\de signalisation.

Cette expérience nous permet donc de confirmer léaigIDC plusieurs observations
déja décrites dans le muscle. Cependant, le faibleau d’intensité des signaux semble

limiter I'étude des extraits murins avec nos pucesticorps. Les anticorps présents sur les
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puces ont été générés contre des protéines humdliresste normalement une réactivité

croisée avec les protéines murines mais il estgiebque la reconnaissance soit moins
importante, ce qui pourrait contribuer a expliqles difficultés rencontrées. Nous avons

validé l'approche, et les résultats obtenus sombw@mgeants, mais a ce stade, et pour
poursuivre I'étude chez la souris (en particuliar Ies biopsies musculaires, qui représentent
un matériel extrémement complexe), il nous faudtéitelopper une puce dédiée au modele
murin, en sélectionnant des anticorps adaptés.

Le modele de la sourisidx ne semble donc pas le plus adapté aux objectifsede
travail. Le caractere limité des lésions provoqugas|'absence de dystrophine complique
I'étude de limplication des déreglements des vaiks signalisation rapportées dans la
pathogénie (et I'extrapolation des résultats olgelnlihomme). D’autres modeéles murins de
la DMD existent, notamment celui de la soumslx/utri™ qui, suite & une déficience
combinée en dystrophine et en utrophine, dévelapp@hénotype sévere, plus proche de
celui des muscles DMD. Elle serait certainemens pldaptée a notre étude que la sauds
mais nous avons dans un second temps décidé dsupaarnos travaux sur le modele du
chien GRMD.

2. Statut des voies de signalisation chez le cBGieMD

Le chien GRMD représente le seul modele animalodigsant de facon fidéle le
phénotype développé par les patients DMD et nowmsavlécidé de nous en servir pour
caractériser les déreglements touchant les voiesigialisation cellulaire dans le muscle

dystrophique, et pour tenter de définir, le caseaah leur implication dans la pathogénie.

2.1. Etude globale a I'aide des puces a anticorps
2.1.1. Puce a anticorps MAGY array
Suite aux difficultés rencontrées chez la somax avec la technologie des puces a
anticorps, les études ont été poursuivies chehiencGRMD. Nous avons développé, en
collaboration avec la société ProtNeteomix, unevethe puce a anticorps dédiée DMD, cycle
cellulaire, cytosquelette et signalisation, afiétddier de facon globale le profil d’expression

protéigue des muscles canins, sain et dystrophique.
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2.1.1.1. Analyse sur extrait total

Les puces MAGY array ont dans un premier tempsest&es sur les protéines totales
extraites du muscle de chiens sain et GRMD agésrdeis. Les résultats obtenus a I'issu du

marquage sont indiqués Tableau 1.

Tableau 1Marquage des protéines totales extraites du mdsotdiens sain et GRMD

sain AF GRMD AF| sainIRD| GRMD IRD
Concentration (mg/mL) 1,41 1,07 0,87 0,8
Nb fluorophores/molécule 1,39 1,37 1,44 1,25

v

Les protéines ont été extraites Thiceps Brachialde chiens sain et GRMD agés de 5 mois. [if)@e protéines
ont été marqués a I'’AlexaFIutB80 (AF) et 100ug, a I''RD800 (IRD). Le tableau présente la concatitn
protéique obtenue a I'issu du marquage, ainsi guwibre moyen de fluorophores incorporés par mi@éc

Le nombre moyen de fluorophores incorporés par cotdéest inférieur a 2 mais il est
relativement proche pour les quatre échantillonsnatis décidons donc de valider le
marquage, mais d’augmenter la quantité de protéitiéste pour lI'incubation avec les puces,
ainsi que la durée de cette derniére. La lame thesbée avec 1g/mL de protéines totales
extraites du muscle de chien sain marquées a I&N0°680 et 10pg/mL de protéines
totales extraites du muscle de chien GRMD marg@éeED800, et inversement pour la
lame 2 (pendant 1h30). Les images obtenues a kiediincubation et des différentes étapes

de lavage sont présentées Figure 7.

Lame 1 : sain AF680 / GRMD IRD800 Lame 2 : sain IRD800 / GRMD AF680

Figure 7 Puce MAGY array sur extrait totala lame 1 a été incubée avec I'extrait sain marcuée
I'AlexaFluor”’680 et I'extrait GRMD marqué & I'TRD800, et invemsent pour la lame 2.
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La plupart des spots sont visibles et le rappahaibruit de fond est élevé. Une
analyse ANOVA a 90% de confiance révéle que 62walsont analysables, dont 7 sont
significativement augmentées dans le muscle GRMDB.agit des spots correspondant a
'actine du muscle lisse, a CDC25A, Cdk5, Cdk7cyaline E, FAK et la kératine 20 (les
expériences avec les puces MAGY array n’ayant #&€taée qu’'une seule fois, nous avons

choisi de ne pas effectuer d’analyse quantitateserésultats).

2.1.1.2. Analyse sur la fraction nucléaire

Nous avons ensuite cherché a améliorer les résulbaénus avec les extraits totaux en
recourant a du fractionnement subcellulaire. Lestgmes nucléaires ont été extraites du

muscle de chiens sain et GRMD, et marquées péuta®phores (Tableau 2).

Tableau 2Marquage des protéines nucléaires extraites delmds chiens sain et GRMD

sain AF GRMD AF sain IRD | GRMD IRD
Concentration (mg/mL) 1,26 1,1 1,26 1,05
Nb fluorophores/molécule 1,09 1,44 0,96 1,07

v

Les protéines nucléaires ont été extraitesTdueps Brachialde chiens sain et GRMD agés de 5 mois, et
marquées avec les fluorophores. Pour plus de siétair Tableau 2.

Nous avons la encore obtenu un marquage faible melaisvement homogéne et nous
avons décidé de conduire I'expérience dans les m@&amditions qu’avec les extraits totaux.

Les résultats obtenus sont présentés Figure 8.

Lame 1 : sain AF680 / GRMD IRD800 Lame 2 : sain IRD800 / GRMD AF680

Figure 8 Puce MAGY array sur la fraction nucléaite. lame 1 a été incubée avec I'extrait sain
marqué a I'AlexaFludt680 et I'extrait GRMD marqué a I''RD800, et invemsent pour la lame 2.
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Comme avec les extraits totaux, les images préseatebon rapport signal/bruit de
fond. Une analyse ANOVA a 90% de confiance révele 68 valeurs sont analysables, dont
25 sont significativement différentes entre les chess sain et GRMD. 14 protéines sont
augmentées dans I'extrait nucléaire du muscle GRMilinef3, actininea, CDC25B, Cdk®6,
cycline Bl, E2F-4, EGFR, intégrirg%, pl6 INK4a, p27KIP1l, phospho-Raf, STATS,
phospho-p70 et vinculine) et 11 apparaissent digesucycline D1, cycline D2, phospho-
ERK1/2, filamine, jun, kératine 14, kératine 15, KIE mucine2, mucine3 et
p19INK4d). Nous voyons par ailleurs que le niveaup¥0S6K (protéines totales) semble
identique entre les deux conditions.

Le travail sur la fraction nucléaire permet doncnaiettre en évidence dans le muscle
GRMD des variations qui n’étaient pas détectées dlantrait total. Globalement, ces deux
expériences soulignent l'atteinte du cycle celh@lagimodulations de plusieurs protéines de
type CDC, Cdk et cyclines, et de E2F-4, pl6 INK4ap27KIP1), et la modulation du
cytosquelette (variations dans le niveau d’expogssie l'actininea, de la filamine, de
certaines kératines et de la vinculine).

En ce qui concerne les voies de signalisation,ulee prévele une augmentation du
niveau d’expression de FAK dans le muscle GRMD déafaut de phosphorylation avait été
observé dans les biopsies de patients DMD), aing de celui de STAT3. De fagon
intéressante, elle révéle aussi une augmentationivéau de phosphorylation de Raf (Ser338)
et de p70S6K (Thr421/Ser424), et une diminutiomoheau de phosphorylation de ERK1/2
(Thr202/Tyr204) dans la fraction nucléaire du mes<6RMD. Le défaut de phosphorylation
de ERK1/2 a été validé en Western Blot (Figure 9).

sain GRMD

phospho-ERKL—p —0ua
phospho-ERK2—p> ==

Figure 9 Niveau de phosphorylation de ERK1/2 dans la foacthucléaire du muscle de

chiens sain et GRMDLa fraction nucléaire a été extraite du muscle hiers sain et GRMD agés de 4
mois, migrée sur gel SDS-PAGE et incubée avec titaaps anti-phospho-ERK1/2 puis avec un anticorps
secondaire anti-mouse couplé & I'’AlexaFig80.

L’amélioration de la lyse des échantillons, ainse de travail sur la fraction nucléaire
nous ont donc permis d’obtenir des images préseatabruit de fond faible et de nombreux
signaux analysables. De plus, la révélation d’'umairdition du niveau de phosphorylation

des kinases ERK1/2 dans le muscle GRMD (et sarcoafion en Western Blot) suggerent
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gue les puces MAGY array peuvent étre utilisées mamparer, non seulement le niveau
d’expression, mais également le niveau de phostatany des protéines. Un développement,
portant notamment sur le choix des anticorps, esbre nécessaire avant de pouvoir utiliser
les puces a anticorps MAGY array pour comparerat®ri globale le profil d’expression

protéiqgue des muscles canins sain et dystrophimass les premieres expériences sont
encourageantes. Les résultats concernant d’évé@gumlodulations des protéines des voies
MAPK et PI3K/Akt dans le muscle GRMD étant ceperidimités, nous avons ensuite

cherché a développer des approches plus ciblées.

2.1.2. Puce a anticorps dédiée aux voies MAPK &kt
Nous avons testé une puce a anticorps dédiée aag de signalisation MAPK et
PI3K/Akt et permettant d’étudier, en une seule epee, le niveau relatif de
phosphorylation de 19 Ser/Thr kinases (R&D Systesns)les protéines totales extraites du

muscle de chiens sain et GRMD agés de 4 mois (Eib0).

s |1
: . ¥ :
LEL 5 i1 1. Controle positif
B 2. ERK
% , £ 3INK
: 4.p38
. : 5. GSK3
[Hs : 6. p7TOHBK
IIE 7 . 7. At
: :
sain GRMD

Figure 10 Les puces phospho-MAPK ont été testées sur le lmdscchiens sain et GRMD
ages de 4 moid.. Controle positif ; 2. ERK1 (& droite) et ERK2dauche) ; 3. JNK pan (en bas a droite),
JNK1 (en haut a droite), INK2 (en haut au milidu)dK3 (en haut a gauche) ; 4. pB&n haut a gauche), p38

(en bas a droite) et p@&en haut a droite) ; 5. GSKA (a droite) et GSKB (a gauche) ; 6. p70S6K et 7. Akt
pan (en bas a gauche), Aktl (en haut a droitekt& fen bas a droite).

Pour chaque spot (et aprés soustraction du brufon@), un ratio de I'intensité du
signal GRMD/sain a été calculé, puis transforméogrbase 2. Une analyse ANOVA a 95%
de confiance nous a alors permis de déterminerdiesirs significativement différentes dans
le muscle GRMD (Figure 11).

71



0.5 —

Log, ratio GRMIOOY'sain

S
al

C

-

(T

.

g

15 o

Figure 11 Profil de phosphorylation des kinases des voie®K At PI3K/Akt dans le muscle
de chiens sain et GRMD &agés de 4 mbésgraphe représente le jogu ratio de l'intensité du signal

GRMD/sain. * Statistiquement différent dans le nies8RMD (p<0,05). Les numéros renvoient a la Figife
Parmi les 15 spots qui ont pu étre analysés stpteshent, 7 correspondent a des
kinases qui présentent un niveau de phosphorylaéduoit dans le muscle GRMD, révélant
une modulation globale des voies MAPK et PI3K/AKktl présente un défaut de
phosphorylation dans le muscle GRMD, qui semblegpercuter sur les deux branches de la
voie, puisque le niveau de phosphorylation de GBEKBp70S6K est également réduit. Par
ailleurs, ERK1, ERK2, p3Bet p3& présentent toutes un défaut de phosphorylatios tan
muscle GRMD, mettant en évidence une atteinte déssvERK et p38/MAPK. Aucune
variation significative n’est par contre observéaslle niveau de phosphorylation de JNK.
L'utilisation de cette puce a anticorps nous a dpeamis de montrer, en une seule
expérience, que trois voies de signalisation magua savoir les voies PI3K/Akt et ERK et
p38/MAPK, étaient modulées dans le muscle GRMDsiplurs protéines clés de ces voies

présentant un défaut de phosphorylation.
2.2. Etude des kinases ERK1/2

L’'analyse sur puce a révélé, nous venons de le unidéfaut de phosphorylation tres marqué

des kinases ERK1 et ERK2 dans le muscle GRMD. NMooss voulu confirmer ces résultats
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en Western Blot, tout en analysant en paralleleiveau d’expression des kinases. Afin de
voir si les dérégulations observées étaient sgEfi d'un muscle donné ou si elles étaient

retrouvées de fagon plus globale, trois musclegtnanalyseés (Figure 12).

A B
sain GRMD .
O sain
dystrophine—p» S— 00 O GRMD, Vaste latéral
. g 4001 B GRMD, Biceps fémoral
o T B GRMD, Biceps brachial
san GRMD  sain GRMD % 300 .
Toax
phospho-ERKL — - ERKL T o0
PhoSpho-ERKI—Jp> s S — - ERK2 2
’ >

PERKL pERK2 ERKL ERK2

GAPDH > enmb-wmss euuren® 10:))&%“ H

Figure 12 Niveau d’expression et de phosphorylation de ERKIENns les muscles de chiens

sains et GRMDLes niveaux d’expression et de phosphorylationERK1 et ERK2 ont été étudiés en
Western Blot dans les musci¢aste latéral Biceps fémorakt Biceps brachiaprélevés sur des chiens sains et
GRMD éagés de 4 moiA. Exemple de Western Blot (un exemple de résulthterus avec I'anticorps anti-
dystrophine est également montrB).Résultats quantifiés. Le niveau dans le muscle aaté arbitrairement
fixé a 100% et le niveau dans le muscle GRMD cpawadant est exprimé sous forme de pourcentagefrélat
Statistiquement différent dans le muscle GRMD (8§85 ; ** p<0,02 et *** p<0,002).

Le niveau d’expression de ERK1 et ERK2 apparaitrargé chez le chien GRMD et
ce, dans les trois muscles testés. Nous confirrpanailleurs le défaut de phosphorylation de
ERK1 et ERK2 révélé en puce dansBe&eps brachial Aucune variation du niveau de
phosphorylation de ERK1 n’est détectée dans lex @eires muscles mais le niveau de
phosphorylation de ERK2 apparait quant a lui syat@&mement réduit.

L’augmentation du niveau d’expression des kinaseKH2 révélée chez le chien
GRMD est a rapprocher de ce qui avait déja étéroeésehez la sourisndx dans le TA
comme dans le diaphragme. Parallelement, le ddaphosphorylation détecté rappelle aussi
celui observé chez la souris, dans le TA a 12 mbidans le diaphragme dés 4 mois. La
phosphorylation réduite de ERK1/2, qui semblait etéfse du phénotype nécrotique du
muscle chez la sourismdx se retrouve donc dans les muscles GRMD. Ce défaut d
phosphorylation semble de plus, dans deux des tnmigscles testés, toucher
préférentiellement lisoforme ERK2. Etant donn&dée joué par ERK dans la régulation de
la prolifération et de I'hnypertrophie musculairea@tiad&Adams, 2004), nous pensons que ce
défaut de phosphorylation pourrait limiter les piv@énes de régénération et d’hypertrophie

musculaires qui pourraient éventuellement prentiresp
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2.3. Etude détaillée de la voie PI3K/Akt
La puce a anticorps a par ailleurs révélé unenégtémportante de la voie PI3K/Akt
dans le muscle GRMD et, étant donné son rble dangdulation de la masse musculaire

(Glass, 2005a, Faviet al, 2008), nous avons décidé d’approfondir son étude.

2.3.1. Expression, phosphorylation et activité d’Ak
Afin de voir dans un premier temps si le défauptesphorylation d’Aktl détecté sur
puce dans le muscle GRMD était associé a une pattan du niveau d’expression de la

7 s 7

kinase, des expériences de Western Blot ont éliégés (Figure 13).

Akl GAPDH
san GRMD san GRMD

Figure 13 Niveau d’expression d’Aktl dans le muscle de chisain et GRMDLe niveau
d’expression d’Aktl a été étudié en Western Blatsda muscle de chiens sain et GRMD agés de 4 mois.

