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> La dystrophie musculaire oculopharyngée est
une des maladies en rapport avec des expan-
sions pathologiques de triplets nucléotidiques.
Sa physiopathologie est encore imparfaitement
connue méme sila présence d’agrégats au niveau
des noyaux de la fibre musculaire semble jouer
un role déterminant. Les travaux fondamentaux
présentés ici permettent de mieux comprendre
leur composition et leur role délétere. Autant
d’éléments qui pourraient déboucher sur des
voies thérapeutiques nouvelles. <

La dystrophie musculaire oculopharyngée

La dystrophie musculaire oculopharyngée (DMOP)
est une maladie génétique rare caractérisée par une
expansion de triplets nucléotidiques. €n France, sa pré-
valence est estimée a 1/100000 alors qu’elle est beau-
coup plus élevée ailleurs du fait d’effets fondateurs
comme dans la population du Québec (1/1000) et dans
la communauté juive-ouzbéke originaire de Boukhara
et ayant migré en Israél (1/600). La DMOP est due a une
expansion excessive de 11 a 18 triplets GCN (codant des
alanines) située dans le premier exon du géne PABPNI
codant la poly(4)-binding protein nuclear 1 (Figure 1A)
[1]. PABPNI est un facteur de polyadénylation ubiqui-
taire [2]. Uexpansion anormale d’alanines dans le géne
PABPNI conduit a I'apparition d’agrégats protéiques
tubulofilamenteux dans les noyaux des muscles des
patients atteints de DMOP [3,4] (Figure 1B). Clinique-
ment, les patients concernés par la DMOP présentent
une faiblesse des muscles releveurs de la paupiére
supérieure conduisant & une chute des paupiéres (pto-
sis), un déficit des muscles pharyngés conduisant & des
troubles de la déglutition (dysphagie), et une faiblesse
progressive des muscles des membres proximaux [1].
La DMOP est une maladie autosomique dominante et la
plupart des patients sont hétérozygotes. Les patients
homozygotes sont eux plus sévérement touchés et les
patients hétérozygotes pour un allele de grande taille
(plus de 13 GCN) présentent généralement des symp-
témes plus précoces et plus séveres [5].
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De nombreuses études ont émis I’hypothése d’un rdle délétére des
agrégats nucléaires qui seraient responsables de plusieurs types de
perturbations tels que le dysfonctionnement du systéeme ubiquitine-
protéasome [6,7], 'altération de I’épissage des ARN messagers
(ARNm) [8], I'apoptose [9] et le stress du réticulum endoplasmique
[10]. De plus, il a été démontré que la réduction des agrégats
nucléaires améliorerait le phénotype dans les modéles cellulaires et
animaux de la DMOP [6,9-14]. Une approche thérapeutique promet-
teuse ciblant les agrégats via 'autophagie a déja fait I'objet d’un
essai clinique de phase Il a base d’injections intraveineuses de tré-
halose [15]. Malgré tous ces éléments encourageants, la contribution
exacte de ces agrégats nucléaires a la maladie humaine reste peu
claire. €n effet, une étude récente chez la drosophile a mis en évidence
une absence de corrélation entre le phénotype musculaire et I’agré-
gation de PABPN1 [16]. De plus, certaines caractéristiques patholo-
giques observées dans la DMOP telles que I’altération de la fonction
mitochondriale sont a priori a ce jour sans relation directe avec les
agrégats de PABPN1 [17].

