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Préambule	  
	  
	  

La	  question	  que	  je	  me	  suis	   le	  plus	  souvent	  posée	  dans	  ma	  vie	  et	  qui	  m’a	  toujours	  paru	  

essentielle	  est	  de	  savoir	  «	  comment	  marchent	  les	  choses	  ?».	  Etant	  attirée	  par	  la	  biologie,	  

j’ai	  donc	   tout	  naturellement	  choisi	   la	  physiologie	  pour	  répondre	  à	  cette	  question,	  et	   la	  

physiologie	  cardiaque	  en	  particulier.	  

Après	  avoir	  étudié	  (un	  petit	  peu)	  le	  système	  Rénine-‐Angiotensine-‐Aldostérone	  dans	  un	  

modèle	  de	  cardiopathie	  lors	  de	  stages,	  l’étude	  d’une	  cardiomyopathie	  liée	  à	  la	  mutation	  

des	   protéines	   lamines	   A/C,	   m’a	   paru	   plus	   «	  simple	  »	   au	   départ…	   Je	   connaissais	   à	  

l’évidence	   bien	  mal	   ces	   protéines	   et	   leurs	   rôles	   éminemment	  multiples	   et	   complexes	  !	  

Maintenant	   que	   j’ai	   découvert	   la	   biologie	   du	   noyau	   et	   des	   lamines,	   la	   question	   du	  

«	  comment	   ça	  marche	  »	   est	   bien	   loin	   d‘être	   satisfaite,	   tant	   les	   choses	   à	   explorer	   sont	  

nombreuses…	  

Dans	  cet	  esprit	  de	  décortiquer	  les	  mécanismes,	  j’ai	  choisi	  de	  rédiger	  l’introduction	  de	  ce	  

mémoire	  en	  suivant	  le	  cheminement	  des	  questions	  que	  je	  me	  suis	  posée	  sur	  la	  structure,	  

les	  rôles	  et	  les	  dysfonctionnements	  des	  lamines	  A/C.	  Pour	  la	  partie	  des	  résultats	  de	  mes	  

travaux,	   j’ai	   choisi	   de	   les	   présenter	   sous	   forme	   de	   trois	   «	  chapitres	  »	   comportant	   une	  

section	   problématique	   établissant	   la	   question	   de	   base,	   une	   section	  méthodes	   d’étude	  

présentant	   globalement	   les	   approches	   que	   nous	   avons	   adoptées	   pour	   répondre	   à	   la	  

question	   posée,	   une	   section	   résultats	   et	   enfin	   une	   section	   discussion	   analysant	   les	  

données	   recueillies.	   Enfin,	   dans	   la	   partie	   «	  discussion	   générale	  »,	   l’ensemble	   des	  

résultats	   que	   j’ai	   acquis	   pendant	   ma	   thèse	   sont	   remis	   en	   perspective	   avec	   les	  

connaissances	  actuelles	  de	  la	  littérature.	  

J’ai	   volontairement	   choisi	   de	   ne	   pas	   surcharger	   chaque	   «	   chapitre	  »	   avec	   une	   section	  

Méthodes	  trop	  approfondie,	  les	  méthodes	  sont	  donc	  détaillées	  à	  la	  fin	  du	  mémoire.	  
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INTRODUCTION	  
	  

L’existence	  d’un	  compartiment	  nucléaire	  isolant	  le	  matériel	  génétique	  est	  le	  propre	  des	  

cellules	  eucaryotes.	  Bien	  plus	  qu’un	  «	  sac	  »	  contenant	  et	  protégeant	  le	  génome,	  le	  noyau	  

est	  composé	  de	  très	  nombreux	  acteurs	  protéiques	  et	  ribonucléiques	  qui	  remplissent	  des	  

fonctions	   complexes	   telles	   que	   l’organisation	   et	   la	   régulation	   de	   l’expression	   de	   ce	  

génome,	  la	  transmission	  de	  signaux	  mécaniques	  et	  chimiques	  de	  tous	  les	  compartiments	  

cellulaires	  pour	  adapter	  la	  réponse	  de	  la	  cellule	  à	  son	  environnement.	  Dans	  ce	  contexte,	  

l’enveloppe	  nucléaire	  constitue	  une	  interface	  active	  et	  primordiale.	  

	  

I-‐	  L’enveloppe	  nucléaire	  
	  

L’enveloppe	  nucléaire	  est	  composée	  de	  trois	  «	  compartiments	  »	  principaux	  :	  	  

1) une	   double	   membrane,	   la	   membrane	   externe	   est	   en	   continuité	   avec	   celle	   du	  

réticulum	   endoplasmique	   et	   la	   membrane	   interne	   est	   en	   contact	   avec	   le	  

nucléoplasme.	   Elles	   définissent	   l’espace	   intermembranaire	   d’environ	   30-‐50	   nm	  

de	   largeur	   et	   se	   rejoignent	   au	  niveau	  des	  pores	  nucléaires,	   où	   elles	   fusionnent.	  

Dans	  ces	  deux	  membranes	  sont	  enchâssées	  de	  nombreuses	  protéines	   intégrales	  

(50	   à	   100	   protéines	   ont	   été	   identifiées	   (Schirmer	   et	   al,	   2003))	   qui	   jouent	  

notamment	   des	   rôles	   importants	   dans	   les	   liens	   entre	   nucléosquelette	   et	  

cytosquelette.	  Certaines	  de	  ces	  protéines	  font	  partie	  du	  complexe	  LINC	  (LInker	  of	  

Nucleus	  and	  Cytoskeletal	  complex).	  	  	  

2) les	   complexes	   des	   pores	   nucléaires,	   formés	   d’un	   complexe	   macromoléculaire	  

d’environ	   112	   MDa	   enchâssés	   dans	   les	   membranes	   internes	   et	   externes,	  

constituent	   la	   seule	   communication	  entre	   le	  nucléoplasme	  et	   le	   cytoplasme	  des	  

cellules	  eucaryotes	  (Hoelz	  et	  al,	  2011).	  Ils	  sont	  répartis	  de	  façon	  homogène	  dans	  

l’enveloppe	   et	   régulent	  notamment	   le	   trafic	  des	  protéines	   et	   des	  ARN	  entre	   les	  

deux	  compartiments.	  

3) la	   lamina	   nucléaire	   tapisse	   la	   membrane	   nucléaire	   interne.	   Elle	   est	   constituée	  

d’un	   réseau	   fibreux	   de	   protéines	   de	   la	   famille	   des	   filaments	   intermédiaires	   de	  
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type	  V	  :	  les	  lamines.	  Il	  existe	  deux	  types	  de	  lamines,	  les	  lamines	  de	  type	  A	  et	  celles	  

de	  type	  B.	  	  	  

	  

Bien	   loin	   d’être	   «	  inerte	  »,	   l’enveloppe	   nucléaire	   est	   une	   interface	   fonctionnelle	  

essentielle,	  siège	  de	  nombreux	  processus	  biologiques.	  	  

	  

II-‐	  Les	  lamines	  de	  type	  A	  ou	  lamines	  A/C	  
	  

1-‐Structure	  du	  gène	  et	  des	  protéines	  	  
	  

1-‐1	  Le	  gène	  LMNA	  
	  

Les	  études	  phylogéniques	  montrent	  que	  les	  filaments	  intermédiaires	  sont	  présents	  chez	  

tous	  les	  métazoaires.	  Les	  lamines	  appartiennent	  à	  la	  famille	  des	  filaments	  intermédiaires	  

nucléaires,	  ou	  type	  V	  (Aebi	  et	  al,	  1986).	  

Dans	  les	  cellules	  de	  mammifères,	  il	  existe	  deux	  types	  de	  lamines	  :	  les	  Lamines	  de	  type	  A	  

et	   les	   lamines	   de	   type	   B.	   Les	   lamines	   de	   type	   B	   sont	   codées	   par	   deux	   gènes	   distincts	  

LMNB1	  (Lin	  &	  Worman,	  1995)	  et	  LMNB2	  (Hoger	  et	  al,	  1990)	  situés	  respectivement	  en	  

5q.23.3-‐q.31.1	  et	  en	  19p13.3.	  Elles	  sont	  exprimées	  à	  tous	  les	  stades	  du	  développement	  

et	  sont	  indispensables	  à	  la	  vie	  (Kim	  et	  al,	  2011).	  