Le niveau d’expression d’Aktl apparait perturbésdEnmuscle GRMD, puisqu’une
augmentation des protéines totales est visible @st¥h Blot. Comme nous l'avons déja
souligné, le muscle, notamment celui des chiens GR&&t un tissu complexe, dans lequel
les fibres musculaires cotoient vaisseaux sangtiss conjonctif et cellules immunitaires. Il
nous est apparu important de compléter les étudkxbalgs par des études
d'immunohistochimie, afin de voir quels types déutes étaient concernés par les variations
détectées. Un immunomarquage avec un anticorpsiltitia été réalisé sur des coupes de

muscle de chiens sain et GRMD (Figure 14).

sain

Figure 14 Immunohistochimie avec un anticorps anti-Aktl sles coupes de muscle de
chiens sain et GRMDDes coupes de muscle de chiens sain et GRMD agésrigs ont été incubées avec

un anticorps anti-Aktl puis avec un anticorps amiuse couplé a I'AlexaFlud688. Astérisque : cluster de
fibores GRMD présentant une accumulation cytosolidjdét].
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Alors que les fibres saines présentent un marqgéeigke au niveau membranaire et
nucléaire, un petit nombre de fibores GRMD, souverganisées en cluster (astérisque),
présentent une accumulation cytosolique extrémerngnbrtante de la kinase, le reste des
fibores ne présentant pas de dérégulations pagresli L'augmentation globale du niveau
d’Aktl détectée en Western Blot dans le muscle GRédrespond donc en réalité a une
forte accumulation de la kinase dans un nombreitrdduibres.

Dans un second temps, afin de confirmer le défaygttbsphorylation d’Aktl dans le
muscle GRMD, et afin de voir comment cela se régait au niveau des différents
compartiments cellulaires, des fractions subcetesgaont été préparées a partir de muscles de
chiens sain et GRMD, et analysées en Western Blgti(e 15). La pureté des fractions a été
vérifiée a l'aide d’'anticorps anti-LDHA (marqueuytasolique), anti-cavéoline-3 (marqueur

membranaire) et anti-histone 2A (marqueur nucl@aire

sain GRMD sain GRMD sain GRMD sain GRVD sain GRMD sain GRMD

75 kDa o>
— — phospho-Akt
50kDa P : .
S0kDa LDHA
37 kDa ;
0 kDA e — cavéoline-3
15kDa =
20 kDa B o
S————— histone 2A

15 kDa = -

cytosol menmbranes noyau cytoso membranes noyau

Figure 15 Analyse par Western Blot de la phosphorylation kd’Adans les fractions

subcellulaires du muscle de chiens sain et GRMS3. protéines cytosoliques, membranaires et
nucléaires du muscle de chiens sain et GRMD agé4 dwis ont été analysées par Western Blot avec un
anticorps anti-phospho-Akt. La pureté des fractiarété vérifie a I'aide des anticorps suivantBHI pour le
cytosol, cavéoline-3 pour les membranes, et hisfgnpour le noyau. Le rouge Ponceau est égalementrén

Le défaut de phosphorylation détecté en puce eadirc@® par les expériences de
Western Blot. Alors que dans le muscle sain, phogjdt est clairement visible dans les
fractions membranaire et nucléaire, une réductimmdtique est observée dans ces deux
compartiments pour le muscle GRMD (phospho-Akt nfess détectée dans le cytosol, que ce
soit dans le muscle sain ou dans le muscle GRMbDusMvons ensuite souhaité compléter

ces résultats par des expériences d’immunohistoel{fiigure 16).
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GRMD

phospho-Akt

Figure 16 Immunohistochimie avec un anticorps anti-phosphko{Ser473) sur des coupes
de muscle de chiens sain et GRMi2s coupes de muscle de chiens sain et GRMD agésvis ont

été incubées avec un anticorps anti-phospho-Ak#{= puis avec un anticorps secondaire anti-moasplé a
I'AlexaFluor’688.

Alors que les fibres saines présentent de fortsanix de phospho-Akt au niveau de la
membrane plasmique et du noyau, les fibres dysigapk présentent un marquage beaucoup
moins intense. L'immunohistochimie permet donc deficmer les résultats obtenus en puce
et en Western Blot, a savoir que la phosphorylatiéikt est fortement réduite dans le muscle
GRMD.

La phosphorylation d’Akt sur les résidus Ser473 @308 conduit a son activation et
le défaut de phosphorylation détecté dans le mGHBBID suggére fortement une réduction
de son activité enzymatique. Afin de le vérifiea, Kinase a été immunoprécipitée a partir

d’extraits de muscles de chiens sain et GRMD etastinité a été testée (Figure 17).

100+

Activité d’Akt (% relatif)

O sain @ GRMD

Figure 17 Activité relative d’Akt dans le muscle de chienasins et GRMD. Akt a été
immunoprécipitée a partir d’extraits de musclesciiens sain et GRMIAgés de 4 mois et son activité
enzymatique a été testée. La valeur dans le meaatea été arbitrairement fixée a 100% et la vatiurs le

muscle GRMD est exprimée sous forme de pourcentelggif. ** Statistiquement différent dans le muescl
GRMD (p<0,02).

Le test d’activité confirme notre hypothese et tévgu’Akt est presque deux fois
moins active dans le muscle GRMD que dans le mssite
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Nous avons donc montré que le niveau d’expressidktt était augmenté dans le
muscle GRMD, et nous avons mis en évidence un téi@yphosphorylation associé a une
réduction importante de I'activité kinase.

2.3.2. Expression, phosphorylation et activité &K&3
Afin de confirmer le défaut de phosphorylation d8K3p3 révélé en puce dans le
muscle GRMD, et afin d’appréhender la variabilitter-muscles, des expériences de Western

Blot ont été conduites sur trois muscles difféerértgure 18).

A
sain GRMD san GRMD sain GRMD
A ” phaspho-GSK3
B S ——c X > ¥
Vaste latéral Biceps fémoral Bicepstihimc
E
O sain
150 O GRMD, Vaste latéral
9 B GRMD, Biceps fémoral
° B GRMD, Biceps brachial
2 100+
k|
[
o
3 0
g
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phospho-GSK@

Figure 18 Niveau de phosphorylation de GJK38Ser9) dans les muscles sains et GRMD.

A. Le niveau de phosphorylation de GFK@&er9) a été étudié par Western Blot dans les lesigaste latéral
Biceps fémoralet Biceps brachialde chiens sain et GRM@Agés de 4 moisB. Résultats quantifiés. **
Statistiguement différent dans le muscle GRMD (P2, Pour plus de détails, voir Figure 12.

Nous confirmons, chez le chien GRMD, le défaut degphorylation de GSKHBdans
le Biceps brachialet nous observons que ce défaut est retrouve ldaviaste latéralet le
Biceps fémoralLes trois muscles ne seront pas forcément Wilgur chaque expérience
mais ce premier résultat permet de voir que leggidations observées ne semblent pas
spécifiques d’un muscle.

Dans un second temps, afin de déterminer si lactétude phospho-GSH3détectée
dans le muscle GRMD était associée a une augmamtdé la forme non phosphorylée et

active de la kinase, nous avons étudié son expressi Western Blot. Le niveau de GFK3
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été comparé dans les extraits protéiques totalesdtactions subcellulaires préparés a partir
de muscles de chiens sains et GRMD (Figure 19).

A O sain
O GRMD, Vaste latéral

250 B GRMD, Biceps fémoral
GSK38 GAPDH € 0l B GRMD, Biceps brachial
(O]
=
sain GRMD sain GRMD & 150
jo]
&
e . 3 1007
_ o
Extraits totaux
O,
GSK3p
B GSK3
H GRMD H GRMD H GRMD
50 kDa
37kDa wm -

Cytosol Membranes Noyau

Figure 19 Niveau dexpression de GSRK3dans les extraits totaux et les fractions
subcellulaires préparés a partir de muscles dastsain et GRMDA. Le niveau d’expression de
GSK33 a été étudié en Western Blot dans les extraigaixopréparés a partir des musclsste latéral Biceps
fémoral et Biceps brachialprélevés sur des chiens sains et GRBtgs de 4 mois. * Statistiquement différent
dans le muscle GRMD (p<0,05). Pour plus de détads, Figure 12B. Le niveau d’expression de la kinase a
également été étudié en Western Blot dans lesidrecsubcellulaires préparées a partir\thste latéralde
chiens sain et GRMRgés de 4 mois.

La synthése de GSI83est augmentée chez le chien GRMD (la-encore, l@sutrois
muscles testés), révélant une augmentation endoseirpportante de la forme active de la
kinase. Les expériences de Western Blot réalisgéekes fractions subcellulaires confirment
la sur-expression de GSE3lans le muscle GRMD mais ne révelent aucune dé&atan
particuliere. Dans le muscle sain comme dans lecl@@BRMD, GSKB est présente dans les
fractions cytosolique, membranaire et nucléaird’aetumulation dans le muscle GRMD est
visible dans chacun de ces trois compartiments.sNaxons tout de méme décidé de

compléter cette étude par des expériences d'immstachimie (Figure 20).
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Figure 20 Immunohistochimie avec un anticorps anti-G8Ksr des coupes de muscle de
chiens sain et GRMDDes coupes de muscle de chiens sain et GRMD agésrigs ont été incubées avec
un anticorps anti-GSKBpuis avec un anticorps secondaire anti-mouse éaupAlexaFluol'688.

Ces expériences confirment 'augmentation de G5HKa8ns le muscle GRMD mais
surtout, comme cela était déja le cas pour Aktleselrévelent que I'accumulation
(cytosolique) de la kinase concerne seulement uit pembre de fibres dystrophiques,
lintensité extrémement importante du marquage aa&ssfibres pouvant toutefois expliquer
'augmentation globale détectée en Western Blot.

L’augmentation de la synthése et la diminution dephosphorylation de GSR3
détectée dans le muscle GRMD suggérent fortemeat augmentation de son activité
enzymatique et, afin de le vérifier, la kinase @ imunoprécipitée a partir d’extraits de

muscles sain et GRMD et son activité a éte testigrie 21).
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Figure 21 Activité relative de GSKB dans le muscle de chiens sain et GRMBK3 a été
immunoprécipitée a partir d’extraits de musclesciiéens sain et GRMIAgés de 4 mois et son activité

enzymatique a été testée. *** Statistiquement diffé dans le muscle GRMD (p<0,002). Pour plus daildé
voir Figure 17.

Ce test confirme notre hypothése puisqu’il démogtre I'activité de GSKRB est plus
gue doublée dans le muscle GRMD.
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Afin de nous assurer que I'accumulation de GBK#& concernait pas uniquement des
fibres pré-nécrotiqgues ou nécrotiques, un immungoege avec un anticorps anti-GX8in
marquage au rouge Alizarine et un marquage H&Ectihtréalisés sur des coupes sériées de
muscle GRMD. Le rouge Alizarine est un colorant marque les dépdts calciques et qui
permet de repérer les fibres pré-nécrotiqgues abtigaes présentant typiquement une perte
d’intégrité du sarcolemme et une accumulation dieiwa. Les résultats obtenus sont

présentés Figure 22.
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Figure 22 Immunohistochimie avec un anticorps anti-GBKfarquage au rouge Alizarine
et marquage H&E sur des coupes sériees de musdi#DGRes coupes sériées, réalisées sur le
muscle d'un chien GRMD agé de 4 mois, ont été igestavec un anticorps anti-GJKguis avec un anticorps
secondaire anti-mouse couplé a I'AlexaFt&88, marquée au rouge Alizarine et marquée a I'héxyhne et &
'éosine (H&E). Fléches et tétes de fleches : ibprésentant une accumulation cytosolique impartale
GSK3B. Astérisque : fibres pré-nécrotiques ou nécrosque

Les fibres GSKB-positives (fleches et tétes de fleche) ne cormedpot pas a des
fibres pré-nécrotiques ou nécrotiques (astérisgbe).plus, le marquage H&E révele que
certaines fibres GSKBpositives présentent une localisation centrale mwgux (tétes de
fleches), indiquant que la sur-expression de G5E@ncerne des fibres méatures aussi bien
gue de jeunes myotubes.

Nous avons donc détecté dans le muscle GRMD urudéi phosphorylation de
GSK33, accompagné d’une sur-expression de la kinasaieé caugmentation importante de

son activité enzymatique.

2.3.3. Expression et phosphorylation de p70S6K
L’étude sur puce a également révélé un défaut dspgitorylation de p70S6K dans le
muscle GRMD et nous avons voulu confirmer ces tésuen Western Blot, tout en voyant si

cela était associé a un changement du niveau é@ssjon de la kinase (Figure 23).
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Figure 23 Niveau de phosphorylation et niveau d’expressierpd0S6K dans le muscle de
chiens sain et GRMDA. Le niveau de phosphorylation et le niveau d’expoesde p70S6K ont été étudiés
par Western Blot dans le muscle de chiens sain RMIG agés de 4 moisB. Résultats quantifiés. *
Statistiquement différent dans le muscle GRMD (p5D, Pour plus de détails, voir Figure 12.

Ces expériences confirment que la phosphorylatep®S6K est fortement réduite
dans le muscle GRMD et elles révelent par ailleprs ce défaut de phosphorylation n’est
associé a aucun changement dans le niveau d’eipreds la kinase. Un immunomarquage

de phospho-p70S6K a ensuite été réalisé sur dgmsale muscle de chiens sain et GRMD
(Figure 24).

sain GRMD

phospho-p70S6K

Figure 24 Immunohistochimie avec un anticorps anti-phospheS§6K (Thr389) sur des
coupes de muscle de chiens sain et GRBH3.coupes de muscle de chiens sain et GRMD agés de

mois ont été incubées avec un anticorps anti-plmpFOS6K (Thr389) puis avec un anticorps secondsite
mouse couplé & I'AlexaFlud688.

Ces expériences révelent que la forme phosphoddée70S6K est présente dans
presque tous les noyaux des fibres du muscle dais gue dans le muscle GRMD, sa
présence est limitée a quelques fibres (toujoutsa@lisation nucléaire).

Nous avons donc pu confirmer le défaut de phospdiiop de p70S6K détecté sur

puce et nous avons montré que cela n'était asso@écun changement dans le niveau
d’expression de la kinase.
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2.3.4. Etude des marqueurs de I'atrophie musculaire
Nous avons pensé que la faible translocation depgiteAkt dans le noyau des fibres
du muscle GRMD pourrait conduire a une activati@s facteurs de transcription de type
Foxo, et par conséquent induire I'expression de BMEt MuRF1, et ainsi stimuler la
dégradation protéique. Le niveau d’expression dmsrotéines a été étudié en Western

Blot dans les muscles sain et GRMD (Figure 25).
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Figure 25 Niveau d’expression de MAFbx et MuRF1 dans lesadtet totaux et les fractions

subcellulaires de muscles de chiens sain et GRM®protéines totales, cytosoliques, membranaires
et nucléaires extraites de muscles de chiens $aBR&ID agés de 4 mois ont été analysées en WeBtetn
avec des anticorps anti-MAFbx et anti-MuRF1.

Contrairement a ce que nous aurions pu attefedopiantité de MAFbx et MURF1 est
réduite dans le muscle GRMD, dans l'extrait tommme dans les trois compartiments
subcellulaires. L’activité réduite d’Akt dans le sule GRMD n’entraine donc pas

d’augmentation des marqueurs de I'atrophie museulai

2.3.5. Etude des kinases et phosphatases régutant A
Afin de tenter de comprendre les mécanismes affedt phosphorylation et la
localisation subcellulaire d’Akt dans le muscle GBMrois enzymes intervenant dans sa
régulation ont été analysées : la kinase PDK1st&x phosphatases PP2A et PTEN. Les
mécanismes d’activation et d’inactivation d'Akt, cdiés en détail dans [I'Introduction
bibliographique, sont résumés Schéma 1.

82



Schéma 1Enzymes intervenant dans la régulation d’Aktkinase PI3K génére, en phosphorylant le
PtdinsB, du Ptdinsk Akt est recrutée par le Ptdingd®la membrane plasmique, ou elle est phosphoryée p
PDK1 sur la Thr308. Pour étre entierement activée doit ensuite étre phosphorylée sur la Ser478ek est
réalisé par le complexe Rictor/mTOR. PTEN s'oppadéction de la PI3K, et donc a I'activation d’Alén
déphosphorylant le PtdingFPP2A déphosphoryle quant a elle directement Akt.

Nous avons commencé par réaliser des expériencé&esdiern Blot afin de comparer,
dans les muscles sain et GRMD, le niveau de pheBpi¢L (forme active de la kinase) et de
PP2A et PTEN (Figure 26).

@
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Figure 26 Niveau de phosphorylation de PDK1 (Ser241) etanivd’expression de PP2A et

PTEN dans le muscle de chiens sain et GRMIDe niveau de phosphorylation de PDK1 (Ser241) et
le niveau d'expression de PP2A et PTEN ontééétudiés par Western Blot dans les muscles dmslsain et
GRMD éagés de 4 moiB. Résultats quantifiés. * Statistiquement différeanhsl le muscle GRMD (*p<0,05 ;
**p<0,02 ; ***p<0,002). Pour plus de détails, vdtigure 12.