Caractérisation des agrégats nucléaires dans la DMOP

Dans ce contexte, et afin de mieux caractériser les agrégats intranu-
cléaires de PABPN1 dans la DMOP, notre équipe a récemment mené une
vaste étude [18] permettant la constitution et "analyse d’une grande
cohorte de 90 biopsies musculaires issues de 73 patients DMOP de

13



14

10 alanines
A
CONTROLE ATG (GCG), (GCA); GCG GGG GCT GCG...
OPMD ATG (GCG), (GCN) s (GCA); GCG GGG GCT GCG...

v
11-18 alanines

PABPN1, Noyaux, Dystrophine

Figure 1. A. Expansion d’alanines dans le géne PABPN1. B. Agrégats nucléaires dans les muscles de patients DMOP.
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génotypes et d’dges différents, et ce grace a une collaboration inter-
nationale. Nous avons montré que I’dge et le génotype influencent les
agrégats protéiques : le pourcentage de noyaux des fibres musculaires
(ou myonuclei) contenant des agrégats PABPN1 augmente avec I’dge ;
la protéine chaperonne HSP70 colocalise plus fréqguemment avec les
agrégats PABPN1 ayant une plus grande expansion de polyalanines.
Nous savons depuis plusieurs années que les agrégats présents dans
la DMOP sont de véritables complexes ribonucléoprotéiques contenant
entre autres les protéines PRMT1 et HSP70 [19], de I'ubiquitine [20],
et des ARNm [21]. Dans cette nouvelle étude, nous avons identifié
des nouveaux composants des agrégats PABPNI a savoir : la chape-
ronne principale du réticulum endoplasmique GRP78/BiP, la protéine
ribosomale RPL24, et la protéine de I’autophagie p62 (ou SQSTMI,
séquestome 1) (Figure 24). Nous avons également observé que les
myonuclei contenant des agrégats sont plus gros que ceux sans agré-
gats. Une proportion similaire d’agrégats est observée dans les dif-
férents muscles a "exception du muscle pharyngé qui présente moins
d’agrégats. Nous faisons I"hypothese que cette faible proportion est
due a la perte des fibres musculaires dans ces muscles pharyngés : le
niveau d’expression de la protéine PAPBN1 dans ces muscles est parti-
culierement faible par rapport aux autres muscles et autres tissus. Ce
niveau faible combiné a ’accumulation d’agrégats qui séquestrent et
donc dépléetent le PABPN1 fonctionnel a I'intérieur de la fibre muscu-
laire entrainent une dégénérescence de cette derniere. Pour confirmer
cette hypothése et étudier le statut des agrégats de PABPN1 dans une
fibre en régénération, nous avons généré un modele de xénogreffe de
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muscle humain permettant de greffer des échantillons
de biopsies de muscles humains DMOP dans le membre
postérieur d’une souris immunodéficiente. Les fibres
musculaires DMOP humaines commencent par dégénérer
puis, quelques mois aprés la xénogreffe, régénerent. Les
agrégats PABPNL s’y reforment rapidement mais a un
niveau moins élevé par rapport a la biopsie musculaire
initiale. 'ensemble de nos données obtenues sur des
biopsies musculaires provenant de patients atteints de
DMOP (augmentation avec I’dge, séquestration de pro-
téines essentielles) va dans le sens du modéle proposé
par Apponi et al. [22] dans lequel les agrégats auraient
un rdle toxique (en partie par séquestration) condui-
sant a une perte progressive de fonction (Figure 2B).
Ce modele expliquerait pourquoi la DMOP est une dys-
trophie musculaire d’apparition tardive affectant un
ensemble bien spécifique de muscles qui sont caracté-
risés par leurs faibles niveaux d’expression de PABPNL.

Le stress du réticulum endoplasmique : une piste
thérapeutique ?

Plus de quarante ans aprés la premiere description des
agrégats nucléaires [4], vingt ans aprés I'identification
de la cause génétique [1], et malgré "accumulation
des connaissances, il n’existe toujours pas, a ce jour, de
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Figure 3. A. Séquestration de la chaperonne GRP78/BIP dans un agrégat nucléaire de PABPN1. B. Schéma du stress du réticulum endoplasmique.