Les	   lamines	   de	   type	   A,	   elles,	   sont	   codées	   par	   le	   gène	   LMNA	   et	   sont	   exprimées	   plus	  

tardivement	   dans	   le	   développement	   (voir	   plus	   loin).	   Le	   gène	   LMNA,	   composé	   de	   12	  

exons,	   est	   localisé	   en	   position	   1q21.2-‐q21.3	   (Lin	   &	   Worman,	   1993).	   Par	   épissage	  

alternatif,	   il	   produit	   quatre	   transcrits.	   Les	   lamines	   A	   et	   C	   sont	   les	   deux	   isoformes	  

majeures	  (Lin	  &	  Worman,	  1993),	  tandis	  que	  la	  lamine	  AΔ10	  (Machiels	  et	  al,	  1996)	  et	  la	  

lamine	  C2	   (Alsheimer	  &	  Benavente,	   1996	  ;	   Furukawa	  et	   al,	   1994)	   sont	  minoritaires	   et	  

spécifiquement	   exprimées	  dans	  une	   lignée	   tumorale	   et	   dans	   la	   lignée	   germinale	  mâle,	  

respectivement.	  Le	  site	  d’épissage	  alternatif	  différenciant	  la	   lamine	  C	  de	  la	   lamine	  A	  se	  

situe	   dans	   l’exon	   10.	   La	   partie	   du	   gène	   codant	   spécifiquement	   pour	   la	   lamine	   A	  

correspond	  aux	  90	  premières	  paires	  de	  bases	  de	  l’exon	  10,	  suivies	  des	  exons	  11	  et	  12.	  La	  

lamine	  C	  contient,	  elle,	  toute	  la	  séquence	  de	  l’exon	  10	  (Lin	  &	  Worman,	  1993)	  (Figure	  1).	  

La	  lamine	  A	  et	  C	  sont	  composées	  de	  646	  et	  572	  acides	  aminés,	  respectivement.	  	  

	  



 16 

	  

	  
 

1-‐2	  Maturation	  de	  la	  prélamine	  A	  
	  

Une	  des	  particularités	  de	  la	  lamine	  A	  est	  qu’elle	  est	  produite	  sous	  forme	  de	  précurseur,	  

la	  prélamine	  A	  qui	  est	  ensuite	  maturée	  pour	  donner	  la	  lamine	  A	  mature.	  La	  prélamine	  A,	  

comme	  les	  lamines	  de	  type	  B,	  contient	  un	  motif	  de	  prénylation	  et	  plus	  spécifiquement	  de	  

farnésylation,	   le	   domaine	   «	   CaaX	   »	   (où	   C	   est	   une	   cystéine,	   a	   est	   un	   acide	   aminé	  

aliphatique	  et	  X	  correspond	  à	  n’importe	  quel	  acide	  aminé),	  situé	  dans	  sa	  partie	  carboxy-‐

terminale	   (Navarro	   et	   al,	   2006).	   La	   présence	   de	   ce	  motif	   initie	   une	   série	   d’étapes	   de	  

maturation	   post-‐traductionnelle	   (Figure	   2);	   on	   en	   distingue	   quatre	   :	   (1)	   l’ajout	   d’un	  

groupement	   farnésyl	   (15	   carbones)	   sur	   la	   cystéine	   de	   la	   boîte	   CaaX	   par	   une	   farnésyl-‐

transférase;	   (2)	   la	   coupure	   des	   trois	   derniers	   acides	   aminés	   (aaX)	   par	  

ZMPSTE24/FACE1,	  une	  métallo-‐protéase	  à	  zinc;	  (3)	  la	  fixation	  d’un	  groupe	  méthyl	  sur	  la	  

cystéine	   farnésylée	   par	   ICMT,	   une	   méthyl-‐transférase;	   et	   enfin	   (4)	   le	   clivage	   des	   15	  

aminoacides	  carboxy-‐terminaux	  du	  précurseur	  par	  ZMPSTE24/FACE1,	  afin	  d’obtenir	  la	  

lamine	  A	  mature	  (Navarro	  et	  al,	  2006).	  Il	  est	  à	  noter	  que	  ce	  dernier	  clivage	  n’existe	  pas	  

pour	  les	  lamines	  de	  type	  B,	  en	  faisant	  des	  protéines	  constitutivement	  prénylées	  (Nigg	  et	  

al,	  1992).	  
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La	   localisation	   cellulaire	   de	   ce	   processus	   est	   encore	   très	   discutée.	   L’ensemble	   de	   ces	  

modifications	  aurait	   lieu	  dans	   le	  cytoplasme,	   les	  enzymes	  protéolytiques	  étant	  ancrées	  

au	  réticulum	  endoplasmique	  (Firmbach-‐Kraft	  &	  Stick,	  1995;	  Schmidt	  et	  al,	  1998	  )	  mais	  

pourrait	  aussi	  avoir	  lieu	  au	  niveau	  de	  la	  membrane	  nucléaire	  interne	  (Barrowman	  et	  al,	  

2008;	  Kilic	  et	  al,	  1999	  ;	  Zhang	  &	  Casey,	  1996	  ).	  

	  

1-‐3	  Expression	  des	  lamines	  A/C	  
	  

Alors	   que	   les	   lamines	   de	   type	   B	   sont	   exprimées	   dans	   tous	   les	   types	   cellulaires,	  

l'expression	  des	  lamines	  de	  type	  A	  est	  régulée	  au	  cours	  du	  développement.	  En	  général,	  

elles	  sont	  absentes	  des	  cellules	  embryonnaires,	  incluant	  notamment	  les	  cellules	  souches	  

embryonnaires	  et	   les	   carcinomes	  embryonnaires	   indifférenciées	   (Constantinescu	  et	   al,	  

2006;	  Rober	  et	  al,	  1989	   ;	   Stewart	  &	  Burke,	  1987	   ).	  Chez	   la	   souris,	   l’expression	  spatio-‐
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temporelle	   des	   lamines	   A/C	   a	   été	   précisément	   documentée.	   Elles	   apparaissent	   aux	  

alentours	  du	  12éme	  jour	  embryonnaire,	  d'abord	  dans	  les	  cellules	  de	  l'endoderme	  viscéral	  

et	  dans	   le	   trophectoderme.	  L'expression	  asynchrone	  du	  gène	  Lmna	  dans	  divers	  autres	  

tissus	   commence	   alors,	   et,	   dans	   certains	   types	   cellulaires,	   l'expression	   du	   gène	   Lmna	  

n’est	  effective	  qu'après	  la	  naissance	  (Rober	  et	  al,	  1989).	  

Chez	   les	   animaux	   adultes,	   les	   cellules	   souches	   du	   système	   immunitaire	   et	  

hématopoïétique	   (Rober	   et	   al,	   1990),	   ainsi	   que	   les	   cellules	   souches	   épithéliales	   des	  

villosités	   intestinales,	   continuent	   de	   n'exprimer	   que	   les	   lamines	   de	   type	   B.	   C'est	  

seulement	  après	  leur	  différenciation	  que	  les	  lamines	  A	  et	  C	  peuvent	  être	  détectées	  dans	  

la	   descendance	   de	   ces	   cellules.	   Les	   implications	   de	   cette	   évolution	   du	   patron	  

d’expression	  des	  lamines	  A/C	  dans	  les	  tissus	  en	  cours	  de	  différenciation	  sont	  encore	  mal	  

connues.	  Ces	  observations	  suggèrent	  une	  fonction	   importante	  des	   lamines	  A/C	  dans	   la	  

régulation	   de	   l'organisation	   de	   la	   chromatine,	   nécessaire	   au	   lignage	   des	   cellules	   et	   au	  

maintien	   de	   leur	   état	   différencié	   (Rober	   et	   al,	   1989).	   Toutefois,	   l'invalidation	   du	   gène	  

Lmna	   chez	   la	   souris	   n’induit	   pas	   de	   changements	   évidents	   dans	   le	   développement	  

embryonnaire	   (Sullivan	  et	   al,	   1999),	   les	   souris	  Lmna-‐/-‐	   étant	   indiscernables	  des	   souris	  

sauvages	  à	  la	  naissance.	  