Le niveau de phosphorylation de PDK1 et le nivedexmtession de PP2A
apparaissent légéerement augmentés dans le musdMDGRe qui est beaucoup plus
frappant, c’est que le niveau d’expression de PESNquant a lui trés fortement augmenté

(ratio supérieur a 4).
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2.3.5.1. PDK1

L’augmentation (méme légére) du niveau de phosibKl détectée dans le muscle
GRMD ne pouvant pas expliquer la réduction du nivel® phosphorylation d’Akt, les

expériences sur la kinase n'ont pas été poussessypant.

2.3.5.2. PP2A

Afin de déterminer si 'augmentation du niveau giession de PP2A détectée dans le
muscle GRMD était associée a une augmentation macwité enzymatique, ce qui pourrait
expliquer la diminution du niveau de phospho-Aktphosphatase a été immunoprécipitée a
partir d’extraits du muscle de chiens sain et GRBtZon activité enzymatique a été testée
(Figure 27).
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Figure 27 Activité relative de PP2A dans le muscle de chisas et GRMD.PP2A a été
immunoprécipitée a partir d’extraits de muscleshiens sain et GRM@RAgés de 4 mois. Pour plus de détails,
voir Figure 17.

Aucune différence significative dans l'activité BB2A n’est visible entre les muscles
sain et GRMD, la phosphatase apparaissant mémeehadget moins active dans ce dernier.

PP2A ne semble donc pas non plus a l'origine adigtagulation d’Akt.

2.3.5.3. PTEN

L’activité enzymatique de PTEN a été testée damseldraits préparés a partir de
muscles sain et GRMD (Figure 28).

84



Activité de PTEN (% relatif)

O sain @ GRMD

Figure 28 Activité relative de PTEN dans le muscle de chisam et GRMD.PTEN a été
immunoprécipitée a partir d’extraits de musclesctens sain et GRMD agés de 4 mois et son aciviééé
testée. ** Statistiquement différent dans le mu&RMD (p<0,02). Pour plus de détails, voir Figuie 1

Une augmentation significative de l'activité de PIEst détectée dans le muscle
GRMD, ce qui pourrait contribuer a expliquer lealéfde phosphorylation d’Akt. Nous nous
sommes une fois de plus intéressés a la traduetioniveau histologique des variations
observées au niveau global, et avons pour celséédbs expériences d'immunohistochimie
(Figure 29).

sain GRMD

Figure 29 Immunohistochimie avec un anticorps anti-PTEN des coupes de muscle de
chiens sain et GRMDDes coupes de muscle de chiens sain et GRMD agésrigs ont été incubées avec

un anticorps anti-PTEN puis avec un anticorps amitse couplé a I'AlexaFluo688. Tétes de fléches : fibres
GRMD PTEN-positives présentant un marquage soustesnmal. Fléches : fiores GRMD PTEN-positives
présentent un marquage plus intense et dispersé&alaile cytosol.

Alors que les fibres du muscle sain présentent amquage tres faible, presque toutes
les fibres du muscle GRMD sont PTEN-positives. @lbses présentent soit un marquage
restreint au niveau sous-sarcolemmal (tétes déd)esoit un marquage encore plus fort et
dispersé dans tout le cytosol, évoquant une aca@iionl importante de la phosphatase
(fleches).

Nous pensons que la sur-expression et I'augmentat® 'activité phosphatase de
PTEN pourraient conduire a un niveau diminué ddnBRJ, limitant ainsi le recrutement

d’Akt a la membrane plasmique et son activation.
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2.3.6. Etude comparative a 3 stades de la pattelogi
Afin de déterminer si la dérégulation de la voi8HIAkt était spécifique de I'age de 4
mois, ou si elle pouvait étre observée a différetasles de la pathologie, un marquage H&E
et un immunomarquage de PTEN et GBK®it été réalisés sur des coupes sériees de muscle
de chiens GRMD ageés de 3, 4 et 36 mois (Figure 30).

H&E PTEN GSK33

3 mois

4 mois
o)

36 mois
o

Figure 30 Marquage H&E et immunohistochimie avec des anpsoanti-PTEN et anti-

GSK33 sur des coupes sériées de muscle de chiens GRBDdM&g3, 4 et 36 moiBes coupes

sériées de muscle de chiens GRMD agés de 3, 4rab36ont été marquées a I'H&E, immunomarquées anec
anticorps anti-PTEN et immunomarquées avec una@picanti-GSKB. Téte de fleche : fibre PTEN-positive ;
fleche : fibre PTEN/GSKB-positive ; téte de fleche vide : petite fibre PTEISK33-positive ; fleche épaisse :
fibre centronucléée ; rond : fibre nécrotique réarfibre hypertrophiée PTEN/GSRahégative.

A 3 mois, alors que les signes de dystrophie mageusont encore trés faibles, avec
seulement une hétérogénéité du diametre des fiQredques fibres centronucléées et des
foyers locaux de cellules inflammatoires (A), unmiwe important de fibres apparaissent déja
PTEN-positives (B, téte de fleche). Les fibres pgrésentent une accumulation cytosolique

importante de la phosphatase sont toutes @9K3itives (C, fleche), apportant la preuve
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gue la dérégulation de PTEN contribue a dérégalenle PI3K/Akt. A 4 mois, alors que le
muscle est caractérisé par des fibres hyalineséasol(résultant d’'une accumulation
sarcoplasmique anormale de calcium), une varidtémimportante du diameétre des fibres, la
présence de fibres nécrotiques individuelles, deesi centronucléées et par de la fibrose
endo- et périmysiale (D), des fibores PTEN/GBK®sitives sont également observées (E et
F, fleche). Elles correspondent souvent a desdideepetit calibre (D-F, téte de fleche vide)
ou a des fibres présentant des noyaux centraux, fidéhe épaisse), signe d’'une étape de
régénération musculaire, mais également parfoisea fibres en train de subir une
phagocytose (D-F, rond). Enfin, dans le muscletdarcGRMD agé de 36 mois, qui présente
de grandes zones de fibrose endomysiale, typiqueassociée a une atrophie musculaire
marquée et a une infiltration massive de celluidsinmatoires (G), une grande proportion
de fibres présentent a la fois une accumulatioPTEN et de GSKB (H et I, fleche). A ce
stade, plusieurs de ces fibres PTEN/GB{®8sitives correspondent a des fibres nécrotiques,
caractérisées par un cytoplasme péale et homogéeper eine invasion de macrophages (G-I,
rond).Les quelques fibres hypertrophiées qui sont engisibles sur la coupe sont PTEN et
GSK3B3-négatives (H et I, carré).

Une sur-expression et une activité enzymatique uacde la phosphatase PTEN
existent donc dans le muscle GRMD, et nous avongnégue cela contribuait a déréguler la
voie PI3K/Akt. De plus, nous avons observé queptegsion altérée de PTEN et de GBK3
était présente des 3 mois et jusqu’a un stadetdrée de la pathologie, témoignant d’'une

atteinte sur le long terme.

2.4. Etude dans les cellules dérivées du muscle

Enfin, nous avons voulu déterminer si les variaidetectées dans le muscle étaient
aussi présentes dans les MDC, qui représentent adelm simplifié et relativement
homogéne. Des MDC saines et GRMD ont été étudideux stades différents : un stade
prolifératif (caractérisé par une majorité de myasis), et un stade trés différencié, auquel la
dystrophine est normalement exprimée (caractéasaipe majorité de myotubes, contenant
jusqu'a plusieurs centaines de noyaux, et présentandegré d’organisation élevé). Les
extraits protéiques correspondants aux différeceslitions ont été analysés en Western Blot
avec des anticorps anti-phospho-Akt, anti-phospB&83, anti-GSKP et anti-PTEN
(Figure 31).
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Figure 31 Niveau de phosphorylation d’Akt (Ser473), niveaexgression de PTEN et
niveaux de phosphorylation (Ser9) et d’express®@G&KP dans les MDC saines et GRMD

aux stade prolifératif et différenciges extraits protéiques correspondant aux diffé@entiltures ont été
migrés sur gel SDS-PAGE et incubés avec des apscamti-phospho-Akt (Ser473), anti-PTEN, anti-phasp
GSK33 (Ser9) et anti-GSK3. Pour chaque stade, le niveau dans les MDC saigés fixé a 100% et le niveau
dans les MDC GRMD est exprimé sous forme de potagenrelatif.

Ce que nous pouvons tout d’abord noter, c’est ggevhriations GRMD/sain sont
moins importantes dans les MDC que dans les bispsigsculaires. La forme phosphorylée
d’Akt apparait légerement diminuée au stade pmalifedans les MDC GRMD. De facon
surprenante, elle n’est pas détectée dans les MDdifférenciation, ni chez le chien sain, ni
chez le chien GRMD. Une légéere diminution du nivelauphosphorylation, mais également
du niveau d’expression de GSKast également observée dans les MDC GRMD, aux deux
stades testés. Enfin, une diminution modérée dgiéssion de PTEN est observée dans les
MDC GRMD (la encore aux deux stades testés).

Les dérégulations que nous avions pu observer ldamiscle GRMD ne sont donc
pas retrouvées dans les MDC (que ce soit dans yeblastes en prolifération ou dans les
myotubes différenciés), suggérant qu’il s’agirditree conséquence indirecte de I'absence de

dystrophine.
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Discussion générale

1. Positionnement de I'étude

La DMD représente la forme la plus fréquente eplias sévere des dystrophies
musculaires. Malheureusement, plus de vingt anssdprdécouverte du gene (Monastal,
1986, Hoffmanet al, 1987, Koeniget al, 1987), les mécanismes globaux liant 'absence de
dystrophine a la dégénérescence des fibres mussilae sont toujours pas entierement
élucidés, et les patients bénéficient uniquementtrditements palliatifs. Méme si nous
pouvons espérer que les recherches menées si@rdgithgénique ou cellulaire finissent par
aboutir a la mise en place d’'un protocole permétanéintroduction de la dystrophine dans
les muscles dystrophiques, les approches pharntagaks permettent, en attendant,
d’améliorer la durée et la qualité de vie des pagie Dans ce contexte, une meilleure
compréhension des mécanismes définissant la patigogpparait fondamentale, puisqu’elle
pourrait permettre d’améliorer le cocktaill de maédients proposé aux patients. La
caractérisation des déreglements des voies delisafian cellulaire touchant les muscles
dystrophiques et surtout, la compréhension de lizapon de ces déréglements dans le
phénotype du muscle, pourraient plus particuliergnmaboutir a la mise en place d'un
traitement visant a restaurer une signalisatiomade, voire bénéfique pour le muscle.

Depuis quelques années, les travaux relatant deégldients des voies MAPK et
PI3K/Akt dans le muscle dystrophique se succedeatis plusieurs points limitent leurs
retombées (Kolodziejczy&t al, 2001, Kumar&Boriek, 2003, Langt al, 2004, Kumaet al,
2004, St-Pierreet al, 2004, Nakamurat al, 2005, Dograet al, 2006, Peter&Crosbie, 2006,
Dograet al, 2008). Tout d’abord, ces travaux ont trés souypenté sur I'étude de quelques
kinases isolées, sans considérer les voies danereemble, et les mécanismes moléculaires
a l'origine des dérégulations décrites n’ont pasédticidés. De plus, la plupart des études ont
été menées chez la soumsglx compliquant I'extrapolation des résultats obteadfhiomme.
Aucune étude n’a encore été publiée dans un maahéteal cliniquement relevant, tel que le
chien GRMD, et le seul travail réalisé sur des biep humaines n’a porté que sur I'étude en
immunohistochimie du niveau de phosphorylation d.Akn alliant la technologie des puces a
anticorps a des approches plus ciblées, tellesegdkestern Blot, I'immunohistochimie et des
tests d’activité kinase et phosphatase, nous apanmettre en évidence une dérégulation
profonde des voies MAPK et PI3K/Akt dans le mustystrophique. Nous avons également

pu décrire de facon précise les modulations affeedtavoie PI3K/Akt dans le muscle GRMD,
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et nous avons enfin montré qu’une activation dpHasphatase PTEN était a I'origine des

dérégulations rapportées.

2. Aspects techniques

L’étude globale que nous avions envisagée cheauassndxa l'aide de notre puce a
anticorps dédiée s’est vite révélée limitée pdiaiblesse des signaux observés. De plus, les
études en Western Blot, bien que confirmant I'ateeides voies ERK/MAPK et PI3K/Akt
dans les musclemdx ne nous ont pas toujours permis de valider daegdlteds pourtant déja
publiés, I'explication la plus probable semblaréelia I'importante variabilité inter-souris
observée (Kumar&Boriek, 2003, Largd al, 2004, Kumaret al, 2004, Dogreet al, 2006,
Peter&Crosbie, 2006). Enfin, le caractere fortendistinct des phénotypes développés par
’lhomme et par la souris nous a finalement poussémmettre en question la pertinence du
modéle murin dans notre tentative de caractérisates modulations des voies de
signalisation pouvant intervenir dans la pathogédela DMD. Grace a une collaboration
avec Karl Rouger (INRA UMR703), les travaux ont slaim second temps été poursuivis dans
le modéle du chien GRMD. L’étude réalisée a l'aifdela puce a anticorps MAGY array a
abouti, aprés amélioration de la préparation deargdlons et travail sur la fraction nucléaire,
a des résultats assez encourageants. Elle nousnis Eobserver 'atteinte, dans le muscle
GRMD, de protéines impliquées dans le cycle celelat de protéines du cytosquelette.
Cependant, I'extréme complexité du tissu musculaged difficile, nous l'avons déja
souligné, son étude a l'aide de méthodes a haut (@lce a anticorps, mais également
électrophorése bi-dimensionnelle couplée a de éatepmétrie de masse). Nous n'avons pas
été en mesure de détecter, a l'aide de ces pueesriitions importantes dans le niveau des
protéines impliquées dans les voies de signalisatiellulaire. Les puces a anticorps
développées par la société ProtNeteomix sont aespt€étude de modeles biologiques plus
simples, tels que les biopsies ou les lignées lides dérivées du cancer du sein (Sakanyan,
2005, Yeretssiaet al, 2005), mais elles ne permettent donc pas, eat [atuel des choses,
le profiling de biopsies musculaires. Le niveauldeection des protéines étant satisfaisant, et
le bruit de fond relativement faible, le problemajeur apparait lié a la réactivité croisée des
anticorps. Il est probable que, dans le muscleatgisorps présents sur la puce reconnaissent,
en plus de la protéine d'intérét, d’autres protgiad’origine d’'un signal aspécifique (White,
2008). Il apparait donc indispensable, avant dev@ouwtiliser ce type de puces dans le cadre
de la DMD (ou dautres pathologies neuro-muscutdirde sélectionner uniquement des

anticorps générant, lors de I'analyse en Westeant, Bine bande unique correspondant a la
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Récepteur a l'insuline ou
allIGF-1

Complexe des
sarcoglycanes

Complexe des
dystroglycanes

Synthése Protéique

Hypertrophie

[l diminué dansle muscle GRMD ;augmenté dansle muscle GRMD jdentique {| non déterminé

Schéma 1Les voies de signalisation ERK/MAPK et PI3K/Aktyeg les dérégulations

détectées dans le muscle GRMI2s protéines entourées de rouge, vert et jaurieunnniveau
d’expression et/ou d’activité respectivement dindéinaugmenté ou inchangé dans le muscle GRMD. Raiisqu
nous n'avons pas détecté de changement dans kurmVactivité de PP2A, la phosphatase est entaleggaune.



protéine d’intérét. Parallelement a cela, et tele qmous l'avons déja évoqué, la
phosphorylation est un phénomeéne dynamique et lmdophosphorylée des protéines
(correspondant dans la majorité des cas a la fatiee) est peu représentée dans les cellules
a un instant (White, 2008). L'étude du profil de phosphorylatides protéines sur puce a
anticorps se heurte donc a un probleme de semsildiine facon intéressante de pallier a la
fois aux problémes de spécificité et de sensibiétd I'utilisation d’'un systéeme de sandwich
(Sakanyan, 2005). Dans cette étude, nous avores west puce a anticorps utilisant un tel
systeme et dédiée a I'étude du niveau de phospimnyldes protéines des voies MAPK et
PI3K/Akt (R&D Systems). Chaque kinase est lieendiété, par I'anticorps immobilisé sur la
puce (dirigé contre les protéines totales) et,’aetre, par un anticorps phospho-spécifique.
L'utilisation d’'un cocktail d’anticorps phospho-sjifques, permet en outre, comme nous
'avons déja noté, de connaitre pour chaque kiniassijte de phosphorylation détecté. La
comparaison, a l'aide de cette puce, du profil desphorylation du muscle squelettique de
chiens sains et GRMD agés de 4 mois nous a pereisigttre en évidence une atteinte
globale des voies MAPK et PI3K/Akt dans le musagfstobphique. Nous avons pu montrer
gue les kinases ERK1, ERK2, @838/, Aktl, GSK3 et p70S6K, présentaient toutes un

niveau de phosphorylation statistiquement réduisda muscle GRMD (Schéma 1).