traitement curatif pour la DMOP. Plusieurs approches cellulaires [23],
géniques [24-26] et pharmacologiques [10,27] sont en cours d’étude a
des stades pré-clinique et clinique. Aujourd’hui encore, cependant, les
seules thérapies proposées aux patients sont des traitements sympto-
matiques destinés a améliorer la déglutition telle que la chirurgie par
myotomie ou la dilatation cricopharyngée [28]. Ces interventions ont
toutefois une efficacité limitée dans le temps. Lidentification de nou-
velles cibles thérapeutiques porteuses d’avenir est donc indispensable.
Comme la protéine chaperonne Hsp70, la protéine GRP78/BIP est
séquestrée dans les agrégats nucléaires de PABPN1 [18] (Figure 3A).
GRP78 est la chaperonne principale du réticulum endoplasmique (RE)
ol elle se lie aux peptides nouvellement synthétisés et transloqués
dans le RE pour les stabiliser et permettre I"acquisition de leur confor-
mation [29]. Dans certaines conditions pathologiques telles que le
cancer, GRP78 peut se délocaliser du RE et étre retrouvé dans d’autres
compartiments cellulaires [30]. On ne sait pas si la délocalisation de
GRP78 en dehors du RE pourrait minorer la quantité de GRP78 présente
dans le RE ou affecter la capacité de conformation du RE.

De maniere intéressante, GRP78 est un acteur clé de la réponse aux
protéines mal-conformées (ou UPR pour Unfolded Protein Response)
(Figure 3B) [31]. €n effet, & I’homéostasie, une proportion du GRP78
est fixée sur les trois protéines transmembranaires du réticulum : IREL,
PERK et ATF6. Divers stress cellulaires (redox, calcique) ou condi-
tions physiopathologiques (vieillissement, maladie) peuvent rompre
I’lhoméostasie protéique (protéostase) et conduire & I'accumulation de
protéines mal-conformées dans la lumiere du RE. €n réaction, la fraction
de GRP78 fixée aux trois senseurs transmembranaires du RE se détache
pour augmenter la capacité de conformation de ce dernier. Ceci entraine
Iactivation des trois voies de signalisation qui composent 'UPR; les
protéines IREL, PERK et ATF6 vont conduire a diverses adaptations
visant a rétablir la protéostase du RE : arrét de la traduction protéique,
synthese de chaperonnes, dégradation des protéines mal-conformées
etc. La délocalisation de la protéine GRP78 en dehors du RE pourrait
ainsi impacter, chez les patients DMOP, la capacité du RE a répondre a
un stress du RE. Nous avons montré I’existence d’un stress réticulaire
chronique dans les muscles de la souris Al7, modeéle murin de la DMOP
[10]. De plus, un traitement au guanabenz acétate, via I'amélioration
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de la réponse UPR [32], réduit les agrégats nucléaires
et améliore le phénotype et la fonction musculaire des
souris A17 [10]. A ce jour, I'existence d’un stress réticu-
laire ou la pertinence d’une telle stratégie thérapeutique
chez ’homme reste a démontrer. Le RE est le siege de
la conformation des protéines résidentes du RE et des
protéines de la voie sécrétoire. A ce titre, le RE participe
a la protéostase cellulaire globale. Celle-ci implique de
nombreux acteurs (protéines chaperonnes, modifications
post-traductionnelles) et systémes de régulation (sys-
témes autophagie-lysosome et ubiquitine-protéasome)
qui sont décrits comme étant dérégulés dans les muscles
des patients DMOP [6,7,33]. Ainsi, le développement et
P'utilisation de drogues pouvant pallier simultanément
les différentes défaillances de la protéostase pourraient
s’avérer €tre une stratégie thérapeutique de premier plan
dans la DMOP. ¢

SUMMARY

Oculopharyngeal muscular dystrophy (OPMD) is one of
the diseases related to pathological expansions of tri-
nucleotides. Its pathogenesis remains unclear although
the presence of aggregates within the nuclei of the
muscle fiber seems to play an important role. The basic
research studies presented here help understand their
composition and their deleterious role. These elements
may result in new therapeutic avenues. ¢
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