	  

1-‐4	  Structure	  des	  lamines	  A/C	  
	  

La	   structure	   générale	   des	   lamines	   est	   celle	   des	   filaments	   intermédiaires.	   De	   façon	  

schématique,	   la	  structure	  de	  tous	  les	  filaments	  intermédiaires	  de	  type	  I	  à	  VI	  comprend	  

trois	   parties	   :	   un	   domaine	   central	   formé	   d’heptades	   en	   hélice-‐α	   flanqué	   de	   deux	  

extrémités	  non	  hélicoïdales	   (Herrmann	  et	  al,	  2009)	   (Figure	  3).	  C’est	   la	  présence	  de	  ce	  

long	  domaine	  central	  en	  hélice-‐α	  qui	  donne	  aux	  filaments	  intermédiaires	  leur	  capacité	  à	  

se	  dimériser.	  L’hélice-‐α	  est	  interrompue	  par	  trois	  petits	  domaines	  de	  liaisons	  ou	  Linkers	  

(L1,	  L12,	  L2),	  qui	  subdivisent	  l’hélice	  en	  4	  domaines	  structuraux	  appelés	  coil1A,	  coil1B,	  

coil2A	   et	   coil2B.	   Le	   domaine	   coil2A	   n’est	   long	   que	   de	   19	   acides	   aminés	   et	   forme	   une	  

hélice	   avec	   le	   domaine	   L2.	   Les	   domaines	   coil2A,	   L2	   et	   coil2B	   sont	   donc	   fréquemment	  

considérés	   comme	   ne	   formant	   qu’un	   seul	   domaine	  :	   le	   coil2.	   Outre	   ces	   domaines	   de	  

liaison	   interrompant	   la	   structure	   de	   l’hélice-‐α,	   une	   autre	   discontinuité	   appelée	  

«	  stutter	  »	   (ou	   bégaiement)	   est	   présente	   dans	   le	   coil2B	   de	   tous	   les	   filaments	  

intermédiaires.	  Le	  rôle	  de	  cette	  structure	  spécifique	  n’est	  pas	   très	  bien	  connu	  mais	  en	  
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déformant	  localement	  la	  structure	  de	  l’hélice,	  en	  particulier	  lorsque	  celle-‐ci	  est	  étirée,	  il	  

pourrait	  jouer	  un	  rôle	  dans	  la	  signalisation	  en	  réponse	  à	  l’étirement	  (Arslan	  et	  al,	  2011).	  	  	  

Le	  nombre	  d’acides	  aminés	  du	  domaine	  central	  est	  strictement	  conservé	  dans	   tous	   les	  

filaments	   intermédiaires	  à	   l’exception	  des	   lamines	  où	  une	   insertion	  d’un	  groupe	  de	  42	  

acides	   aminés	   a	   été	   décrite	   dans	   le	   coil1B	   (Herrmann	   et	   al,	   2009).	   Une	   autre	  

particularité	  des	  lamines	  est	  la	  présence	  d’une	  séquence	  de	  localisation	  nucléaire	  (NLS)	  

et	   d’un	   domaine	   homologue	   des	   immunoglobulines	   (Ig-‐like),	   vraisemblablement	  

impliqué	  dans	  des	  interactions	  protéine-‐protéine	  ou	  protéine-‐ADN.	  	  

	  

	  

	  
La	   conservation	   de	   leur	   séquence	   et	   donc	   de	   leur	   structure	   est	   primordiale	   pour	  

l’assemblage	   des	   filaments	   intermédiaires	   (voir	   plus	   loin),	   ainsi	   que	   pour	   assurer	   les	  

fonctions	  mécaniques	  de	  structure	  et	  d’élasticité	  qui	  les	  caractérisent.	  	  
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1-‐5	  Localisation	  des	  lamines	  A/C	  
	  

Après	  leur	  synthèse	  et	  la	  maturation	  de	  la	  prélamine	  A,	  les	  lamines	  A	  et	  C	  sont	  importées	  

dans	  le	  noyau.	  Elles	  contiennent	  une	  séquence	  de	  localisation	  nucléaire	  ou	  NLS	  et	  sont	  

transportées	  dans	   le	  noyau	  via	   le	  système	  des	   importines-‐α/β	  et	   leur	   internalisation	  à	  

travers	  les	  pores	  nucléaires.	  L’import	  des	  lamines	  semble	  être	  régulé	  par	  l’intermédiaire	  

de	   phosphorylations	   de	   résidus	   Sérine	   et	   Thréonine	   proches	   de	   la	   séquence	   NLS	  

(Hennekes	  et	  al,	  1993	  ;	  Leukel	  &	  Jost,	  1995).	  

La	  majorité	  des	  lamines	  A/C	  forment	  un	  réseau	  fibreux	  dense	  et	  très	  organisé	  au	  sein	  de	  

la	  lamina	  nucléaire,	  sous	  la	  membrane	  nucléaire	  interne	  (Aebi	  et	  al,	  1986)	  (Figure	  4).	  Il	  

est	   à	   noter	   qu’elles	   sont	   aussi	   présentes	   dans	   le	   nucléoplasme	   sous	   une	   forme	   stable	  

(Dechat	  et	  al,	  2010).	  	  

	  

	  
	  

L’expression	  et	  la	  bonne	  localisation	  sous	  membranaire	  des	  lamines	  A/C	  conditionnent	  

la	   localisation	   de	   plusieurs	   protéines	   associées	   à	   l’enveloppe	   nucléaire	   telles	   que	  
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l’émerine,	  les	  nesprines,	  SUN1	  et	  SUN2	  (Stewart-‐Hutchinson	  et	  al,	  2008)	  (voir	  plus	  loin).	  	  

	  

2-‐Assemblage,	  Dynamique	  
	  

2-‐1	  Assemblage	  des	  lamines	  au	  sein	  de	  la	  lamina	  
	  

Qu’elles	   soient	  de	   type	  A	  ou	  de	   type	  B,	   les	   lamines	  n’existent	  pas	  de	   façon	   isolée	  mais	  

forment	   des	   dimères.	   Il	   a	   été	   montré	   récemment	   qu’à	   l’intérieur	   même	   d’un	   type	   de	  

lamines,	  les	  dimères	  s’assemblent	  de	  façon	  indépendante,	  les	  lamines	  A	  et	  C	  ne	  forment	  

en	   effet	   que	   des	   homodimères	   A-‐A	   et	   C-‐C	   (Kolb	   et	   al,	   2011).	   Au	   sein	   de	   la	   lamina	  

nucléaire,	   les	   lamines	   sont	   organisées	   en	   réseau	   filamenteux.	   Bien	   que	   les	   lamines	   de	  

type	   A	   et	   B	   puissent	   interagir	   in	   vitro,	   elles	   forment	   des	   réseaux	   structuraux	   et	  

fonctionnels	  distincts	  dans	  les	  noyaux	  (Goldberg	  et	  al,	  2008	  ;	  Lammerding	  &	  Lee,	  2005;	  

Shimi	  et	  al,	  2008	  ).	  

L’assemblage	  des	   lamines	  en	   filaments	   suit	   les	  mêmes	  processus	  que	  celui	  de	   tous	   les	  

filaments	  intermédiaires.	  Il	  a	  été	  bien	  caractérisé	  in	  vitro	  par	  l’étude	  de	  la	  desmine	  et	  de	  

la	   vimentine	   (Herrmann	   et	   al,	   1996	  ;	   Kirmse	   et	   al,	   2007;	   Mucke	   et	   al,	   2004	  ).	   Après	  

l’assemblage	  en	  dimères	  de	  deux	  domaines	  hélicoïdaux	  appartenant	  à	  deux	  sous-‐unités	  

parallèles,	   une	   super	   hélice	   gauche	   se	   forme.	   Le	   processus	   d’assemblage	   peut	   ensuite	  

être	   disséqué	   en	   trois	   étapes	   majeures.	   La	   première	   phase	   consiste	   en	   l’association	  

latérale	   de	   8	   tétramères	   tête-‐bêche	   pour	   former	   des	   ensembles	   en	   anneaux	   appelés	  

ULFs	   (Unit	   Length	   Filaments),	   «	  sous-‐unités	  »	   minimales	   des	   filaments.	   Ces	   ULFs	  

s’emboitent	   ensuite	   de	   manière	   longitudinale	   pour	   former	   des	   filaments	   courts,	   qui	  

s’associent	   à	   leur	   tour	   en	   série	   pour	   constituer	  des	   filaments	   longs.	   Cette	   étape	   serait	  

conditionnée	  par	  «	  l’ouverture	  »	  de	  la	  partie	  N-‐terminale	  (tête	  globulaire	  et	  coil	  1A)	  des	  

dimères	   composant	   les	   ULFs,	   indiquant	   bien	   l’importance	   de	   ce	   domaine	   pour	   la	  

formation	  et	  la	  stabilisation	  des	  filaments.	  Au	  cours	  de	  la	  troisième	  phase,	  se	  produit	  une	  

compaction	   radiale	   des	   filaments	   d’un	   diamètre	   d’environ	   16	   nm	   pour	   former	   les	  

filaments	   intermédiaires	  «	  matures	  »	  d’environ	  11	  nm	  de	  diamètre	   (Herrmann	  &	  Aebi,	  

1998).	  

Les	   interactions	   mises	   en	   jeu	   pour	   former	   les	   filaments	   intermédiaires	   et	   le	   réseau	  

fibreux	   qui	   en	   découle	   sont	   des	   liaisons	   ioniques	   et	   hydrophobes,	   nécessitant	   bien	  

souvent	   un	   respect	   scrupuleux	   de	   la	   séquence	   protéique.	   Ceci	   explique	   en	   partie	   les	  
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effets	   drastiques	   des	   mutations	   conduisant	   à	   une	   modification	   de	   la	   charge	   ou	   de	  

l’hydrophobicité	  des	  acides	  aminés	  des	  lamines	  A/C	  (voir	  plus	  loin).	  	  