3. Etude détaillée de la voie PI3K/Akt dans le nei§SRMD
3.1. La voie PI3K/Akt et le contrdle de la massgsculaire

La voie PI3K/Akt joue, nous I'avons déja soulignplasieurs reprises, un réle crucial
dans la régulation de la masse musculaire (Gl&85a, Favieet al, 2008). Il est maintenant
clairement établi que I'hypertrophie induite pdGIF-1 fait intervenir les deux branches de la
voie (INTOR dépendantes et indépendantes). Il alae ¢é montrén vivo que la voie
Akt/mTOR était activée (et que GSB&tait inactivée) durant I’hypertrophie compeng&toi
l'inactivation de la voie empéchant ce phénomeriactlvation d’Akt ou de p70S6K (ou
I'inactivation de GSKB) s'est de plus révélée suffisante pour induirepértrophie. La voie
Akt/mTOR est au contraire apparue inhibée pendaiophie, et il a été montré que son
activation était capable d’empécher ce phénonigneivo. Elle ne serait par contre pas
nécessaire au maintien de la masse musculaird@anauscles matures, puisqu’un traitement
a la rapamycine ne semble pas causer d’atrophig ldanmuscles contréles (Bodiet al,
2001, Laiet al, 2004, Rommeet al, 2001, Vyaset al, 2002). Les observations concernant

une éventuelle implication, dans la régulation 'tdgpertrophie musculaire, de la voie de la
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calcineurine sont plus contradictoires. Les travaiex Rommel et Bodine suggérent que
I’hypertrophie induite par 'lGF-1 ne passerait @8 une activation de la calcineurine, mais
les deux articles sont en contradiction quant @assible effet inhibiteur de la phosphatase
sur ce phénoméne (Bodim al, 2001, Rommekt al, 2001). Au contraire, Vyas rapporte
que I'lGF-1 (mais de fagon surprenante pas le Li@ljnhibiteur non compétitif de GSRB
induirait une augmentation de l'activit¢ du NFAT, que la co-transfection d'une forme
constitutivement active de GSR3nhiberait ce phénoméne, suggérant que GSKerait
impliquée dans la régulation du NFAT suite a uitéraent a I'lGF-1 (Vyast al, 2002). Les
études chez les souris transgéniques supportent guelles I'idée que la calcineurine aurait
un role limité dans la régulation de I'hypertropmeisculaire (Favieet al, 2008). Enfin,
rappelons qu’Akt intervient aussi dans le contrdk I'atrophievia une inhibition de la
dégradation protéique médiée par la voie ubiquipreéasome et par la voie de l'autophagie
et des lysosomes (Glass, 2005a, Bertbbal, 2007, Mammucaret al, 2007, Zhacet al,
2007, Favieet al, 2008).

3.2. Dérégulations dans le muscle GRMD et coresgecgs probables

L’atteinte de la voie PI3K/Akt dans le muscle GRMigmble particulierement
importante, puisque Aktl, GSR3et p70S6K se sont toutes révélées présenter @aunige
phosphorylation statistiguement réduit. Les expegs de fractionnement subcellulaire et
d’immunohistochimie ont révélé que la diminution miveau de phosphorylation d’Akt était
le résultat d’'une réduction drastique de la quarté phospho-Akt au niveau des membranes
et du noyau. La kinase s’est de plus réevélée e tbis moins active dans le muscle GRMD
et il est plus que probable que cette réductiorctiiée soit a l'origine du défaut de
phosphorylation de GSK3et p70S6K également mis en évidence (Cheingl, 1994, Cross
et al, 1995, Inokiet al, 2002, Glass, 2005a). Nous avons aussi pu moiuer la
phosphorylation réduite de GSK®&tait associée a une augmentation de la synthéde et
I'activité enzymatique de la kinase. Nous n’avoas gontre pas observé de surexpression des
E3-ubiquitine ligases MAFbx et MURF1 dans le museRMD, les deux protéines semblant
méme au contraire moins présentes que dans le enssth. Nous pensons que les
dérégulations d’Akt, GSKB et p70S6K mises en évidence dans le muscle GRMIxgient
bloguer I'hypertrophie compensatoire que les mselgraient éventuellement pu tenter de
mettre en place pour limiter I'impact de I'abserze dystrophine, ce qui pourrait avoir des

conséquences importantes sur le phénotype du mudote données semblent par ailleurs
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indiquer que la dérégulation d’Akt dans le muscRM®D n’entraine pas d’activation de la
voie ubiquitine protéasome, ce résultat étant eordcavec I'absence d’activation (quel que
soit le stage de la pathologie) de la voie MAFb&gdemment rapportée dans les biopsies de
patients DMD (Cheret al, 2005). La régulation coordonnée par Akt des vdeefa synthese
et de la dégradation protéiques ne semble pawglipas systématique. Il a en effet été
montré gu’'une expression ectopique localisée destatioe, bien que réduisant la masse
musculaire, le calibre des fibres et le contenutéigae total, et bien qu’entrainant une
inhibition de la voie PI3K/Akt/mTOR, n’était asséei a aucune modulation de la voie
ubiquitine protéasome (Durieugt al, 2007, Amiroucheet al, 2008). Enfin, la fonte
musculaire des muscles DMD est essentiellementaddes phénoménes de nécrose, qui
s’expliguent entre autres par une activation defpataes (Tidball&Spencer, 2000,
Bartoli&Richard, 2005) et il est possible que laevabiquitine protéasome ne participe pas a
la pathogénie. Il serait toutefois intéressantuwtlér la voie de l'autophagie dans le muscle
GRMD, afin de voir si elle est ou non stimulée pactivité réduite d’Akt (Mammucaret al,
2007, Zhaoet al, 2007). En résumé, nous pensons que l'inactivadiékt dans le muscle
GRMD pourrait avoir pour conséquence un blocagd'ldgertrophie compensatoire, sans

entrainer d’activation de la voie ubiquitine pratéae.

4. Etude des kinases ERK1/2 dans le muscle GRMD
4.1. Réle de la voie ERK/MAPK dans le muscle seftigue

La voie ERK joue quant a elle un role important flda myogénese ; elle est
impliquée dans la régulation de la prolifératiordetla différenciation cellulaires. La balance
entre le niveau de phospho-ERK1 et phospho-ERKDkedéterminer si les cellules doivent
poursuivre en prolifération (activation préféreltiede ERK1) ou au contraire, entrer en
différenciation (activation préférentielle de ERK&arbassoet al, 1997). Il a d’ailleurs été
montré plus récemment que ERK2 était indispensabla différenciation terminale des
myoblastes, alors que ERK1 ne semblait pas reqiselohnson, 2006). La voie ERK
semble en plus jouer un rdle direct dans la rémgulatle I'hypertrophie des muscles
squelettiques. Elle a été impliquée dans I'hypehre des fibres musculaires de type rapide
en réponse a des agonistes des récepteurs béte@iyaes (Shet al, 2007). L'inhibition
de ERK s’est de plus révélée capable d’empéchgpdirophie induite par I'lGF-1, en
entrainant une diminution de l'augmentation du awele phosphorylation de p70S6K1,
suggérant en plus que ERK jouerait un réle impar{divect ou non) dans ce phénoméne
(Haddad&Adams, 2004).
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4.2. Dérégulations dans le muscle GRMD et hymsbe

L’étude sur puce a anticorps des biopsies canineséwtlé un défaut de
phosphorylation extrémement marqué de ERK1 et E&¥5 le muscle GRMD. Nous avons
confirmé ces résultats en Western Blot, et nousi@voontré que cela était associé a une
augmentation du niveau d’expression des kinases.aMaurs, I'étude de trois muscles
différents nous a permis de montrer que le défauplibsphorylation semblait toucher de
facon préférentielle I'isoforme ERK2. Nous pensange le défaut de phosphorylation de
ERK (et en particulier de ERK2) révélé dans le neusGRMD pourrait avoir des
conséquences néfastes sur la réegulation de la mgegg et plus particulierement sur la
différenciation terminale des myotubes, ce qui ptiavoir des conséquences négatives sur
la régénération musculaire et aggraver le phénotgpeanuscle. Par ailleurs, le défaut de
phosphorylation mis en évidence pourrait aussitémi’hypertrophie compensatoire du
muscle, peut-étre en partie en contribuant a dierine niveau de phosphorylation de
p70S6K.

5. Comparaison avec les observations faites damalsclesndxet DMD

L’atteinte simultanée des voies PI3K/Akt et ERK/MARIans le muscle GRMD
pourrait donc, en limitant I'hypertrophie compermsia, contribuer a expliquer le phénotype
développé. Chez la sounmsdx chez laquelle une réponse hypertrophique estrodseune
activation d’Akt a été rapportée dans les musaigelettiques des membres aux stades pre-
nécrotique, nécrotique et hypertrophique de lagatfie et dans le diaphragme aux stades
pré-nécrotique et nécrotique (Dogral, 2006, Peter&Crosbie, 2006). Une activation encore
plus marquée a par ailleurs été décrite chez desssteficientes en sarcoglycane et chez des
souris déficientes en dystrophine et en utrophsnggérant qu’elle serait liée a la sévérité du
phénotype (Peter&Crosbie, 2006). Au contraire, nawsns observé que le niveau de
phosphorylation d’Akt semblait augmenté dans le &AL mois mais diminué dans le
diaphragme a 1, et plus encore a 4 mois, sugggent'activation de la kinase serait lié au
phénotype hypertrophié du muscle. Les résultatcermant le statut de ERK sont un peu
similaires. Il a été décrit que ERK était activéelggue soit le muscle et quel que soit le stade
de la pathologie (Langt al, 2004), alors que nous observons une activatios #aTA, mais
un défaut de phosphorylation dans le diaphragmes Bsultats publiés extrémement
récemment semblent appuyer I'hnypothése selon |egliattivation d’Akt dans les muscles
mdxcorrespondrait a un phénoméne compensatoire pgamhete limiter les conséquences de

'absence de dystrophine. lls révelent qu’'une atitbn constitutive de la kinase, en entrainant
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une stabilisation de l'utrophine et du complexe U@@ophin-glycoprotein complex), et en
induisant I'hypertrophie, permettrait de stabiligeisarcolemme et de retarder encore la mise
en place de la pathologie (Pegtral, 2008). Concernant les résultats obtenus chemkrhe,

une activation d’Akt a été rapportée dans le mudeldeux patients (agés de 8 mois et 3 ans),
suggérant l'existence d’'un mécanisme compensai@leter&Crosbie, 2006). Cependant,
l'activité d’Akt, de méme que le statut des kinasieées en aval (GSIg3et p70S6K par
exemple), et celui des régulateurs de la voie n’@nhotre connaissance, pas encore été
regardés. De plus, les deux patients étant trésegelet les signes cliniques de la pathologie
n'apparaissant généralement pas avant 'age dear, il serait intéressant d’approfondir ces
résultats, afin de déterminer si I'activation d’A#etectée persiste lorsque la pathologie

progresse.

6. PTEN semble a I'origine de la dérégulation d’Akins le muscle GRMD

Nous avons cherché a comprendre, en analysantdnzigmes impliquées dans sa
régulation, ce qui pourrait expliquer la réductchnniveau de phosphorylation et de I'activité
kinase d’Akt détectée dans le muscle GRMD. Nousmsawtétecté des changements dans le
niveau de phosphorylation de PDK1 et dans le nivaxpression de PP2A, mais qui ne
pouvaient pas expliquer les perturbations obsernigéasgmentation du niveau de la forme
phosphorylée (et supposée active) de PDK1 détefage le muscle GRMD aurait en effet
normalement di mener a une augmentation du niveaphdsphorylation et de Il'activité
enzymatique d’Akt (Alesset al, 1997). Par ailleurs, méme si I'expression de PRgH#t
légerement augmentée, aucun changement n'a ététalét@ns son activité (Schéma 1). En
revanche, l'augmentation du niveau d’expressiondet I'activité enzymatique de la
phosphatase PTEN mis en évidence pouvaient coatritau expliquer le défaut de
phosphorylation d’Akt et nous avons décidé d’appnair son étude.

PTEN est une phosphoinositide phosphatase qui igmuaa la famille des protéines
tyrosine phosphatases (résidu tyrosine conservé lasite CX¥RT/S). Elle a une double
spécificité protéines/lipides mais ses substraggépentiels sont les phosphoinositides. Elle
déphosphoryle le phosphate en position D3 de l'anmeositol des PtdIins3P, le Ptdins(34)P
et le Ptdins(3,4,5)} son substrat principal (Maehama&Dixon, 1998, 8let al, 2007).
Nous avons pensé que I'augmentation du niveau césspn et d’activité détectée dans le
muscle GRMD pourrait, en diminuant la quantité ddifsR au niveau de la membrane
plasmique, limiter le recrutement et I'activationAkt, et par conséquent expliquer la

dérégulation de la voie. Cette hypothese s’estvigeuortement supportée par les résultats
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obtenus en immunohistochimie, lors du marquageTd&NPet GSKB sur coupes sériées. En
effet, nous avons observé que toutes les fibres BRMeésentant une accumulation
cytosolique importante de la phosphatase étaiesieggpnt GSKB-positives, alors que les
fibores montrant uniquement un marquage sous-sancod ne présentaient pas
d’accumulation de la kinase. Des fibres PTEN/GBH8sitives ont de plus été observées a
différents stades de la pathologie, révélant uteinrdé de la voie sur le long terme, dés un
stade précoce et jusqu’a un stade tres tardifstaes étudiés étant de plus tres distincts, tant
au niveau de l'intensité des lésions, que de lagme&e de cellules inflammatoires ou encore
du potentiel régénératif du muscle, le caractenestamt de la dérégulation de PTEN et
GSK33 démontre gu’elle ne peut étre associee exclusinemeale I'inflammation ou de la
régénération. A 3 mois, une accumulation de PTENeeGSKP était déja notée dans de
nombreuses fibres, alors que peu de lésions hggtples étaient observées, suggérant une
mise en place précoce des dérégulations, indépendande la progression de la pathologie.
De plus, le fait que certaines des fibres PTEN/BRSsitives observées a ce stade ne
correspondent pas a des fibres centronucléées dénmpre la dérégulation de la voie ne peut
pas étre associée exclusivement a une marque daémdgon. Ceci s’est trouvé encore
confirmé par le fait qu’a 36 mois, alors que legmiel régénératif est éteint et que les
muscles sont caractérisés par une atrophie mardeéla, fibrose et une infiltration par des
cellules inflammatoires, des fibres PTEN/G®Kdositives étaient encore observées. La
grande proportion de ces fibres, et le fait queubeap correspondent a des fibres
nécrotiques, pourraient de plus indiquer que la&gldéiation de la voie PI3K/Akt caractérise
des fibres qui ont accumulé de nombreux dommagesiietont destinées a dégénérer. Les
rares fibres hypertrophiées qui étaient encore eptés a ce stade étaient d’ailleurs
systématiqguement PTEN et GSkBégatives. Il a été montré récemment que la oigadé
PTEN présente au niveau de la membrane plasmiaquigtéictable avec des techniques
classiques de microscopie confocale, et par comstawon visualisée dans notre étude) était
proportionnelle a la quantité présente dans lesgytdar ailleurs, la translocation de PTEN a
la membrane plasmique semble nécessaire et suffisason activité (Vazquez&Devreotes,
2006, Vazquezet al, 2006). Il apparait donc tout a fait probable de® fibores GRMD
exhibant une accumulation cytosolique marquée deNP@ontiennent également un niveau
accru de la phosphatase au niveau de la membrasmigue, conduisant a une diminution du
PtdInsR et a une réduction du niveau d’activation d’Akbus pouvons d’ailleurs noter que

nous avons détecté une augmentation du niveau rdesipn d’Aktl dans le muscle GRMD,
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probablement liée a un mécanisme compensatoires mae cette sur-expression eétait
visiblement insuffisante pour maintenir un niveaal ghosphorylation normal. L’activation
d’Akt fait intervenir successivement deux mécanisntifférents (phosphorylation a la
membrane plasmique du résidu Thr308 par PDK1 phsphorylation par le complexe
Rictor/mTOR de la Ser473), et il aurait été intéead, afin de confirmer notre hypothese,
d’avoir des informations sur le niveau de phosplatign de la Thr308. Malheureusement, les
anticorps disponibles sur le marché que nous atesié ne reconnaissaient pas la protéine
canine en Western Blot.