	  

2-‐2	  Dynamique	  des	  lamines	  
	  

Les	  filaments	  intermédiaires	  sont	  connus	  pour	  leur	  grande	  stabilité,	  contrairement	  aux	  

microtubules	   et	   aux	   filaments	   d’actine,	   autres	   composants	   du	   cytosquelette	   très	  

dynamiques.	  	  

Les	   propriétés	   dynamiques	   des	   lamines	   dans	   le	   noyau	   en	   interphase	   ont	   été	   étudiées	  

grâce	   aux	   techniques	   d’extinction	   de	   fluorescence	   dans	   des	   cellules	   exprimant	   des	  

protéines	   de	   fusion	   lamines-‐GFP.	   Ces	   techniques	   consistent	   à	   «	  éteindre	  »	   la	  

fluorescence	  de	  la	  protéine	  d’intérêt	  puis	  à	  mesurer	  l’évolution	  de	  la	  fluorescence	  dans	  

la	   zone	   blanchie	   ou	   à	   proximité.	   On	   distingue	   la	   «	  récupération	   de	   fluorescence	   après	  

photoblanchiment	  »	  ou	  FRAP	  (fluorescence	  recovery	  after	  photobleaching)	  et	  la	  «	  perte	  

de	  fluorescence	  »	  dans	  la	  région	  adjacente	  à	  la	  zone	  photoblanchie	  ou	  FLIP	  (fluorescence	  

loss	   in	   photobleaching),	   les	   deux	   techniques	   étant	   complémentaires.	   Ceci	   permet	  

d’évaluer	  la	  dynamique	  de	  la	  protéine	  étudiée	  :	  plus	  la	  récupération	  (FRAP)	  ou	  la	  perte	  

(FLIP)	  de	  fluorescence	  est	  rapide,	  plus	  la	  protéine	  considérée	  est	  mobile	  et	  dynamique.	  	  

L'utilisation	   de	   ces	   techniques	   a	   mis	   en	   évidence	   la	   faible	   dynamique	   des	   lamines	  

organisées	  au	  sein	  de	  la	  lamina.	  En	  effet,	   la	   lamine	  A	  et	   la	   lamine	  B1	  couplées	  à	  la	  GFP	  

sont	   quasi	   complètement	   immobile	   dans	   la	   lamina,	   comme	   le	   montre	   l'absence	   de	  

récupération	  de	  la	  fluorescence	  plusieurs	  heures	  après	  photoblanchiment	  (Broers	  et	  al,	  

1999),	  allant	  jusqu’à	  45	  heures	  après	  pour	  la	  lamine	  B1	  (Daigle	  et	  al,	  2001).	  	  

En	   revanche,	   après	   photoblanchiment	   de	   la	   lamine	   C	   couplée	   à	   la	   GFP,	   une	   très	   forte	  

diminution	  de	  la	  fluorescence	  au	  sein	  de	  la	  lamina	  voisine	  a	  été	  observée	  (Broers	  et	  al,	  

1999),	  indiquant	  que	  la	  lamine	  C	  serait	  bien	  plus	  mobile	  que	  les	  lamines	  A	  ou	  B1.	  

Ces	  résultats	  soulignent	  la	  grande	  stabilité	  et	  le	  rôle	  structural	  majeur	  des	  lamines	  A	  et	  

B1.	  L'implication	  fonctionnelle	  du	  comportement	  plus	  dynamique	  de	  la	  lamine	  C	  au	  sein	  

de	  la	  lamina	  nucléaire	  n'est	  pas	  très	  claire	  à	  l’heure	  actuelle.	  Elle	  pourrait	  agir	  comme	  un	  

«	  cargo	  »	  pour	  ancrer	  différentes	  régions	  de	  la	  chromatine	  (ou	  de	  l’hétérochromatine)	  à	  

la	  membrane	  nucléaire,	  inactivant	  ainsi	  l'expression	  des	  gènes	  de	  cette	  région.	  La	  lamine	  

C	   pourrait	   ainsi	   «	  faire	   la	   navette	  »	   entre	   la	   lamina	   et	   le	   pool	   de	   lamines	  
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nucléoplasmiques	   et	   jouer	   sur	   la	   régulation	  de	   la	   réplication	  et/ou	  de	   la	   transcription 
(Broers	  et	  al,	  2006). 
	  

Les	  filaments	  intermédiaires	  sont	  des	  structures	  très	  stables	  et	   leur	  désassemblage	  est	  

régulé	  essentiellement	  par	  phosphorylation.	  Le	  désassemblage	  des	  lamines	  est	  observé	  

au	  cours	  de	  la	  mitose.	  Ce	  processus	  complexe,	  intervenant	  au	  début	  de	  la	  prophase,	  fait	  

intervenir	  des	  phosphorylations	  des	  lamines	  A/C	  par	  la	  protéine	  kinase	  cdk1	  et	  un	  effet	  

de	  «	  traction	  »	  des	  microtubules	  sur	  l’enveloppe	  nucléaire.	  Les	  lamines	  A/C	  deviennent	  

alors	   solubles	   et	   se	   dispersent	   dans	   le	   cytoplasme.	   Les	   lamines	   B,	   en	   revanche,	   ne	   se	  

dissocient	  que	  plus	  tardivement	  et	  restent	  sous	  forme	  de	  particules	  aidant	  à	  la	  mise	  en	  

place	  du	  fuseau	  mitotique	  de	  microtubules.	  	  

Ce	   n’est	   qu’après	   la	   cytokinèse	   et	   la	   reformation	   de	   l’enveloppe	   nucléaire	   que	   les	  

lamines	   A/C	   sont	   transloquées	   via	   les	   pores	   nucléaires	   dans	   le	   noyau	   nouvellement	  

formé.	  Elles	  se	  réassemblent	  alors	  rapidement	  au	  sein	  de	  la	  lamina.	  

	  

3-‐Redondance	  des	  lamines	  ?	  
	  

La	  question	  s’est	  posée	  quant	  à	  la	  redondance	  des	  lamines	  de	  type	  A	  et	  de	  type	  B	  d’une	  

part,	  et	  des	  lamines	  A	  et	  C	  d’autre	  part.	  L’étude	  des	  pathologies	  humaines	  associées	  à	  des	  

mutations	  de	  ces	  protéines	  ainsi	  que	  l’analyse	  de	  différents	  modèles	  animaux	  ont	  permis	  

d’y	  répondre.	  	  

	  

Aucune	  mutation	   du	   gène	  LMNB1,	   codant	   la	   lamine	   B1,	   n’a	   jamais	   été	   associée	   à	   une	  

pathologie	   humaine,	   suggérant	   que	   l’absolu	   respect	   de	   la	   séquence	   de	   ce	   gène	   est	  

nécessaire	  à	  la	  vie.	  Seuls	  des	  cas	  de	  duplication	  du	  gène	  ont	  été	  rapportés	  et	  conduisent	  

à	  une	   leucodystrophie,	  pathologie	  neurodégénérative	  causée	  par	  une	  perte	  de	  myéline	  

dans	   le	   système	   nerveux	   central	   (Padiath	   et	   al,	   2006).	   Pour	   étudier	   la	   fonction	   de	   la	  

lamine	  B1	  in	  vivo,	  Vergnes	  et	  al	  (Vergnes	  et	  al,	  2004)	  ont	  invalidé	  le	  gène	  Lmnb1	  chez	  la	  

souris	  (Lmnb1Δ/Δ).	  Les	  souris	  Lmnb1Δ/Δ	  naissent	  avec	  un	  ratio	  mendélien	  normal	  mais	  ne	  

survivent	   que	   quelques	   minutes	   après	   la	   naissance,	   indiquant	   que	   la	   lamine	   B1	   est	  

indispensable	   à	   la	   vie	   post-‐natale.	   Ce	   décès	   à	   la	   naissance	   est	   du	   à	   des	   anomalies	   de	  

développement	  des	  poumons	  et	  des	  défauts	  d’ossification	  chez	  ces	  animaux.	  
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Comme	  pour	  le	  gène	  LMNB1,	  très	  peu	  de	  mutations	  du	  gène	  LMNB2,	  codant	  la	  lamine	  B2,	  

ont	  été	  rapportées.	  Seules	  3	  variants	  ponctuels	  faux-‐sens	  ont	  été	  décrits	  comme	  facteur	  

de	  risque	  chez	  des	  patients	  présentant	  une	  lipodystrophie	  partielle	  acquise	  (Hegele	  et	  al,	  

2006).	   Les	   souris	   invalidées	   pour	   le	   gène	   Lmnb2	   (Lmnb2-‐/-‐)	   décèdent	   aussi	   quelques	  

minutes	   après	   la	   naissance	   (Coffinier	   et	   al,	   2010a).	   En	   revanche,	   contrairement	   aux	  

souris	   Lmnb1Δ/Δ,	   ce	   décès	   périnatal	   n’est	   pas	   du	   à	   des	   défauts	   pulmonaires	   mais	  

cérébraux.	   Ces	   anomalies	   cérébrales	   résultent	   d’un	   défaut	   de	  migration	   des	   neurones	  

chez	   ces	   souris	   Lmnb2-‐/-‐.	   Il	   apparaît	   donc	   que	   les	   lamines	   B1	   et	   B2	   ne	   sont	   pas	  

redondantes	   entre	   elles,	   ni	   redondantes	   avec	   les	   lamines	  A/C	   et	   qu’elles	   assurent	   des	  

fonctions	  spécifiques	  primordiales	  dans	  le	  développement.	  

	  

Contrairement	   aux	   lamines	   B,	   les	   lamines	   A/C	   ne	   sont	   pas	   indispensables	   au	  

développement	   embryonnaire.	   En	   effet,	   les	   souris	   invalidées	   pour	   le	   gène	   Lmna	  

n’exprimant	  ni	  lamine	  A	  ni	  lamine	  C	  (Lmna-‐/-‐)	  naissent	  avec	  un	  ratio	  mendélien	  préservé	  

et	   ne	   décèdent	   pas	   immédiatement	   à	   la	   naissance.	   En	   revanche,	   elles	   développent	  

rapidement	  des	  défauts	  de	  croissance	  importants	  et	  une	  dystrophie	  musculaire	  associée	  

à	   une	   cardiomyopathie	   dilatée,	   une	   diminution	   très	   importante	   du	   tissu	   adipeux	  

notamment	   et	   des	   signes	   de	   neuropathie	   axonale	   (Cutler	   et	   al,	   2002	  ;	   De	   Sandre-‐

Giovannoli	  et	  al,	  2002	  ;	  Nikolova	  et	  al,	  2004;	  Sullivan	  et	  al,	  1999	  ).	  	  

Pour	   étudier	   les	   fonctions	   spécifiques	   des	   lamines	   A	   et	   C,	   des	   modèles	   murins	  

n’exprimant	  que	  la	  lamine	  A	  (Coffinier	  et	  al,	  2010b	  ;	  Davies	  et	  al,	  2010)	  ou	  que	  la	  lamine	  

C	  ont	  été	  créés	  (Fong	  et	  al,	  2006).	  

Deux	  stratégies	  différentes	  ont	  été	  utilisées	  pour	  générer	  les	  souris	  n’exprimant	  que	  de	  

la	  lamine	  A.	  Dans	  une	  première	  lignée,	  l’élimination	  des	  introns	  10	  et	  11	  du	  gène	  Lmna,	  

abolissant	  l’expression	  de	  lamine	  C,	  a	  permis	  d’obtenir	  des	  souris	  n’exprimant	  que	  de	  la	  

prélamine	   A	   (souris	   «	  prélamine	   A	  »).	   Cette	   prélamine	   A	   est	   ensuite	   maturée	  

normalement	  et	  conduit	  à	  la	  production	  de	  lamine	  A	  (Davies	  et	  al,	  2010).	  	  Le	  deuxième	  

modèle	  a	  été	  obtenu	  par	  délétion	  de	  l’intron	  10,	  empêchant	  la	  synthèse	  de	  la	  lamine	  C,	  et	  

délétion	  de	  la	  fin	  de	  l’exon	  11,	  de	  l’intron	  11	  et	  du	  début	  de	  l’intron	  12,	  conduisant	  à	  la	  

l’élimination	   des	   18	   acides	   aminés	   normalement	   clivés	   de	   la	   prélamine	   A.	   Les	   souris	  

ainsi	   générées	   n’expriment	   donc	   plus	   que	   de	   la	   lamine	   A	  mature,	   sans	   expression	   de	  

prélamine	  A	  (souris	  «	  lamine	  A	  mature	  »)	  (Coffinier	  et	  al,	  2010b).	  Les	  souris	  «	  prélamine	  

A	  »,	   tout	   comme	   les	   souris	   «	  lamine	   A	   mature	   »,	   ne	   présentent	   aucun	   phénotype	  
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pathologique	  observable,	  bien	  que	  l’expression	  directe	  de	  la	  lamine	  A	  mature	  génère	  des	  

anomalies	  nucléaires	  dans	  les	  fibroblastes	  embryonnaires	  issus	  de	  ces	  animaux.	  	  

Les	  souris	  n’exprimant	  que	  la	  lamine	  C	  ont	  été	  obtenues	  par	  «	  hasard	  »	  en	  reproduisant	  

la	   délétion	   de	   50	   acides	   aminés	   observée	   chez	   les	   patients	   souffrant	   de	   progéria	  

d’Hutchinson-‐Gilford	   (voir	   plus	   loin).	   Cette	   modification	   avait	   pour	   but	   premier	   de	  

générer	   des	   souris	   produisant	   une	   prélamine	   A	   mutée.	   Ces	   animaux	   ne	   présentent	  

aucune	   pathologie	   notable,	   hormis	   de	   rares	   anomalies	   de	   forme	   des	   noyaux	   et	   une	  

légère	  augmentation	  de	  leur	  déformabilité	  (Fong	  et	  al,	  2006).	  

	  

Ces	  études	  montrent	  que	  la	  lamine	  A	  et	  la	  lamine	  C	  sont	  cruciales	  chez	  les	  mammifères	  

mais	  que,	  contrairement	  aux	  lamines	  B1	  et	  B2,	  elles	  semblent	  jouer	  des	  rôles	  largement	  

redondants,	   et	   que	   l’une	   ou	   l’autre	   de	   ces	   isoformes	   est	   suffisante	   pour	   prévenir	  

l’apparition	  de	  pathologie,	  chez	  la	  souris	  en	  tout	  cas.	  En	  revanche,	  le	  niveau	  d’expression	  

des	  lamines	  A/C	  joue	  un	  rôle	  très	  important	  dans	  la	  physiologie	  cardiaque,	  notamment.	  

Les	   souris	   Lmna+/-‐,	   qui	   expriment	   des	   lamines	   A/C	   de	   structure	   normale	   mais	   à	   un	  

niveau	  diminué,	  développent	  une	  cardiomyopathie.	  

	  

4-‐Fonctions	  des	  lamines	  A/C	  
	  

4-‐1	  Maintien	  de	  la	  structure,	  de	  la	  rigidité	  de	  l’enveloppe	  nucléaire	  et	  connexions	  
cytoplasmiques	  
	  

Dans	  les	  cellules	  vivantes,	  le	  noyau	  et	  son	  contenu,	  tout	  comme	  le	  reste	  de	  la	  cellule,	  sont	  

en	   permanence	   soumis	   à	   des	   contraintes	   mécaniques,	   qui	   se	   traduisent	   par	   des	  

déformations	   et	   des	   réarrangements	   nucléaires.	   Ces	   forces	   peuvent	   provenir	   de	  

l'intérieur	   du	   noyau,	   par	   exemple,	   à	   travers	   des	   processus	   transcriptionnels	   et	   la	  

synthèse	  d'ADN,	  des	   remaniements	  du	   cytosquelette,	   ou	  de	   l'environnement	   cellulaire	  

(cellules	   voisines	   ou	  matrice	   extracellulaire).	   Des	   expériences	  menées	   sur	   différentes	  

types	   cellulaires	   et	   utilisant	   diverses	   techniques	   pour	   appliquer	   des	   contraintes	  

mécaniques,	   comme	   des	   aspirations	   par	   micropipette,	   de	   la	   microscopie	   à	   force	  

atomique,	  de	   la	  compression	  par	  microplaques,	  de	   la	  mobilisation	  de	  particules,	  ou	  de	  

l'application	   de	   tension	   sur	   la	   cellule,	   ont	   démontré	   que	   le	   noyau	   interphasique	   est	  

environ	  2	  à	  10	  fois	  plus	  rigide	  que	  le	  cytoplasme	  environnant	  (Caille	  et	  al,	  2002	  ;	  Guilak	  
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et	   al,	   2000	  ;	  Kha	   et	   al,	   2004	  ;	  Vaziri	  &	  Mofrad,	   2007).	   Ces	  propriétés	  mécaniques	   sont	  

principalement	  déterminées	  par	   la	   lamina	  nucléaire.	   Elle	   agit	   comme	  un	   élastique	  qui	  

préserve	   l’intégrité	   du	   noyau,	   en	   particulier	   lorsque	   des	   forces	   de	   traction	   lui	   sont	  

appliquées	  (Dahl	  et	  al,	  2005	  ;	  Dahl	  et	  al,	  2004	  ;	  Schape	  et	  al,	  2009).	  Dans	  les	  cellules	  de	  

mammifères,	   les	   lamines	   A	   et,	   dans	   un	   moindre	   mesure,	   les	   lamines	   C	   sont	   les	  

principaux	  contributeurs	  de	  cette	  rigidité	  nucléaire.	  De	  nombreuses	  études	  réalisées	  sur	  

des	  cellules	  provenant	  de	  souris	  Lmna-‐/-‐	  ont	  démontré	  que	  les	  lamines	  A/C	  contribuent	  

en	   effet	   de	   façon	   majeure	   à	   la	   structure	   et	   à	   la	   rigidité	   mécanique	   du	   noyau	  