Le fait que PTEN puisse étre a 'origine de la défation de la voie PI3K/Akt dans le
muscle GRMD, et que cela puisse avoir des conséggenégatives sur une éventuelle
hypertrophie compensatoire est par ailleurs suppguat la littérature. Il a été monirévitro
gue la sur-expression de SHIP-2 (Src homology 22fS#bmain-containing inositol-5'-
phosphatase 2), une phosphatase qui, comme PTpBNosfghoryle le PtdingRBlero et al,
2007), induisait l'atrophie, alors que la sur-exgsien d'un mutant dominant négatif,
conduisant a une augmentation du niveau de Ptglnstfuisait I'nypertrophie (Rommaedt
al., 2001). La sur-expression de SHIP-2 dans le mulgouris saines était sans effet sur la
taille des fibres, mais la sur-expression de lasphatase dans un modele d’hypertrophie
compensatoire empéchait completement la réponsertingphique, suggérant tres fortement
gu’une réduction de la quantité de PtdisPla membrane plasmique est suffisante pour
bloquer ce phénomene (Bodiekeal, 2001).

7. Autres pathologies associées a PTEN ou a dsaptresphatases

PTEN est le second géne le plus fréquemment déédte le cancer humain (dans prés
de 30% des cas, apres p53) (Pendaied, 2003, Blercet al, 2007, Yin&Shen, 2008). Des
mutations ont par ailleurs été associées a un gralgpmaladies autosomiques dominantes
prédisposant au cancer et regroupées sous le tlRTEN-associated Hamartoma Tumor
Syndromes" ; au diabéte de type 2 et a des maladig®logiques, telles que la maladie de
Parkinson et l'autisme (Liavet al, 1997, Ishiharaet al, 2003, Bleroet al, 2007, Stiles,
2008). C’est la premiere fois qu’'une deérégulatieh mpportée dans le cas d’'une maladie
neuro-musculaire. Les phosphoinositides et les piaiases sont I'objet de recherches
croissantes et des dérégulations ont été assauiéeancer, a la leucémie myéloide aigué, au
diabéte et au syndrome de Lowe (Payrastrealet 2001, Pendaries ail., 2003). La
myotubularine MTM1, une phosphoinositide 3-phospbat est par ailleurs apparue mutée

dans la myopathie myotubulaire (MTM) ou myopathentconucléaire (CNM) liee a I'X
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Figure 1 Représentation schématique des différents modediatd®mn de PTEN a la
membraneA) La phosphorylation de la queue C-terminale madgselomaines de liaison a la membrane,
entrainant un faible taux d'associatioB) La déphosphorylation de la queue favorise l'asgmn a la
membrane, résultant en une augmentation de ladparmolécules de PTEN qui sont liées a la membiarse.

molécules de PTEN phosphorylées et non phosphaergkeissocient de la membrane avec le méme@a

liaison de PTEN a des protéines membranaires passétbs queues cytoplasmiques chargées positivement
comme NEP, résulte en un déplacement des intenacidramoléculaires de la queue et en une expogites
domaines de liaison a la membrai®. la déphopshorylation de la queue expose le damBRiDZ. D'aprés

(Vazquez&Devreotes, 2006).




(XLMTM, pour X-linked MTM) (Tronchere et al, 2003) et hJUMPY, une autre
phosphoinositide 3-phosphatase, s’est révéléena@ttée dans des cas sporadiques de CNM
(Toschet al, 2006).

8. Hypothéses sur l'origine de l'activation de PTéhhs le muscle GRMD
8.1. Taux d’association a la membrane plasmique

Etant donné les conséquences probables de la titiégule PTEN observée dans le
muscle GRMD, il serait intéressant de tenter depremdre son origine. Les mécanismes
régulant la transcription de la phosphatase samiptexes et n’ont pas encore été entierement
élucidés. lIs font intervenir entre autres les asf@s de PPAR(Teresiet al, 2006) et la p53
(Wang et al, 2005). Les mécanismes réegulant la translocatida enembrane, et donc
I'activité, sont en revanche aujourd’hui relativerhébien compris. PTEN comprend un
domaine PDB (Ptdinskbhinding domain) N-terminal, un domaine phosphatasedomaine
C2 (C&*-independent membrane-targeting module) de liaigox lipides, une queue C-
terminale d’'une cinquantaine d’acides aminés etamaine PDZ localisé a I'extrémité C-
terminale (Leslie&Downes, 2002, Bleat al, 2007). La queue C-terminale est nécessaire au
maintien de la stabilité mais elle inhibe dans lénm temps l'activité phosphatase. Les
résidus Ser380, Thr382 et Thr383 sont phosphorgldetat basal, ce qui aboutit & une
conformation “"fermée", stable mais relativementciive, le repliement de la queue
phosphorylée masquant les domaines de liaisom@abrane. L'inaccessibilité du domaine
PDZ en particulier empécherait l'interaction de RTEvec le PAC (PTEN-associated
complex) et son recrutement a la membrane. Cettfoooation permettrait tout de méme le
maintien du Ptdinsfa un niveau basal (expliquant que la perte de PT&Nuise a une
augmentation du PtdingPcomme dans le cancer), mais sans empécher Béiotivd’ Akt
suite a un stimulus. Suite a son activatigia €ntre autres la déphosphorylation de la queue),
PTEN se retrouverait dans une conformation "ouvegte serait intégrée au PAC et donc
recrutée a la membrane. PTEN serait donc phosmerge facon constitutive et une
phosphatase serait responsable de Il'activationtalex d’association avec la membrane
représentant I'étape clé de la régulation. PTENragirait alors directement avec les charges
négatives du PtdIingPvia des résidus basiques du domaine C2, du denphiosphatase et du
domaine PDB. Les charges négatives des sites gigelae C-terminale encore phosphorylés
permettrait par ailleurs une interaction avec desgnes membranaires possédant une queue
cytoplasmique chargée positivement. Enfin, le domaPDZ serait a l'origine d'une

association avec des protéines membranaires posséltls aussi de tels motifs (Figure 1).
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L’interaction de PTEN avec la membrane plasmiqueres dynamique, elle dure seulement
guelgues centaines de millisecondes et concerne doiguement une infime partie des
molécules cytosoligues. Ce laps de temps trés ceamible néanmoins suffisant pour
permettre I'enchainement de plusieurs cycles dajalys et la dégradation de plusieurs
molécules de PtdingPL’activation de PTEN serait d’'ailleurs accompagpér une réduction
de sa demi-vie, permettant d'éviter toute activatiacontrdlée (Vazquezt al, 2000,
Vazquezet al, 2001, Leslie&Downes, 2002, Vazquez&Devreotes, &200azquezet al,
2006). Le role majeur de PTEN, et celui qui nougresse en regard de la voie PI3K/Akt,
prend donc place au niveau de la membrane plaspegjliactivité de la phosphatase semble
principalement régulée par le taux d’associatioetée derniere. L'absence de dystrophine est
associée a un remodelage important de la membrasenigue, ainsi qu’a de nombreux
changements structuraux et conformationnels. llaegip par conséquent possible que
l'activation de PTEN dans les muscles GRMD soitreenautres une conseéquence de
I'instabilité membranaire générée par I'absencelyglgrophine. Le fait que 'activation de la
phosphatase (et la dérégulation conséquente daidaPI3K/Akt) ne soit pas retrouvée dans
les MDC, et le fait qu'une activation d’Akt soit @ontraire observée dans les musches
suggere par ailleurs que la dérégulation de PTENanespondrait pas a une conséquence

primaire de I'absence de dystrophine, mais plutiné&conséquence indirecte.

8.2. Modifications post-traductionnelles (phospftettion)

Il a par ailleurs été montré que GIKPouvait phosphoryler PTEN sur les résidus
Ser362 et Thr366 (suite a la phosphorylation pa QK la Ser370) et que la phosphorylation
de la Thr366 réduisait I'activité, suggérant I'dégisce d’'un rétrocontréle négatif (Al-Khouri
et al, 2005). A linverse, il a également été montrén@aes macrophages) que la PI3K
régulait négativement PTENja une inhibition de la voie RhoA/ROCK, impliquée dda
phosphorylation et I'activation de PTEN (Papakonstat al, 2007). Afin de voir si la
phosphorylation de PTEN était modulée dans le nreu&RMD, deux anticorps phospho-
spécifiqgues ont été testés. L'anticorps anti-PTEBMr870) ne croisait malheureusement pas
chez le chien mais l'anticorps anti-PTEN (Ser38@eamis de mettre en évidence, dans le
muscle GRMD, une augmentation du niveau de phogfaimn. Cette observation, bien que
tres partielle, pourrait indiquer que la sur-expi@s de PTEN dans le muscle GRMD
s’accompagne d'une augmentation du niveau de pbogphion de I'enzyme. Il serait
intéressant d’essayer d’obtenir des informationsles autres sites de phosphorylation, afin

de voir si la sur-expression de PTEN dans le museRMD s’accompagne d'une
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augmentation de la phosphorylation (dans le cadve détro-contrble visant a limiter

I'activité de la phosphatase).

8.3. Reégulation par les caveoles

PTEN contient en plus un site de liaison a la chnéd. et il a été montré dans une
lignée cellulaire de carcinome épidermoide, qutemviLl0% des molécules étaient localisées
au niveau des fractions membranaires enrichies am@otines (CEM, caveolin-enriched
membrane fraction) (Caselit al, 2002). Ce chiffre parait disproportionné par @p@ux
observations de Vazquez précédemment décrites, omdis étude démontre clairement
gu'une partie de PTEN peut étre localisée au nivdas cavéoles. Dans les cellules
musculaires, les cavéoles semblent de plus étréqgnées directement dans la régulation
d’Akt. Il a été montré qu’Akt interagissait avec PKC atypiquel (PKC{) au niveau des
cavéoles, I'insuline réduisant cette interactioca@iduisant a I'activation d’Akt. Le céramide
(un messager secondaire lipidique) s’oppose a aetieation. Il stabilise l'interaction PKE
Akt et active la PK@, qui phosphoryle alors Akt sur la Thr34, inhibéimteraction de son
domaine PH avec le PtdinsR.e céramide semble de plus recruter aussi PTEMNt ainsi
un micro-environnement membranaire a partir dudaedignalisation dépendante d’Akt ne
peut pas avoir lieu (Powedt al, 2003, Foxet al, 2007, Hajductet al, 2008). Une preuve
directe du réle joué par la cavéoline-3 dans laaigation dépendante d’Akt dans les cellules
musculaires a de plus été apportée récemment,piliz@té montré qu’'une sur- comme une
sous-expression de la caveéoline 3 transformaigleat médié par la voie PI3K/Akt en cas de
stress oxydatif d’'un signal de survie en un siglemort (Smythe&Rando, 2006). Enfin, les
cavéoles ont été impliquées dans la signalisatetadvoie ERK et il a été montré que les
cavéolines 1 et 3 pouvaient inhiber directementiNité de MEK1 et ERK2n vitro, la sous-
expression de la cavéoline 1 induisant au contname hyperactivation de la cascade (de
Laurentiiset al, 2007). La membrane plasmique des muscles DM2asctérisée par une
grande variabilité dans la taille et la forme daséwles, et par une augmentation du nombre
de cavéoles et du niveau d’expression de la cav@@li(Bonillaet al, 1988, Repettet al,
1999, Galbiatiet al, 2001). Bien que ces observations aient été fatieg 'homme ou chez
la souris, il est probable, étant donné les lésimésentes chez le chien, que les cavéoles
soient également modulées, ce qui pourrait ava@ratmséquences sur la quantité de PTEN
présente a la membrane plasmique, et donc surcimitég et plus généralement sur la voie
PI3K/Akt.
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9. Perspectives
9.1. Etude comparée d’autres pathologies museslai

Pour obtenir plus d’'informations sur la possiblegioe de la dérégulation de PTEN
dans le muscle GRMD, il pourrait étre intéressamtviir si les observations que nous
rapportons dans le cas de la DMD sont retrouvées déautres pathologies musculaires,
telles que la LGMD1C ou cavéolinopathie, une dydtie musculaire des ceintures due a des
mutations dans le gene de la cavéoline-3 (McNallyal, 1998a, Minettiet al, 1998,
Hagiwaraet al, 2000), dans les sarcoglycanopathies, qui sorg dues mutations dans les
genes codant les différentes isoformes de SG oarertans des modeéles de dystrophies
musculaires qui ne sont dues ni a des mutations tEn génes codant des protéines du
complexe ni a des mutations dans les génes caganavéolines (Vainzat al, 2008).

9.2. Etude de la voie PI3K/Akt dans les biopsiesiaines
L’ensemble de notre travail suggére fortement ¢artivation de PTEN révélée chez
le chien GRMD pourrait avoir des conséquences tesasur le phénotype du muscle
dystrophique. Il faudrait a présent étudier lewtate la phosphatase dans des biopsies de
patients sains et DMD, ainsi que celui des diffi@erenzymes de la voie PI3K/Akt. Comme
nous l'avons déja souligné, il pourrait égalementévéler informatif d’étendre I'étude a la

voie de l'autophagie.

9.3. Inhiber PTEN ou activer Akt

Si I'activation de PTEN est confirmée chez 'hommee perspective a long terme de
cette étude pourrait étre la mise au point d’uitem@ent pharmacologique visant a restaurer
une signalisation normale, voire a permettre laeneis place d’'une signalisation favorisant
I'hypertrophie. Des résultats prometteurs ont dé§@ obtenus a l'aide d’activateurs ou
d’'inhibiteurs des voies MAPK et PI3K/Akt dans ledoa de la DMD ou d’autres pathologies
musculaires. Dans le modele murin de la dystrophiesculaire autosomique dominante
d’Emery-Dreifuss, un traitement avec le PD98059, inimbiteur de MEK1, s’est revéle
capable de retarder le développement de la dibatatu ventricule gauche (Muchat al,
2008). Il a en plus été montré en parallele gu’unigbition de la voie ERK, alliée a une
activation de la voie PI3K/Akt, améliorait la difénciation des myoblastes murins exprimant
une lamine A mutée (Favreat al, 2008). Il a par ailleurs été montré que le Mdglc(Met-
Activating Genetically Improved Chimeric Factor-line protéine synthétique dérivée de

'HGF mais possédant une affinité moindre pour smepteur Met, en activant la voie Akt,
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permettait une amélioration du phénotype dystraphigles souris déficientes enSG
(Cassanoet al, 2008). Concernant la DMD, un traitement avec ‘dimakinib mesilate
(Gleevet), un inhibiteur des tyrosine kinases et de I'atdiprofibrogénique du TGB; s'est
révélé capable d’améliorer le phénotype de somdx entrainées (Cerri et al., 2007,
communication au XXXVI Annual Meeting of the Braaih Society for Biochemistry and
Molecular Biology). Une activation de ERK pourraitfin avoir des effets bénéfiques dans la
DMD (mis a part son role déja évoqué dans I'hygtire compensatoire) en activant le géne
de l'utrophine (Gyrd-Hanseet al, 2002).

La recherche sur les inhibiteurs de PTEN se sotdsfassentiellement dans le cadre
du diabéte de type 2, caractérisé par une résestariinsuline et ou une inhibition de la
phosphatase serait souhaitable. Une petite moléchikitrice spécifique, le VO-OHpic (3-
hydroxypicolinate vanadium (IV) complex), a été eléppée recemment (Rosivatz, 2007).
PTEN ne semblant pas activée dans les myotubeglteme; méme a un stade trés différencié,
il faudrait envisager de tester les inhibiteurs fdanes isolées. Cependant, dans le cas ou une
inhibition de PTEN serait par la suite envisagéezdis patients DMD, les effets tumorigenes
indésirables d’un tel traitement seraient a crantine étude récente a élaboré une hypothése
selon laquelle le ciblage de la sous-populatioP@EN responsable de la signalisation dans
la voie de linsuline pourrait permettre d’envisagen traitement n'ayant pas d'effets
tumorigénes. Cette étude portait sur I'inhibitiom ITEN dans le cadre du diabéte, mais la
compréhension croissante de la régulation de PTatdsd supposer que des traitements

inhibiteurs pourraient un jour étre utilisés enrépée (Wangé&Jiang, 2008).