(Lammerding	  &	   Lee,	   2005	  ;	   Lammerding	   et	   al,	   2004).	   Les	   fibroblastes	   embryonnaires	  

(MEF)	  et	   les	  myoblastes	  de	   souris	  Lmna-‐/-‐	   ont	  des	  noyaux	  beaucoup	  plus	  déformables	  

que	  ceux	  des	  souris	  sauvages	  ou	  Wt	  (Wild-‐type).	  Les	  cellules	  n'exprimant	  que	  la	  lamine	  

C	  ont	  un	  phénotype	  intermédiaire	  (Lammerding	  et	  al,	  2006).	  En	  revanche,	  les	  noyaux	  de	  

cellules	   dépourvues	   de	   lamines	   B1	   fonctionnelles	   ont	   des	   propriétés	   mécaniques	  

normales	  (Lammerding	  et	  al,	  2006).	  En	  accord	  avec	  ces	  résultats,	  seule	  l’expression	  de	  

lamine	  A	  restaure	   la	   rigidité	  nucléaire	  des	  MEF	  Lmna-‐/-‐	   (Lammerding	  et	  al,	  2006).	  Ces	  

observations	   de	   différentes	   fonctions	  mécaniques	   des	   lamines	   de	   type	   A	   et	   B	   sont	   en	  

accord	  avec	  le	  fait	  qu’elles	  forment	  des	  structures	  et	  des	  réseaux	  distincts	  (Goldberg	  et	  

al,	  2008;	  Shimi	  et	  al,	  2008	  ).	  En	  revanche,	  de	  manière	  symétrique,	  lorsque	  la	  lamine	  A	  est	  

surexprimée	   dans	   des	   cellules	   Wt,	   la	   rigidité	   du	   noyau	   est	   augmentée	   (Friedl	   et	   al,	  

2011).	  

	  

La	   lamina	   est	   en	   lien	   avec	   le	   cytosquelette	   et	   la	   membrane	   plasmique	   via	   un	   réseau	  

d’interactions	   protéiques	   (Maniotis	   et	   al,	   1997).	   Les	   nesprines	   appartiennent	   à	   une	  

famille	  de	  protéines	  dites	  à	  répétition	  de	  domaine	  spectrine.	  Elles	  sont	  enchâssées	  dans	  

la	   membrane	   nucléaire	   externe	   et	   se	   lient	   d’une	   part	   aux	   filaments	   du	   cytosquelette	  

(actine	   par	   liaison	   directe	   (Padmakumar	   et	   al,	   2004;	   Zhen	   et	   al,	   2002	  ),	   filaments	  

intermédiaires	  via	  la	  plectine	  (Wilhelmsen	  et	  al,	  2005),	  microtubules	  via	  les	  dynéines	  et	  

kinésine	   1	   (Roux	   et	   al,	   2009))	   et	   via	   leur	   domaine	   KASH	   (Klarsicht/ANC-‐1/SYNE	  

Homology)	  aux	  protéines	  SUN1	  et	  2	  dans	   l’espace	   intermembranaire	  nucléaire	  d’autre	  

part	  (Padmakumar	  et	  al,	  2005).	  Les	  protéines	  SUN	  se	  lient	  aux	  lamines,	  à	  la	  chromatine	  

et	   à	   d’autres	   protéines	   de	   l’enveloppe,	   créant	   ainsi	   une	   connexion	   physique	   entre	  

l’intérieur	  du	  noyau	  et	  le	  cytoplasme	  (Haque	  et	  al,	  2006	  ;	  Starr	  &	  Fridolfsson,	  2010).	  Ce	  

lien	   physique	   est	   appelé	   complexe	   LINC	   (LInker	   of	   Nucleoskeleton	   and	   Cytoskeleton)	  
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(Crisp	  et	  al,	  2006).	  Toutes	  ces	  interactions,	  et	  en	  particulier	  la	  liaison	  SUN-‐lamines,	  sont	  

nécessaires	   à	   la	   bonne	   localisation	   de	   ces	   protéines	   (Stewart-‐Hutchinson	   et	   al,	   2008).	  

Elles	   jouent	   un	   rôle	   crucial	   dans	   le	   positionnement	   du	   noyau	   lors	   de	   la	   migration	  

cellulaire	  (Friedl	  et	  al,	  2011),	  lors	  de	  la	  différenciation	  des	  fibres	  musculaire	  où	  le	  noyau	  

migre	  sous	  la	  jonction	  neuromusculaire	  (Grady	  et	  al,	  2005	  ;	  Lei	  et	  al,	  2009	  ;	  Mejat	  et	  al,	  

2009;	  Zhang	  et	  al,	  2007c	  )	  et	  permettent	  l’ancrage	  du	  noyau	  au	  sein	  des	  cellules	  (Luxton	  

et	  al,	  2011).	  	  

	  

Le	   complexe	   LINC	   est	   aussi	   nécessaire	   à	   la	   transmission	   des	   forces	   intracellulaires	  

(appliquées	  via	  une	  micro-‐aiguille	   se	  déplaçant	  dans	   le	   cytoplasme)	  et	  extracellulaires	  

(générées	  par	  étirement	  du	  substrat	  d’adhésion	  des	  cellules)	  (Lombardi	  et	  al,	  2011).	  	  

Il	  a	  en	  effet	  été	  montré	  que	  les	  cellules	  déficientes	  en	   lamines	  A/C	  ou	  en	  émerine	  sont	  

incapables	   d’exprimer	   des	   gènes	   mécanosensibles	   Iex-‐1	   et	   Egr-‐1	   en	   réponse	   à	   un	  

étirement	   cyclique,	   démontrant	   par	   là	   le	   rôle	   crucial	   des	   lamines	   A/C	   et,	   plus	  

généralement,	  du	  complexe	  LINC	  dans	  la	  réponse	  des	  cellules	  aux	  contraintes	  physiques	  

(Broers	  et	  al,	  2004	  ;	  Lammerding	  et	  al,	  2005;	  Lammerding	  et	  al,	  2004	  ).	  	  

	  

4-‐2	  Organisation	  et	  expression	  du	  génome	  
	  

Bien	   au	   delà	   de	   leur	   rôle	   «	  passif	  »	   de	   structuration	   de	   l’enveloppe,	   les	   lamines	  

participent	   et	   sont	   nécessaires	   à	   la	   réplication,	   à	   l’organisation	   et	   à	   l’expression	   du	  

génome.	  	  

	  

Leur	  implication	  dans	  la	  réplication	  de	  l’ADN	  a	  été	  mise	  en	  évidence	  par	  l’étude	  d’extrait	  

nucléaire	  d’œuf	  de	  Xénope.	  Dans	  ce	  type	  d’expérience,	  lorsque	  les	  extraits	  sont	  déplétés	  

en	  lamines,	  la	  réplication	  de	  l’ADN	  est	  abolie,	  soulignant	  la	  nécessité	  des	  lamines	  dans	  ce	  

processus	   (Meier	   et	   al,	   1991).	   En	   1993,	   Hozak	   et	   al.,	   ont	   décrit	   des	   «	  usines	  »	   de	  

polymérisation	  de	  l’ADN	  fixées	  au	  nucléosquelette	  (Hozak	  et	  al,	  1993).	  Cette	  observation	  

a	  été	  confirmée	  par	   la	  présence	  de	   lamine	  B	  dans	  des	   foci	  réplicatifs	  marqués	  avec	  du	  

BrDU	   (Bromodeoxyuridine)	   et	   PCNA	   (Proliferating	   Cell	   Nuclear	   Antigen),	   un	   facteur	  

d’élongation	  impliqué	  dans	  la	  synthèse	  d’ADN	  (Moir	  et	  al,	  1994).	  	  
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Les	   lamines	  A/C	   jouent	  un	   rôle	   important	  dans	   le	   contrôle	  de	   l’expression	  génique	  en	  

modulant	  l’organisation	  de	  la	  chromatine.	  Il	  a	  été	  montré	  in	  vitro	  que	  les	  lamines	  A/C	  se	  

lient	  à	  l’ADN,	  soit	  directement	  via	  leur	  domaine	  en	  hélice	  α	  (Glass	  et	  al,	  1993)	  et/ou	  leur	  

domaine	   globulaire	   C-‐terminal	   (Taniura	   et	   al,	   1995),	   soit	   indirectement	   par	  

l’intermédiaire	   des	   histones	   nucléosomiques,	   de	   la	   protéine	   BAF	   (Barrier	   to	  

Autointegration	  Factor)	  et	  des	  protéines	  à	  domaines	  LEM	  (telles	  que	   l’émerine,	  MAN1,	  

LAP2…)	  (Dechat	  et	  al,	  2009;	  Vlcek	  &	  Foisner,	  2007b	  ).	  Des	  analyses	  de	  microscopie	  ont	  

démontré	   qu’une	   association	   de	   l’hétérochromatine	   périphérique	   avec	   les	   lamines	   et	  

LAP2-‐α	  permet	  l’ancrage	  de	  zones	  chromatiniennes	  à	  l’enveloppe	  nucléaire,	  les	  rendant	  

ainsi	   inactives.	   Ces	   complexes	   sont	   aussi	   impliqués	   dans	   le	   positionnement	  

chromosomique	  (Dechat	  et	  al,	  2009;	  Lee	  et	  al,	  2009	  ;	  Reddy	  et	  al,	  2008	  ;	  Verstraeten	  et	  

al,	   2007	  ).	   Les	   lamines	   se	   lient	   aux	   MARs	   (Matrix	   Attachment	   Regions)	   (Zhao	   et	   al,	  

1996).	  Il	  a	  de	  plus	  été	  montré	  un	  rôle	  des	  lamines	  A/C	  dans	  la	  transcription	  et	  l’épissage	  

des	  ARNm.	  Elles	  sont,	  en	  effet,	  retrouvées	  dans	  les	  zones	  de	  transcription	  et	  d’épissage	  

actifs	   (Kumaran	   et	   al,	   2002),	   et	   l’expression	   de	   lamines	   non	   fonctionnelles	   inhibe	   la	  

transcription	  via	  l’ARN	  polymérase-‐II	  (Spann	  et	  al,	  2002).	  	  

En	   plus	   des	   protéines	   nucléaires	   classiques	   que	   sont	   les	   lamines,	   l’émerine,	  MAN1	   et	  

LAP2,	   une	   nouvelle	   classe	   de	   protéines	   a	   émergé	   dans	   ce	   contrôle	   de	   l’expression	  

génique.	  En	  effet,	  il	  a	  été	  décrit	  un	  rôle	  de	  la	  myosine	  I	  et	  de	  l’actine	  nucléaires	  dans	  la	  

régulation	  spatiale	  de	  l’ARN	  polymérase-‐II	  (Hofmann	  et	  al,	  2004	  ;	  Pestic-‐Dragovich	  et	  al,	  

2000	  ;	   Zhu	   et	   al,	   2004),	   via	   leurs	   interactions	   avec	   l’émerine	   (Holaska	   et	   al,	   2004	  ;	  

Holaska	   &	   Wilson,	   2007).	   De	   la	   même	   manière,	   une	   forme	   nucléaire	   de	   titine,	  	  

interagissant	   avec	   les	   lamines	   de	   type	   A	   et	   B,	   participerait	   à	   la	   dynamique	   des	  

chromosomes	  et	  à	  la	  régulation	  de	  la	  prolifération	  (Machado	  &	  Andrew,	  2000	  ;	  Qi	  et	  al,	  

2008;	  Zastrow	  et	  al,	  2006	  ).	  	  

	  

Les	   lamines	   A/C	   participent	   donc	   à	   la	   régulation	   de	   l’expression	   génique	   via	   des	  

interactions	  directes	  avec	  l’ADN	  et	  les	  histones	  mais	  aussi	  via	  de	  nombreux	  facteurs	  de	  

transcription	  tels	  que	  c-‐fos	  (Gonzalez	  et	  al,	  2008;	  Ivorra	  et	  al,	  2006	  ),	  MOK2	  (Dreuillet	  et	  

al,	   2002),	   SREBP-‐1	   (Sterol	   Regulatory	  Element-‐Binding	   Protein	   1)	   (Lloyd	   et	   al,	   2002),	  

pRb	  (RetinoBlastoma	  protein)	  (Ozaki	  et	  al,	  1994),	  polycomb	  group	  ring	  finger	  protein	  2	  

(Zhong	   et	   al,	   2005).	   Tous	   ces	   facteurs	   jouent	   un	   rôle	   dans	   la	   balance	  

prolifération/différenciation	  cellulaire.	  
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L'interaction	   directe	   des	   lamines	   A/C	   et	   de	   protéines	   associées	   avec	   des	   facteurs	   de	  

transcription	  constitue	  un	  mécanisme	  de	  «	  séquestration	  »	  de	  ces	  facteurs	  à	  l’enveloppe	  

nucléaire,	  participant	  ainsi	  à	   la	  régulation	  de	   l'expression	  génique	  de	  plusieurs	   façons.	  

Elles	   permettent	   de	   former	   des	   complexes	   où	   ces	   facteurs	   de	   transcription	   sont	  

maintenus	   sous	   forme	   inactive.	   En	   revanche,	   ces	   complexes	   permettent	   aussi	   une	  

activation	   rapide	   des	   facteurs	   de	   transcription	   qui	   les	   composent,	   en	   facilitant	   leurs	  

modifications	  post-‐traductionnelles,	  comme	  des	  phosphorylations	  par	  exemple.	  Ce	  type	  

de	  régulation	  a	  été	  bien	  mis	  en	  évidence	  pour	  le	  facteur	  de	  transcription	  c-‐fos,	  activé	  par	  

ERK1/2	  (Gonzalez	  et	  al,	  2008;	  Ivorra	  et	  al,	  2006	  ).	  

	  

Le	  facteur	  de	  transcription	  SREBP-‐1	  joue	  un	  rôle	  clé	  dans	  l’homéostasie	  énergétique	  en	  

régulant	   la	   lipogenèse	   via	   l’expression	   d’enzymes	   impliquées	   dans	   l’utilisation	   du	  

glucose	  et	   la	  synthèse	  des	  acides	  gras,	  comme	  l’acétyl-‐CoA	  carboxylase	  ou	   la	   fatty-‐acid	  

synthase	  (Ferre	  &	  Foufelle,	  2007	  ;	  Shimano,	  2009).	  C’est	  aussi	  un	  déterminant	  majeur	  de	  

la	  détermination	  et	  de	  la	  différenciation	  adipocytaires	  en	  régulant	  l’expression	  de	  PPARγ	  

(Kim	  &	  Spiegelman,	  1996).	  

	  

La	  protéine	  de	  rétinoblastome	  pRb	  est	   impliquée	  dans	  le	  contrôle	  de	  la	  sortie	  du	  cycle	  

cellulaire	   et	   participe	   à	   la	   différenciation	   des	  myoblastes	   via	   son	   interaction	   avec	   des	  

facteurs	  myogéniques	  comme	  MyoD	  (Frock	  et	  al,	  2006;	  Walsh,	  1997	  ).	  Dans	  les	  cellules	  

quiescentes,	  pRb	  hypophosphorylé	   se	   lie	  et	   inactive	   le	   complexe	   transcriptionnel	  E2F-‐

DP,	  empêchant	  la	  progression	  du	  cycle	  cellulaire	  (Korenjak	  &	  Brehm,	  2005).	  Lorsque	  les	  

cellules	   prolifèrent,	   en	   revanche,	   pRb	   est	   hyperphosphorylé	   (ppRb)	   via	   le	   complexe	  

cycline/Cdk.	  Cela	  a	  pour	  conséquence	  le	  relargage	  de	  E2F-‐DP	  et	  la	  transcription	  de	  ses	  

gènes	  cibles,	  nécessaire	  au	  déroulement	  de	   la	  phase	  S.	   Il	  a	  été	  montré	  que	   les	   lamines	  

A/C	   et	   LAP2α	   interagissent	   avec	   pRb	   et	   régulent	   son	   niveau	   de	   phosphorylation,	   sa	  

stabilité	   et	   sa	   localisation	   nucléaire,	   participant	   ainsi	   à	   la	   balance	  

prolifération/différenciation	   cellulaire	   (Naetar	   &	   Foisner,	   2009).	   Il	   est	   important	   de	  

noter	   que	   pRb,	   via	   ses	   interactions	   avec	   les	   lamines	   A/C,	   l’émerine	   et	   LAP2α,	   régule	  

aussi	   la	  différenciation	  du	  tissu	  adipeux	  (Chen	  et	  al,	  1996	  ;	  Hansen	  et	  al,	  2004),	  osseux	  

(Thomas	  et	  al,	  2001)	  et	  épidermique	  (Ruiz	  et	  al,	  2004).	  
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4-‐3	  Régulation	  de	  voies	  de	  signalisation	  
	  

De	  part	   leurs	   interactions	   avec	  des	  protéines	  de	   l’enveloppe	   comme	   l’émerine,	  MAN1,	  

LAP2β,	   LBR	   (Lamin	   B	   Receptor),	   les	   lamines	   A/C	   forment	   des	   complexes	   sous	  

membranaires,	  sortes	  d’interfaces	  de	  régulation	  de	  voies	  de	  signalisation.	  	  