10. Conclusion

En conclusion, suite a la mise en évidence d’utena profonde des deux branches
de la voie PI3K/Akt dans le muscle GRMD, nous avpasiémontrer qu’une activation de la
phosphatase PTEN en était a l'origine. Il est foabable que cette dérégulation empéche ou
limite fortement I'hypertrophie compensatoire démsnuscle canin et aggrave fortement les
conséquences de I'absence de dystrophine. Trosp@eaives majeures se dégagent de cette
étude : 1) I'étude du statut de PTEN et de la Y&K/Akt dans les biopsies DMD, 2) I'étude
d’autres modéles de dystrophie musculaire, pouetatiélucider les mécanismes a l'origine
de la dérégulation de PTEN et 3) si I'atteinte &R se confirme dans les biopsies DMD, la

recherche d’inhibiteurs permettant d’'induire urgnalisation activant I'hypertrophie.
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PTEN deregulates Akt in GRMD muscle

Abstract

Duchenne Muscular Dystrophy (DMD) is the most comnmand severe form of
muscular dystrophy, and although the genetic bafsibe disease is well defined, the overall
mechanisms defining the pathogenesis remain ohsélierations in individual signaling
pathways have been described but little informati®ravailable regarding their putative
implication in DMD pathogenesis. Here, we studigd status of various major signaling
pathways in the Golden Retriever Muscular Dystrof®RMD) dog, that specifically
reproduces the full spectrum of human pathologyngantibody array, we found that Akt1,
glycogen synthase kinas@-JGSK3), 70-kDa ribosomal protein S6 kinase (p70S6K),
extracellular signal-regulated kinases 1/2 (ERK1{2}& and p38 kinases all exhibited
decreased phosphorylation in 4-month-old GRMD neysavealing a deep alteration of the
phosphatidyl inositol 3-kinase (PI3K)/Akt and MAPBathways. Immunohistochemistry
analysis revealed the presence of muscle fibertbigxiy a cytosolic accumulation of Aktl,
GSK3 and phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphate 3gphatase (PTEN), an enzyme
counteracting PI3K-mediated Akt activation. Enzyimatssays established that these
alterations in phosphorylation and expression Eware associated with decreased Akt and
increased GSKBand PTEN activity. PTEN/GSKRBpositive fibers were also observed in 3-
and 36-month-old GRMD muscle sections, indicatmmgtterm PI3K/Akt pathway alteration.
Collectively, our data suggest that PTEN increasqaression and activity plays a central role
in PISK/AK/GSK3 and p70S6K subpathways modulation, which couldcestmte the

consequences of dystrophin deficiency.

Introduction
Duchenne muscular dystrophy (DMD) is an X-linkecumenuscular disorder that
affects 1 newborn boy in 3500. This recessive dises caused by mutations in the

dystrophin gene, resulting in total lack of the tpio '

, and is characterized by severe
degeneration of muscle fibers, progressive pamlgad death. Dystrophin is located under
the sarcolemma of muscle fibers, and is associatiéld a complex comprising several
integral, peripheral membrane and cytoplasmic prste the dystrophin-glycoprotein
complex, or DGC"". By providing a strong physical link between ttytoskeleton network
and the extracellular matrix, the DGC ensures thegrity of skeletal muscle fibers. In the
absence of dystrophin, the complex is destabileedi this integrity is lost & However, the

impaired structural role of the DGC alone may netsofficient to account for the massive
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degenerative process observed in DMD muscles. Nuumseiobservations suggest that
signaling pathway alterations may also participatBMD pathogenesis.

Dystrophin and various DGC proteins have been dsirated to interact with a
number of signaling proteins, including growth tacteceptor-bound protein 2 (Grb2)
neuronal nitric oxide synthase (nNO'S) calmodulin?, focal adhesion kinase (FAK} and
caveolin-3** Moreover, studies of the X chromosome-linked migcdystrophy fidy)
mouse *® revealed modulations in mitogen-activated protkinase (MAPK) signaling
cascades, as dystrophic animals exhibited increpsedphorylation of extracellular signal-
regulated kinases 1 and 2 (ERK1#2)®and c-jun N-terminal kinases 1 and 2 (JNKTf2,
and decreased phosphorylation of p38&Also, the phosphatidyl inositol 3-kinase (PI3K}tA
signaling pathway has been shown to be affectédemdxmouse, with increased synthesis
and phosphorylation of AKRE =

In addition to the limited information related toet origin of signal perturbations in
dystrophic muscle, almost no information is avddalbegarding signaling pathways in
clinically relevant animal models or human tissaenples®. It is noteworthy that thendx
mouse model of DMD is characterized by successagederation/regeneration processes and
does not exhibit the progressive muscle wasting aocumulation of connective tissue
observed during the development of the human dis€48 The Golden Retriever Muscular
Dystrophy (GRMD) dog, characterized by rapidly pesgive clinical dysfunction, severe
muscle weakness, and abundant fiber necrosis agspl disease progression that is far more
similar to human DM %8

In this study, we used antibody arrays to assesglitbal phosphorylation status of
key proteins of the PI3K/Akt and MAPK signaling baiays in skeletal muscles of 4-month-
old healthy and GRMD dogs. Our data indicated #idi, GSK3 and p70S6K, as well as
ERK1/2 and p38 andy kinases all displayed a decreased phosphorylé&tiel in GRMD
muscle. Western immunoblot, immunohistochemistrglysis and enzymatic assays allowed
us to confirm these results and demonstrated hiegtwere associated with a reduction in Akt
activity and with enhanced GSEB®xpression anc activity. Analysis of key enzynmaslved
in Akt regulation revealed that phosphatidylinolsBg},5-trisphosphate 3-phosphatase
(PTEN) was present at a much higher level and wae @mctive in GRMD muscle. Moreover,
immunohistochemistry analysis showed that all th8K@3-positive fibers observed in
GRMD muscle sections exhibited a strong cytosdieeling of PTEN, suggesting that the
accumulation of the phosphatase could play a derdla in PI3K/Akt signaling pathway
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deregulation. The observation of PTEN/G$K3ositive fibers in muscle sections from 3- and
36-month-old GRMD dogs further demonstrated thatlibe early and late stages of the
disease share dysregulation of the pathway. Coledgt our findings highly suggest that
alterations in PTENXist in GRMD muscle, which leads to long-term alee&p modulation of

the PI3K/Akt signaling pathway.

Materials and Methods
Antibodies

Mouse monoclonal antibodies anti-Aktl (dilution dsér western immunoblot
analysis: 1:2,000) and anti-PTEN (1:500) were fr8fd PharMingen (San Diego, CA).
Mouse monoclonal antibodies anti-caveolin-3 (1:28)0anti-GSK$B (1:1,000), anti-p70S6K
(1:1,000) and anti-PP2A catalyti@ (1:5,000) were from BD Transduction Laboratories
(Lexington, KY). Rabbit polyclonal antibodies aptiospho-Akt (Ser473; 1:250), anti-
phospho-GSK (Ser9; 1:50), anti-phospho-p70S6K (Thr421/Ser4R400), anti-phospho-
PDK1 (Ser241; 1:250) and anti-LDHA (1:750) were fbm Cell Signaling Technology
(Beverly, MA). Rabbit polyclonal antibody anti-hoste H2AX (1:750) was from Bethyl
Laboratories Inc. (Montgomery, TX). A mouse mAbigBAPDH (1: 5,000) from Santa Cruz
Biotechnology (Santa Cruz, CA) was used as annatereference. The anti-Aktl, anti-
GSK33, a rabbit monoclonal anti-phospho-Akt (Ser473)abbit polyclonal anti-phospho-
p70S6K (Thr389) and a rabbit monoclonal anti-PTENibedies from Cell Signaling
Technology were also used for immunohistochemisatmglysis at dilutions of 1:50; 1:50;
1:10; 1:10 and 1:10, respectively. Goat polycloaati-mouse and anti-rabbit secondary
antibodies (IgG) conjugated to Alexa Fluor® 6801L(,000), as well as anti-rabbit and anti-
mouse IgG conjugated to Alexa Fluor® 488 (1:300yemeom Molecular Probes (Eugene,
OR). Mouse monoclonal anti-Aktl and anti-PP2A ardies from Upstate Biotechnology
(Lake Placid, NY) were also used for immunopreaeifpin tests.

Animals

The animals came from a GRMD dog-breeding colongidished in France. Affected
dogs were identified during the first days of Ilig polymerase chain reaction genotyping
using appropriate oligonucleotide primers and imatustochemical localization of
dystrophin®®. The dogs were housed and cared for at the BaighGenter for Gene Therapy

of the National Veterinary School of Nantes. Protecomplied with the principles outlined
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in the French National Institute for Agronomic Ra®d (INRA) Guide for the care and use

of laboratory animals in biological experimentation

Muscles

GRMD dogs and healthy littermates were sacrificeg ibtravenous sodium
pentobarbital administration, and the muscles wereoved immediately after euthanasia.
The Vastus lateralisand Biceps brachiimuscles were removed from two healthy and two
GRMD dogs aged of 4 months. Each muscle biopsy egaslly divided, with one sample
used for protein extraction (samples were immebjidtezen in liquid nitrogen and stored at -
80°C until processing), and the other one for imatustochemical observation. Thastus
lateralis muscle was also removed from 3- and 36-month-dRMG dogs and used for
immunohistochemistry analysis.

For protein analysis, the frozen muscles were tldawe lysis buffer containing
phosphatase inhibitor cocktails 1 and 2, and psata@ahibitor cocktail (purchased from
Sigma) at 1:100 and 1:200, respectively. Lysis éruff (R&D Systems, Minneapolis, MN)
and Nonidet-P40 lysis buffer (1% Nonidet-P40, 20 mis-HCI pH 8.0, 137 mM NacCl, 10%
glycerol, and 2 mM EDTA) were used for the antibadicroarray assays and the western
immunoblot analysis, respectively. Fibrotic andcded portions of the biopsies were
carefully removed manually, under a binocular nmscape. The proteins were extracted from
muscle samples using a Tissue-Lyser (Qiagen, Cmaetd, France) under the optimum
conditions established during preliminary experitsefypically, 200 mg of muscle samples
were suspended in 1 mL lysis buffer, and treatedguthe Tissue-Lyser at 30 Hz, with a 3
mm stainless steel bead, for 15 minutes at 4°C.

For the immunohistochemistry and histopathologeaalysis, the sectioned blocks
were embedded in Tissue-Tek 0.C.T. compound (Sdkunetek, Torrance, CA), and frozen
in isopentane cooled with liquid nitrogen. Transearastus lateralignuscle cryosections (8
pum) were prepared using a Leica CM 3050S cryostat. ilmmunofluorescent labeling,
muscle sections were permeabilized by incubatingBi$ (pH 7.4) containing 0.2% Tween-
20 (except for PTEN: 0.3% Triton X-100) at room fErature for 5 minutes, blocked with
10% goat serum in PBS containing 0.2% Tween-20g@xtor PTEN: 0.1% Triton X-100)
for 30 minutes and then incubated in blocking solutat 4°C overnight with primary
antibodies anti-GSK3 anti-Aktl, anti-phospho-Akt (Ser473), anti-phosgiv0S6K
(Thr389) or anti-PTEN. After washing with PBS, themples were incubated with goat anti-
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rabbit or anti-mouse antibodies labeled with Alekmor] 488 for 1 hour, at room
temperature. After washing again with PBS, theisestwere counterstained with a 1:1,000
dilution of iodide (642/661)-monomeric cyanine reiclacid stains (TO-PRO-3) (Invitrogen
Life Technologies, CA) to stain the nuclei, and eeslipped with Mowiol medium
(Calbiochem, CA). Secondary antibodies alone wexeduas negative controls in parallel
assays. Hematoxylin & eosin (H&E) and alizarin staining were performed as per standard
histological protocols.

Laser confocal imaging

All immunolabeled sections were scanned serially\ai blue 488 nm argon ion laser
(to detect the Alexa Fluar 488 signal from the labeled proteins) and withed 633 nm
helium neon laser (to detect TO-PRO-3-labeled myalsing the C1 inverted Nikon TE-2000
laser scanning confocal microscope (Nikon, Champidimance). Each image was recorded
in a separate channel (the green channel for pytand the blue channel for TO-PRO-3) and

analyzed to determine the kinases and phosphatabesllular location.

Subcellular fractionation of proteins

Proteins were fractionated with a ProteoExtfasubcellular proteome extraction kit
purchased from EMD Biosciences (San Diego, CA)ntf of flash-frozerivastus lateralis
muscle from 4-month-old healthy and GRMD dogs weeefully minced with scissors, and
the protein fractions were extracted according lie Supplier's protocol. Phosphatase
inhibitor cocktails 1 and 2 (1:100) and proteadahitor cocktail (1:200) were added to the
buffers used to obtain subcellular cytosolic, meambr and nuclear protein fractions. The
protein concentration was determined using a detérgompatible colorimetric assay (DC
protein Assay kit, Biorad, Hercules, CA). The puat the fractions was verified using anti-
LDHA (cytosolic marker), anti-caveolin-3 (plasma mmarane marker) and anti-histone
H2AX (nuclear marker) antibodies.

Western immunoblot analysis

Total proteins or subcellular fraction proteins ragted from healthy and GRMD
muscles were separated by SDS-PAGE and transféored Protran BA83 nitrocellulose
membrane (Whatman, Maidstone, UK) by electro-bigttiwith a Mini Trans-Blot cell

(BioRad). A Ponceau-red staining was used to vehi&y the lanes were equally loaded (data
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not shown). The membranes were blocked with PB$agung 0.1% Tween-20, 2.5% BSA
at room temperature for 1 hour, and incubated \lig corresponding antibody in PBS
containing 0.1% Tween-20, 1% BSA for 2 hours. Afiewashes in PBS, the membranes
were incubated with secondary goat anti-mouse tirabbit IgG labeled with Alexa Fluar
680 (1:10,000) in PBS containing 0.1% Tween-20,BSA for 1 hour. The membranes were
washed, and the fluorescence emitted by the proiias was monitored using the Odyssey
Infrared Imaging system (Li-COR Biosciences, Lim;dNE). The signal intensity (pixel.mim

%) was quantified using the Odyssey Application Bafe Version 1.1 (LI-COR Biosciences).
For total extracts, preliminary immunoblot analysias performed on separate biopsies (4
samples dissected from distinct parts of the mustle difference was observed in the
protein yield of the different biopsies and protektracts were usually pooled, and analyzed
in a single sample. The values were normalized vegipect to the reference GAPDH and the
average value was calculated from at least 3 exgeris. Quantitative evaluation of the
fluorescent intensity of the protein bands was qgenéd using statEL software (Excel,

Microsoft).

Kinase activity assays

Healthy and GRMDVastus lateralisnuscles were lysed in modified RIPA lysis buffer
(150 mM NaCl, 50 mM Tris-HCI pH 7.4, 1% Nonidet-R4D% glycerol, 1ImM EDTA)
containing phosphatase and protease inhibitordeidrconcentration was determined using
the bicinchoninic acid method and 50 of total proteins were precleared with 3D of
Protein G Sepharose 4 Fast Flow beads (GE Headthd#t) for 2 hours at 4°C. Lysates were
incubated with 519 of anti-Aktl or 2.5ug of anti-GSK3 antibody overnight at 4°C under
gentle agitation and immune complexes were immuwpitated with 3QuL of Protein G
Sepharose beads for 4 hours at 4°C. Immobilizedptexas were washed twice with lysis
buffer and twice with a specific buffer: ADB kinasssay buffer (100 mM MOPS pH 7.2,
125 mM B-glycerol phosphate, 25 mM EGTA, 5 mM sodium orilwoadate and 5 mM
dithiothreitol) for the Akt assay and cold kinassay buffer (25 mM HEPES pH 7.4, 10 mM
MgCl, and 1 mM DTT) for the GSKB assay. Kinase reactions were performed for 30
minutes at 30°C in the presence of 10 WEPJATP. For the Akt kinase activity assay, 10
pL of ADB buffer, 10 uM of PKA inhibitor peptide, 100uM of Akt/SGK peptide
(RPRAATF) (immunoprecipitation phosphatase assamflJpstate Biotechnology), 15M
of ATP and 20 mM of MgGlwere added, for a total volume of g0. For the GSKB assay,
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10 uM of ATP and a GSKR specific peptide substrate (YRRAAVPPSPSLSRHSSPHQpS
Upstate Biotechnology) were added, for a total nwuof 30uL. Tubes were centrifugated
for 1 minute and the reaction supernatants werdeatedd and spotted onto P81
phosphocellulose cation-exchange paper. Papers fwaky washed 3 times in 0.75%
phosphoric acid, for a total time of 45 minutesised 5 minutes in acetone, air-dried and

counted in a liquid scintillation counter.

PTEN activity assay

Healthy and GRMDVastus lateralisnuscles were lysed in modified RIPA lysis buffer
containing protease inhibitors. Total extracts waegified by centrifugation at 100,000 g for
40 minutes and supernatants were dessalted onZORDlUmMN. Phospholipid vesicles (PLV)
were prepared using 10@M of di(C8)-Pi(3,4,5)P3 (Echelon Biosciences, InSalt Lake
City, UT) and 0.5 mM of phosphatidyl-serine (Signma20 mM HEPES, pH 7.4 and 1 mM
EGTA by a sonication of 1 hour at 4°C. The lipidophhatase assay was performed by
incubating 10uL of supernatant with 1QL of PLV and 10uL of buffer (100 mM Tris-HCI
pH 8.0 and 10 mM DTT) for 15 minutes at 37°C ammpped by the addition of 1Q@L of
Malachite Green Reagent (Echelon Biosciences). O&5@ nm was read after 15 minutes of

color development at room temperature.

PP2A activity assay

PP2A activity was evaluated in healthy and GRMa&stus lateralisnuscles by using
an immunoprecipitation phosphatase assay from pstaiotechnology. In brief,
immunoprecipitates of PP2A were obtained by indnigathe muscle extracts with g of
anti-PP2A C subunit antibody and the activity wasagsed by the dephosphorylation of a
preferred PP2A substrate phosphopetid®pTIRR; Upstate Biotechnology).

Antibody arrays

A human phospho-MAPK array kit (R&D Systems) wasediso evaluate the
phosphorylation of 19 protein kinases involved imjon signaling pathways in skeletal
muscle from healthy and GRMD dogs. Protein sequéoceology between human and dog
was preliminary controlled by determining the idgnscore of the different kinases and the
antibody cross-reactivity was validated by westenmunoblot (data not shown). Capture

antibodies directed against pan-epitopes of theesponding proteins are immobilized on a
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nitrocellulose membrane (2 spots of each antibodyd, after binding of both
unphosphorylated and phosphorylated kinases, ther l@re detected thanks to a cocktail of
phospho-site specific antibodies (seehtp://www.rndsystems.com/pdf/ARY002.pdbr a

complete list of capture antibodies and recogneasphorylation sites).

Binding assays were performed following the Supjsienstructions with minor
modifications. The membranes were blocked for Irlad@0°C, and then incubated overnight
at 4°C with 30Qug of total proteins. The membranes were washea timees for 10 minutes
and then incubated with the detection antibody takckor 2 hours at 20°C. After washing,
the membranes were incubated with streptavidindradish peroxidase for 30 minutes and
the chemiluminescent signal was recorded on KodanBx MR film (Eastman Kodak,
Rochester, NY). Films were scanned, and the spag@s were analyzed using GenePix Pro
4.0 software (Axon Instruments, Union city, CA).

The assays were conducted in duplicate, using tiepskes removed from two
different dogs, and similar results were obtain&dackground value was determined for
each array, using negative controls and empty gpadgioned in clear areas. This average
background signal was subtracted from each spobtmalize the values obtained. A ratio of
signal intensity (GRMD/healthy) was calculated éach of the four replicates (two duplicates
per assay), and transformed into a log value (2asé\ cut-off value was determined by
ANOVA analysis at the 95% confidence level (p<0.0%4). Statistically significant
variations in the fluorescence signals determineminf the spots are shown on the

corresponding histograms.

Results
Profiling protein kinase phosphorylation in dog skéetal muscle

In order to obtain a global overview of the modigas$ that could impact the
PI3K/Akt and MAPK (ERK, JNK and p38) signaling patiys in GRMD muscle, standard
antibody array technology was used. A phospho-MA&Kibody array was applied to
compare the phosphorylation profile of 19 differpntein kinases in skeletal muscle from 4-
month-old healthy and GRMD dogs (Figure 1A). Amahg 15 spots that could be analyzed,
7 corresponded to kinases exhibiting a phosphaoyldéevel statistically reduced in GRMD
muscle (Figure 1B). Aktl and the direct and indird&t targets GSKB and p70S6K all
exhibited a reduced phosphorylation level in GRMDsuie, revealing that the PI3K/Akt
pathway was severely affected. Also, two of thee¢hMAPK pathways appeared to be
modulated in GRMD muscle, as a reduced phosphargldével was demonstrated for both
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ERK1 and ERK2 (confirmed by western immunoblot ekpent, data not shown), and @38
andy kinases. Collectively, these results showed tHRWMG skeletal muscle displayed a deep

remodeling of various major cell signaling pathways

Decreased phosphorylation and perturbed localizatio of Akt in GRMD muscle

Antibody array analysis revealed an important deleggn of the PI3K/Akt signaling
pathway in GRMD skeletal muscle, with notably augtbn in Aktl phosphorylation level.
Western immunoblot experiments showed a marke@aser in total Aktl proteins in GRMD
muscle (Figure 2A). Immunofluoresence analysis aaethat the Aktl labeling was slight in
healthy skeletal muscle whereas GRMD muscle wasactexized by the presence of many
Aktl-expressing fibers exhibiting a cytosolic lahgl and dispersed throughout the muscle
tissue section. Some of these Aktl-positive fibeggularly observed in cluster (Figure 2A,
asterisk), were defined by a very intense labeilcative of a massive accumulation of the
kinase. In order to determine how Akt phosphorglativas altered at the subcellular level,
compartment-specific fractions were prepared fraalthy and GRMD skeletal muscles and
analyzed by western immunoblot. In healthy dog neygzthosphorylated Akt was not visible
in the cytosolic fraction but was found to be corcated in the membrane and nuclear
compartments (Figure 2B). In GRMD muscle, phospladveg Akt was neither detected in the
cytosolic fraction and a dramatic reduction in #mount of the protein was showed within
both the membrane and nuclear fractions. Inmunofsmence analysis revealed the presence
of phosphorylated Akt in the nucleus and membranbealthy muscle fibers (Figure 2C)
whereas in GRMD muscle section, phosphorylated puditive nuclei appeared less
numerous and were characterized by a less intabséirlg. Using a kinase activity assay, we
also demonstrated that the reduced presence oppbigdated Akt in GRMD skeletal muscle
was associated with a large decrease in its agtavst the kinase was found to be almost twice
less active than in healthy counterpart (Figure. Z2I®) explore whether the alteration of the
phosphorylated form of Akt was maintained duringsouwlar dystrophy progression, an
immunolabeling was carried out on skeletal musdetisns from 3- and 36-month-old
GRMD dogs. At these two ages, dystrophic musclerfibivere characterized by either an
absence of labeling or by a slight signal, sugggst persistant dysregulation of Akt in
GRMD muscle (Supplemental Figure 1A-Fhip://ajp.amjpathol.org/




PTEN deregulates Akt in GRMD muscle

GSK3B and p70S6K phosphorylation is reduced in GRMD musde

We next wanted to determine the consequences oéthueed Akt activity detected in
GRMD muscle on the expression and phosphorylataitepy of GSKB and p70S6K. First,
western immunoblot experiments confirmed the pneviantibody array results revealing that
the phosphorylation of GS3was lower in GRMD muscle than in healthy countdrpa
(Figure 3A). Subsequently, we observed that GBk$nthesis was enhanced in GRMD
muscle, suggesting a greater elevation of the rasghorylated and active form of the
kinase (Figure 3B). Subcellular fractionation expents revealed that GSR3vas present in
the healthy cytosolic, membrane and nuclear frastigigure 3C). In GRMD muscle, GSK3
was also observed in these three compartments ilutaw increased amount. To determine
the muscle tissue location of G§K3dmmunolabeling directed against the kinase waseth
out. It revealed that, while any healthy fibers evdound to express GSR3 numerous
GRMD muscle fibers were GSIR3positive and exhibited a cytosolic labeling (Fig8D).
Some of these fibers were characterized by a wvetgnse labeling, suggesting a large
cytosolic accumulation of the kinase. Using alimaed staining to detect pathological levels
of calcium characteristic of pre-necrotic or neirdibers, and visualized by an intense red
staining (Figure 3E, asterisk), we found that GB®sitive GRMD fibers (Figure 3E, arrow
and arrowhead) did not correspond to calcified rBbeAdditionally, histological analysis
based on H&E staining showed that some of the @Sitive fibers displayed centrally
located nuclei characteristic of regenerated fil§Ergure 3E, arrowhead). This indicates that
GSK33 overexpression concerns mature fibers as well anigyeuyotubes. Above all, the
enhanced expression of GSKand its reduced phosphorylation in GRMD muscle ewer
associated with a 2-fold increase in its kinasesigt(Figure 3F).

Western immunoblot experiments also confirmed g¥iS6K phosphorylation level
was notably lower in the GRMD muscle extract thanhe healthy one, yet the level of total
proteins remained similar between the two condgi@figure 4A). Confocal analysis of the
phosphorylated p70S6K immunolabeling revealed thatprotein was present in nearly all
the nuclei of the healthy muscle fibers whereagrigsence was limited to a few nuclei in the
GRMD fibers (Figure 4B).

Collectively, these results demonstrated that bibin PISK/AK/GSK3 and the
PI3K/Akt/mammalian target of rapamycin (mTOR)/p78S@athways were significantly
impacted by the reduced activity of Akt detecte@GRMD muscle.

10
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Increased PTEN expression and activity in GRMD mude

In order to understand the mechanisms that affédt phosphorylation in GRMD
muscle, three enzymes known to modulate Akt siggalivere analyzed: PDK1, which
phosphorylates Akt, and PP2A and PTEN, which dgphaylates Akt and the lipid product
PiPs, respectively. Western immunoblot experiments aéack that the active phosphorylated
form of PDK1 was elevated in GRMD muscle (Figure) 5%hich could not account for the
reduction detected in Akt phosphorylation level.eTéxpression level of PP2A was also
slightly increased but the enzyme assay did naaksany difference in its activity (Figures
5A and 5B). Interestingly, the amount of the PTENogphatase was highly elevated in
GRMD muscle, with a 4.5-fold increase when compa@dealthy muscle (Figure 5C).
Moreover, a notable increase in PTEN activity whsesved in the GRMD muscle extract
(Figure 5D). Immunolabeling directed against PTHMNwed that healthy muscle fibers
displayed a weak expression of the phosphatasecaterearly all the GRMD muscle fibers
were PTEN-positive (Figure 5E). These fibers exhibieither a strong labeling dispersed in
whole cytosol, and evocating an important phosgeateccumulation (Figure 5E, arrow), or
only an intense sub-sarcolemmal labeling (Figure &fEowhead). In order to determine
whether this PTEN altered expression was speafithé age of 4-months or if it could be
observed during the GRMD disease progression, H&ihiag and PTEN-immunolabeling
were carried out on serial muscle tissue sectiooms f3-, 4- and 36-month-old GRMD dogs.
An immunohistochemistry was also performed in parab the downstream-located kinase
GSK33. 3-month-old GRMD dog muscles, in which the moilphgecal features of muscular
dystrophy were yet very few, with only heterogepeif fiber diameter, occasional fibers
containing central nuclei and focal inflammatoryicé€Figure 6A), already displayed a large
number of PTEN-positive fibers randomly dispersedhe section (Figure 6B, arrowhead).
Noteworthy, it appeared that these PTEN-positiier8 were all GSK3positive (Figure 6C,
arrow), demonstrating that PTEN alteration contiesuo deregulate the PI3K/Akt signaling
pathway. Moreover, these observations highly sugbes the signaling pathway deregulation
is present precociously in the dystrophic contewben the primitive histological muscle
abnormalities are identified. In 4-month-old GRMDgdmuscles, that were characterized by
high fiber size variation, individual necrosis fibe centrally nucleated fibers and fibrosis
(Figure 6D), PTEN/GSKB3-positivefibers were also found (Figures 6E and 6F, arrGgy
mainly had a small diameter (Figures 6D, 6E ande®ipty arrowhead) or displayed central

nuclei indicative of a stage of muscle regenerafieigures 6D, 6E and 6F, thick arrow).

11
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Also, some PTEN/GSHKBpositive fibers corresponded to fibers undergoing phagocsitos
(Figure 6D, 6E and 6F, round). Finally, 36-montd-&RMD dog muscles, that displayed
areas of extensive endomysial fibrosis typicallgoasated with marked fiber atrophy and
massive infiltration of inflammatory cells (FiguréG), were characterized by a large
proportion of fibers expressing both PTEN and GBS KR&gure 6H and 61, arrow). As this age
point defined by exhausted myogenic regeneratidential, several PTEN/GSK3positive
fibers were identified as necrotic fibers charaetat by pale homogeneous cytoplasm and
variable invading macrophages (Figures 6G, 6H andoéind), which could indicate that
PTEN/GSK3 up-regulation defines muscle fibers that have exdated damages and that
are intended to degenerate. Of interest, the fepetigophic fibers that were still present in
the section were PTEN and GYkBegative(Figure 6H and 61, square). The immunolabeling
directed against the phosphorylated form of Aktfqrened in parallel on serial muscle
sections co-labeled with PTEN and G$Kat 3, 4 and 36 months revealed that
PTEN/GSK3®-positive fibers were defined by a faint phospha-signal, whatever the stage
of the disease (see Supplemental Figure htigt//ajp.amjpathol.or/ All together, these

results showed that an increased PTEN expressigiseimr muscle fibers during the
progression of the GRMD disease and precised thBNPAk/GSK33 alteration could not be

attributed to a feature of regeneration or a comsece of inflammatory changes.

Discussion

Recent studies have indicated that DMD is assatiatéh alterations in signal
transduction pathways that may influence the musicnotype "% %3 Nevertheless, these
studies have generally focused on one protein rdttam assessing the global changes that
may precipitate or exacerbate the pathology. Magahey have been mainly performed in
themdxmouse, a model that most likely will exhibit specspecific changes that may not be
reflected in the course of the human disease. Hezeapplied antibody array technology to
compare the phosphorylation profile of proteinsnfrthe PI3K/Akt and MAPK signaling
pathways between skeletal muscles from healthy GR#MD dogs, that correspond to the
only clinically relevant animal model for DMD. Fahe first time, we showed that Aktl,
GSK3 and p70S6K, along with ERK1/2 and @3hd y kinases, exhibited reduced
phosphorylation in GRMD muscle, revealing that sgdinaling function is largely altered in
the DMD context. Given the importance of the PI3KIAignaling pathway for regulating

muscle mas&>>3 we chose to focus our analysis on the cascadermiige proteins involved

12
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in its regulation. Subcellular fractionation andnmmohistochemistry experiments revealed
that the reduced phosphorylation level of Akt in MR muscle, as initially detected by the
antibody array method, was the result of a dramdicrease in the amount of the
phosphorylated isoform in the membranes and nuclgssg a kinase activity assay, we
showed that this was associated with a severe a@®erén its activity. Akt directly
phosphorylates GSKBat Ser9, thereby repressing its activityand catalysessia mTOR,
p70S6K phosphorylation and activatitin®>>®(see Figure 7 for a schematic representation of
the signaling pathway). The enhanced GBla8tivity and reduced p70S6K phosphorylation
detected in GRMD muscle are thus coherent withrédection in its activity. Three enzymes
involved in its regulation were then analyzed. V¢edted changes in phosphorylated PDK1
and total PP2A levels but that could not accoumttfe perturbations observed. Indeed,
subsequently to the generation of phosphatidyltob8i,4,5-triphosphate (PiPby the PI3K
kinase®, Akt is recruited to the plasma membrane and phmsgated by PDKTP. Thereby,
the increased level of the phosphorylated (andupnebly active) form of PDK1 detected in
GRMD muscle should normally have led to enhanced gikosphorylation and activity.
PP2A dephosphorylates Akt and p70S6K downstrearthén cascadé’ but, even if its
expression was slighty increased in GRMD muscleghrange was detected in its activity. In
contrast, we revealed enhanced expression anditpatifvthe PTEN phosphatase. PTEN
opposes PI3K action by dephosphorylatingsPiPand the increased activity detected in
GRMD muscle would presumably lead to a decreaseel l&f the phosphoinositide, which
should limit the recruitment and activation of Akee Figure 7). This hypothesis is strongly
supported by the observation that the fibers thatimulated GSKB in GRMD muscle were
the same fibers that had greatly elevated PTEN.leve

The PI3K/Akt/GSK® and PI3K/Akt/mTOR/p70S6K pathways have been inapid
in the regulation of skeletal muscle mass. Akt/mT8&nals were found to be upregulated
during hypertrophy and downregulated during atrophg the activation of Akt or p70S6K
(or inactivation of GSKp) appeared to be sufficient to induce hypertrophy.rédaer, in
addition to acting as an inductive cue for hypeairng activation of the Akt/mTOR pathway
could also prevent muscle atropimyvivo 3 3% 3“3 Furthermore, it has been shoimnvitro
that the overexpression of Src homology 2 (SH2) @lorcontaining inositol-5’-phosphatase
2 (SHIP-2), which, like PTEN, decreases PiRvel, led to atrophy whereas the
overexpression of a dominant negative mutant, whictreases P level, induced

hypertrophy®2. The overexpression of SHIP-2 in healthy mice rfeubad no effect on fiber
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size but the overexpression of the phosphatase nmo@el of compensatory hypertrophy
completely blocked the hypertrophy respofdit is thereby likely that the overexpression
and increased activity of PTEN detected in GRMD deigby decreasing Akt activity and
p70S6K phosphorylation, and by activating GBK&ould prevent compensatory muscle
hypertrophy.

In dystrophin-deficientmdx mice, in which an hypertrophic response is seen, a
activation of Akt has been reported in hindlimblek& muscles at both the pre-necrotic, peak
necrotic and hypertrophic stages of the diseas #\this was surprisingly associated with a
decrease in phosphorylated G®KRvel %. Intriguingly, Akt has also been shown to be
activated in the diaphragm muscle at both the pratic and necrotic stages, in association
with increased GSKBand mTOR phosphorylatioff, suggesting that the activation of the
kinase inmdx mice would not depend on the muscle phenotype, (necrotic for the
diaphragm muscle or hypertrophic for hindlimb skalenuscles). Thendx mouse and the
GRMD dog develop completely different answers te #ibsence of dystrophin and the
discrepancies in the observations concerning Akbsphorylation status underline the
necessity of studying signaling pathway modulafio@n animal model that closely mimics
the human disease. An activation of Akt has beparted in the muscle of two patients (aged
of 8 months and 3 years), suggesting that a comapatysmechanism could exist in young
DMD boys?®. However, as a single study exists, with only bimpsies studied, these results
need further confirmation. Moreover, the activity Akt as well as the status of the
downstream GSK3and p70S6K kinases have not already been assessed.

The question that raises next is what, at the tirak level, could explain the
enhanced expression and activity of PTEN deteate@GRMD muscle. PTEN activity is
largely restricted to the plasma membrane. Undemabconditions, the phosphatase is in a
constrained conformation that would permit to mamtPiR at a basal level but would not
prevent stimulus-induced activation of the PI3K/Adathway*® *° Moreover, a fraction of
the molecules seems to be localized in caveolifcked membrane (CEM) fractiol& The
absence of dystrophin is associated with multipéssqppa membrane rehandling, along with
structural and conformational changes, among whielcan mention the large variability of
caveolae size, shape or numB&#. It thereby appears possible that the alteratioREN
detected in GRMD muscle could be a consequencleeofmembrane instability generated by
the absence of dystrophin. Considering the imgastderegulation on the PI3K/Akt pathway,
and the putative consequences on the compensatpeyttophic response that muscles could
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eventually develop, the question of its precisgiarand the demonstration of its link with the
lack of dystrophin appear of great interest. PTENhe second most frequently deleted gene
in human cancer® and mutations have been associated with Cowdesasks(a cancer
predisposition syndrome}. Mutations of PTEN have also been associated witle 2
diabetes” but this is the first time that a deregulatiomeported in a neuromuscular disease.
The status of the phosphatase should now be cigrefwdamined inmdx mice and DMD
patients. It would also be interesting to see wérethe observations made in the GRMD dog
can be seen in other muscular dystrophies (dueutatrmans in genes coding for caveolins,
like limb-girdle muscular dystrophy LGMD-1sC >*or in genes coding for some component
of the DGC complex) or if they are restricted to DM

Taken together, our present results establish ithateased PTEN activity is a
signature of muscular dystrophy pathogenesis irfGiR&D dog. This elevation leads to long-
term and deep PI3K/Akt signaling pathway alteratiovhich could limit compensatory
hypertrophy and exacerbate muscle degeneration.
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Figure 2
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Figure 3
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Figure 4

phospho-p70S6K

PTEN deregulates Akt in GRMD muscle

phospho-p70S6K p70S6K

H GRMD H GRMD
- - _——

GAPDH

H GRMD H GRMD

e - E—

100+

Relative Value (%)

phospho-p70S6K p70S6K
O Healthy m GRMD

Healthy

22



PTEN deregulates Akt in GRMD muscle

Figure 5
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Figure 6
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Figure 7
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Supplemental Figure 1
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Figure legends

Figure 1. Antibody array analysis revealed PI3K/Akt and MAFRsignaling pathway
modulation in GRMD skeletal muscle.

A: Healthy and GRMD muscle extracts from 4-month-dlshs were incubated with two
antibody arrays. Phosphorylated kinases were agtdblanks to a cocktail of phospho-site
specific biotinylated antibodies, via streptavidhRP and chemiluminescence. The position
of the antibodies (double spots for each antibadigtive to the relevant protein kinases is
shown. 1. Positive control; 2. ERK1 (right) and ERKeft); 3. JNK pan (bottom, right),
JNK1 (top, right), INK2 (top, middle) and JNK3 (ideft); 4. p3& (top, left), p3® (bottom,
right) and p38 (top, right); 5. GSK@&/[ (right) and GSKB (left); 6. p70S6K and 7. Akt pan
(bottom, left), Aktl (top, right) and Akt2 (bottomight). B: Quantification of the antibody
array data. The spots chemiluminescence signaisitfewas analyzed using Genepix Pro 4.0
software. The normalized spot intensity was deteechi by subtracting the averaged
background signal from the spots correspondingaith ekinase. A ratio of signal intensity
(GRMD/healthy) was calculated, and log transfornfledse2). The graph was constructed
from two independent assays and error bars showstidwedard error of the mean. The
numbers under the graph refer to Figure 1A. A dweafue was determined by ANOVA

analysis at 95% confidence level (p<0.05). * - digantly different from healthy muscle.

Figure 2. Akt exhibited increased expression, decreased pblooglation, perturbed
localization and reduced activity in GRMD skeletalscle.

A: Western immunoblot analysis of Akt expression kelstal muscle from 4-month-old
healthy (H) and GRMD dogs. Total proteins (1§ were migrated with SDS-PAGE and the
blotted proteins were incubated with anti-Aktl botly. The anti-GAPDH mAb was used to
detect the corresponding control protein. Signalrewanalyzed by densitometry and
guantified using the Odyssey Application Softwarersion 1.1. Immunohistochemical
analysis for Aktl was performed on transverse @gbsns from 4-month-old healthy and
GRMD dogs. Nuclear Aktl immunolabeling was obseriretiealthy muscle fibers whereas
strong Aktl immunolabeling was observed in the sgtoof small GRMD muscle fibers
(green fluorescent staining). Nuclear counterstgris shown in blue. Scale bar — ffh.

B: Western immunoblot analysis of Akt phosphorylatitevel. Subcellular (cytosol,
membranes and nucleus) protein fractions |{@p were migrated with SDS-PAGE and the

blotted proteins were incubated with anti-phosph-ASer473), anti-LDHA (cytosolic
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marker), anti-caveolin-3 (plasma membrane markad)anti-histone H2AX (nucleus marker)
antibodiesC: Immunohistochemical analysis for phosphorylated (Ser473) showed strong
fluorescent labeling of the nucleus and membranthénhealthy muscle, and a fall in the
intensity of the phosphorylated Akt immunolabelimgthe GRMD one (green fluorescent
staining). Scale bar — 50m. D: Akt activity assay revealed that the kinase wasoat twice
less active in the GRMD muscle than in the heatthg. The histogram represents the relative
level of Akt kinase activity in healthy and GRMDiabextracts. The mean variation between
the healthy and the GRMD muscle was calculatedtia@dRMD value was represented as a
percentage of the healthy level taken as 100%. Significantly different from healthy
muscle (p<0.02).

Figure 3. Decreased phosphorylation of G§KB GRMD skeletal muscle was associated
with an increase in expression and enzymatic agtivi

A and B: Total extracts (75.g) obtained from healthy and GRMD skeletal musgles
month-old dogs) were migrated with SDS-PAGE. Thettbtl proteins were incubated with
anti-phospho-GSK3 (Ser9) A) or anti-GSK3® (B) antibody. The anti-GAPDH mAb was
used as a loading contr@. Subcellular (cytosol, membranes and nucleus) prdtactions
(10 pg) obtained from healthy and GRMD skeletal musc&enmigrated with SDS-PAGE
and the blotted proteins were incubated with arf8K33 antibody.D: Immunohistochemical
analysis revealed weak cytosolic labeling of GBKAB healthy muscle fibers, and strong
cytosolic immunolabeling in GRMD muscle fibers (gnefluorescent staining). Nuclear
counterstaining is shown in blue. Scale bar uB0 E: Calcium-sensitive dye alizarin red
failed to stain any GSKBpositive fibers (arrow and arrowhead). An alizarad-positive
fiber is shown (*). H&E staining revealed classipathological changes of DMD including
fiber size variation, fiber splitting and centralateation in skeletal limb muscle. Some of the
GSK3B3-positive fibers were centro-nucleated (arrowhekd)GSK33 activity assay revealed
that the kinase was more than twice more activ€ RMD muscle. For further details, see

Fig. 2D. *** - significantly different from healthynuscle (p<0.002).

Figure 4. Decreased p70S6K phosphorylation in GRMD muscle eanfirmed by western
immunoblot and immunohistochemistry analysis.

A: Representative immunoblot of phosphorylated p7088i421/Ser424) and total p70S6K
in total extracts (73g) from healthy and GRMD skeletaluscles (4-month-old dogs). The
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decreased phosphorylation of p70S6K detected bgrilibody array analysis was confirmed.
This was not accompanied by any change in the ipr@epression level. The histogram
represents the relative level of phosphorylated #otdl p70S6K in healthy and GRMD
extracts. The mean variation between the healtldythe GRMD muscle (normalized with
GAPDH) was calculated and the GRMD value was repes] as a percentage of the healthy
level taken as 100%. * - significantly differentoifn healthy muscle (p<0.05).
B: Immunohistochemical analysis of phosphorylatedS&6#0 (Thr389). Whereas all nuclei
were labeled within the healthy fibers, only a fl@R®MD nuclei exhibited a signal.

Figure 5. Increased PTEN expression and activity in GRMOetké muscle.

A: Total extracts (7%g) from healthy and GRMD skeletal muscles (4-mavithdogs) were
analyzed by immunoblotting and probed with antilesdto phospho-PDK1 (Ser241) and
PP2A. The anti-GAPDH mAb was used as a loading robntRelative levels of
phosphorylated PDK1 and total PP2A in healthy aRiMB muscles are shown on the graph.
* - significantly different from healthy muscle *0<05, ***p<0.002.B: Phosphatase activity
assay revealed no change in PP2A activity. Fohéurtletails, see Fig. 2[0.: Representative
immunoblot of PTEN in total extracts ({®) from healthy and GRMD skeletaluscle (4-
month-old dogs). The anti-GAPDH mAb was used agfarence. Relative levels of total
PTEN in healthy and GRMD muscles are shown on tlaplg ** - significantly different
from healthy muscle (p<0.02p: Phosphatase activity assay revealed a signifioanéase in
PTEN activity. ** - significantly different from redthy muscle (p<0.02). For further details,
see Fig. 2DE: Immunohistochemical analysis of PTEN confirmed ithirease detected by
western immunoblot. Most of the GRMD fibers exhgbita PTEN immunolabeling
demonstrating sub-sarcolemmal accumulation (arradher dispersed localization in all the

cytoplasm (arrow).

Figure 6. PTEN-positive fibers displaying GSR3accumulation were observed at different
stages of the disease.

H&E staining and double immunolabeling specifid@®EN and GSKf were carried out on
serial skeletal muscle sections from &; B and C), 4- O, E and F and 36-month-oldG,

H and I) GRMD dogs. It revealed that GRMD muscle contaiRGEN-positive fibers early,
when the first characteristic histological lesi@ssociated with the disease appeared, and that
the presence of dispersed PTEN-positive fibers wammtained during the progression of the
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disease. In 36-month-old dog muscle, that was cheniaed by the presence of extensive
endomysial fibrosis and atrophic fibers, the praparof PTEN-positive fibers seemed to be
increased. Importantly, it appeared in the three pgints examined that all the G3k3
positive fibers also displayedlevated labeling for the upstream phosphatase PTEN
Arrowhead: PTEN-positive fiber; arrow: PTEN/GSkpositive fiber; empty arrowhead:
small PTEN/GSKB-positive fiber; thick arrow: centrally nucleatetbdr; round: necrotic

fibers; square: hypertrophic PTEN/GSk8&egative fiber.

Figure 7. Schematic diagram of signaling in the PI3K/Akt lpady and deregulations
detected in GRMD skeletal muscle.

Proteins shown in red, green and yellow indicatgetesed, increased and unchanged level of
expression or activity of these enzymes in GRMDhealthy muscle, respectively. As PP2A
phosphatase activity was not statistically moddateGRMD muscle, the protein is shown in
yellow. The deregulations detected in GRMD skeletakcle could lead to decreased protein

synthesis and block compensatory hypertrophy.

Supplemental Figure 1.The phosphorylated form of Akt was faintly deteciadGRMD
muscle whatever the stage of the disease.

H&E staining @, B and C) and immunolabeling directed against phosphorgi#tkt (D, E
and F), PTEN G, H and I) and GSKB (J, K and L) were performed on serial skeletal
muscle sections from 3-, 4- and 36-month-old GRMbgd They revealed that the
phosphorylated form of Akt was barely detected wheat the stage studied. Scale bar, 50 um.
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Etude des voies de signalisation MAPK et PI3K/Akt dns deux modéles animaux de la
dystrophie musculaire de Duchenne : la souriswdx et le chien GRMD

Bien que l'origine de la dystrophie musculaire decBenne soit connue, des
mutations dans le géne DMD aboutissant a l'absateedystrophine, les mécanismes
globaux définissant la pathogénie ne sont toujopas élucidés. L’implication d’un
déreglement des voies de signalisation a été s@ggérnous souhaitions utiliser la
technologie des puces a anticorps pour obtenirvigien globale des modulations affectant
les voies MAPK et PI3K/Akt dans le muscle dystraptd. Aprés une premiere étude chez la
souris mdx, les travaux ont été poursuivis sur tedéhe du chien GRMD qui, de part sa
physio-pathologie extrémement proche de celle ldenfme, nous paraissait plus adapté. La
comparaison du profil de phosphorylation de 19 $&sadans les muscles sain et GRMD
révéle que Aktl, ses cibles directes et indireG&8K3 et p70S6K, ainsi que les MAPK
ERK1/2, p3® et p3& présentent toutes une phosphorylation réduite amaiscle GRMD.
Les tests d’activité enzymatique montrent que fautéde phosphorylation des kinases de la
voie PI3K/Akt détecté est associé a une activitiuité pour Akt et augmentée pour GFK3
(corrélé par une sur-expression de la kinase). &@griences de western blot et des tests
enzymatiques révelent une augmentation de I'exjpresst de I'activité de la phosphatase
PTEN, alors que les expériences de double marguagenologique montrent la présence
dans le muscle GRMD de fibres PTEN/G$K3ositives et ce, a plusieurs stades.
L’ensemble de ces travaux suggére que l'activatierPTEN dans le muscle dystrophique
pourrait empécher I'hypertrophie compensatoire legpar la voie PI3K/Akt et aggraver les
conséquences de I'absence de dystrophine.

Mots-clés: dystrophie musculaire de Duchenne, voies de sgptan, chien GRMD, souris
mdx puces a anticorps, Akt, PTEN, ERK

Study of the MAPK and PI3K/Akt signaling pathways in two animal models of
Duchenne muscular dystrophy : themdx mouse and the GRMD dog

Although the origin of Duchenne muscular dystroptiyknown, mutations in the
DMD gene leading to the absence of dystrophin, glebal mechanisms defining the
pathogenesis are not yet understood. The implicaifesignaling pathway deregulation has
been suggested and we wanted to take advantafje ahtibody array technology to obtain a
global overview of the modulations affecting the R and PI3K/Akt pathways in
dystrophic muscle. After a first study in the mdruse model, the work has been carried out
in the GRMD dog that, thanks to its pathophysiolagtremely close to that of human
patients, appeared more pertinent to this studye &bmparison of the phosphorylation
profile of 19 different kinases between healthy &RMD skeletal muscles reveale that
Aktl, its direct and indirect targets GSKand p70S6K, along with the MAPK ERK1/2,
p38 and p3§, all exhibit a reduced phosphorylation level in 3R muscle. Enzymatic
assays show that the phosphorylation defect ofPti3&/Akt pathway kinases detected in
GRMD muscle is associated with decreased Akt aackased GSK3 activity (corroborated
by an over-expression of the kinase). Western inohlat experiments and enzymatic assays
reveal increased expression and activity of the MNTPhosphatase, whereas
immunohistochemcal double staining experiments sliosv presence in GRMD muscle
sections of PTEN/GSKBpositive fibers, and this at different stages ltd tlisease. Taken
together, these results suggest that PTEN activatialystrophic muscle could prevent the
compensatory hypertrophy response that is reguldétedthe PI3K/Akt pathway, and
exacerbate the consequences of the absence alyistr

Key words : Duchenne muscular dystrophy, signaling pathw@RMD dog,mdx mouse,
antibody array, Akt, PTEN, ERK