Comme	   je	   l’ai	   indiqué	  plus	  haut,	   ces	  plateformes	   sous	  membranaires	   sont	   essentielles	  

dans	   le	   maintien	   sous	   forme	   inactive	   et	   la	   libération	   rapide	   de	   pool	   de	   molécules	  

activées.	  On	  peut	  notamment	  décrire	  un	  rôle	  des	  lamines,	  de	  MAN1	  et	  de	  l’émerine	  dans	  

la	   régulation	   des	   voies	  Wnt/β-‐caténine	   (Espada	   et	   al,	   2008;	  Markiewicz	   et	   al,	   2006	  ),	  

TGFβ/Smad	  (Transforming	  Growth	  Factor	  β)	  (Van	  Berlo	  et	  al,	  2005b),	  Notch	  (Scaffidi	  &	  

Misteli,	   2008)	   et	   MAPK	   (Mitogen	   Activated	   Protein	   Kinases)	   (Gonzalez	   et	   al,	   2008	  ;	  

Ivorra	   et	   al,	   2006	  ;	   Muchir	   et	   al,	   2009b).	   Là	   encore,	   les	   lamines	   et	   leurs	   partenaires	  

agissent	   sur	   ces	   signalisations	   en	   modulant	   la	   disponibilité	   de	   cofacteurs	   ou	  

d’inhibiteurs	  telle	  que	  la	  protéine	  phosphatase	  PP2A	  qui	  déphosphoryle	  R-‐Smad	  et	  pRb	  

notamment	   (Van	   Berlo	   et	   al,	   2005b).	   Ces	   voies	   de	   signalisation	   canoniques	   sont	  

particulièrement	   importantes	   pour	   le	   contrôle	   de	   la	   prolifération/différenciation	   des	  

cellules	   souches	   adultes	   et	   des	   précurseurs	  mais	   interviennent	   aussi	   dans	   la	   réponse	  

adaptative	  des	  cellules	  à	  leur	  environnement.	  

	  

Toutes	   ces	  observations	  démontrent	  un	   rôle	   fondamental	  des	   lamines	  A/C	  et	  de	   leurs	  

partenaires	   dans	   toutes	   les	   fonctions	   du	   noyau	   (cycle	   cellulaire,	   différenciation,	  

transcription,	  marque	  épigénétique),	  faisant	  des	  lamines	  bien	  plus	  que	  des	  protéines	  de	  

structure.	   Il	   apparait	  ainsi	  de	   façon	  évidente	  que	   toute	  modification	  de	   fonction	  ou	  de	  

structure	  des	  lamines	  est	  susceptible	  d’entrainer	  des	  défauts	  d’expression	  génique	  et	  est	  

de	  nature	  à	  perturber	  de	  nombreuses	  voies	  de	  signalisation	  (Figure	  5).	  	  



 31 

	  

III-‐	  Pathologies	  liées	  aux	  mutations	  du	  gène	  LMNA	  :	  les	  laminopathies	  
	  

De	   très	   nombreuses	   mutations	   du	   gène	   LMNA	   ont	   été	   identifiées.	   408	   mutations	  

différentes	  ont	   été	   identifiées	  dont	   environ	  une	   centaine	   rapportée	  dans	  notre	   équipe	  

restent	  non	  publiées	  (A.T.	  Bertrand,	  K.	  Chikhaoui,	  R.	  Ben	  Yaou	  and	  G.	  Bonne).	  Parmi	  les	  

mutations	   publiées,	   on	   compte	   301	   mutations	   différentes,	   identifiées	   chez	   1559	  

individus	   au	   sein	   de	   721	   familles	   (Bertrand	   et	   al,	   2011b).	   Toutes	   ces	  mutations	   sont	  

répertoriées	   dans	   la	   base	   de	   données	   UMD-‐LMNA	   créée	   par	   notre	   équipe	  
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(www.umd.be/LMNA/).	   Cette	   base	   rassemble	   toutes	   les	   mutations	   publiées	   et	  

identifiées	  lors	  du	  diagnostique	  génétique	  des	  patients.	  Les	  données	  cliniques	  associées	  

aux	  mutations	  sont	  aussi	  renseignées.	  	  

	  

1-‐Différents	  types	  d’atteintes	  
	  

A	  l’heure	  actuelle,	  plus	  de	  dix	  pathologies	  différentes	  ont	  été	  associées	  des	  mutations	  du	  

gène	  LMNA.	  Elles	  sont	  regroupées	  sous	  le	  terme	  de	  laminopathies.	  Ces	  pathologies	  sont	  

extrêmement	  variées	  et	  affectent	  des	   tissus	  de	  manière	  sélective	   (muscles	   striés,	   tissu	  

adipeux	   ou	   nerveux)	   ou	   systémique	   dans	   les	   syndromes	   de	   vieillissement	   prématuré	  

(Worman	  &	  Bonne,	  2007).	  

	  

1-‐1	  Laminopathies	  du	  muscle	  strié	  
	  

Les	   laminopathies	   du	   muscle	   strié	   (LMS)	   représentent	   la	   forme	   majoritaire	   de	  

laminopathies.	  Elles	  affectent	   les	  muscles	  squelettiques	  et/ou	   le	  muscle	  cardiaque.	   Il	  a	  

été	  décrit	  quatre	  formes	  majeures	  de	  LMS	  affectant	  différents	  groupes	  musculaires	  avec	  

une	   sévérité	   variable	   et	   toujours	   associées	   à	   une	   cardiomyopathie.	   Je	   ne	   présenterai	  

dans	   cette	   section	   que	   les	   atteintes	   musculaires	   des	   LMS,	   la	   partie	   suivante	   de	  

l’introduction	   traitant	   en	   détails	   la	   cardiomyopathie	   associée	   aux	   mutations	   du	   gène	  

LMNA.	  

	  

C’est	   en	   1999	   que	   la	   première	  mutation	   du	   gène	  LMNA	   a	   été	   identifiée	   au	   sein	   d’une	  

famille	   dont	   les	   individus	   présentaient	   une	   dystrophie	   musculaire	   d’Emery-‐Dreifuss	  

(EDMD)	   de	   transmission	   autosomique	   dominante	   (Bonne	   et	   al,	   1999).	   Il	   a	   aussi	   été	  

décrite	  une	  forme	  récessive	  rare	  d’EDMD	  liée	  à	  une	  mutation	  du	  gène	  LMNA	  (Raffaele	  Di	  

Barletta	  et	  al,	  2000).	  L’EDMD,	  décrite	  en	  1966	  (Emery,	  2000),	  est	  caractérisée	  par	  une	  

triade	   de	   symptômes	  :	   1)	   des	   rétractions	   tendineuses	   précoces	   au	   niveau	   des	   coudes,	  

des	   tendons	   d’Achille	   et	   de	   la	   colonne	   vertébrale,	   2)	   une	   atrophie	   et	   une	   faiblesse	  

musculaires	  lentement	  progressives	  des	  muscles	  huméro-‐péroniers	  dès	  l’enfance	  et	  3)	  le	  

développement	   à	   l’âge	   adulte	   d’une	   cardiomyopathie,	   souvent	   dilatée,	   associée	   à	   des	  

troubles	  de	  rythme	  et/ou	  de	  la	  conduction	  pouvant	  conduire	  à	  des	  morts	  subites	  (DCM-‐

CD).	  
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La	  dystrophie	  musculaire	  des	  ceintures	  de	  type	  1B	  (LGMD1B),	  une	  deuxième	  forme	  de	  

LMS	   moins	   sévère	   et	   d’apparition	   plus	   tardive	   que	   l’EDMD,	   est	   caractérisée	   par	   une	  

atrophie	  et	  une	  faiblesse	  musculaires	  au	  niveau	  des	  muscles	  des	  ceintures	  pelvienne	  et	  

scapulaire.	   Les	   rétractions	   sont	   souvent	   absentes	   ou	   modérées	   et	   apparaissent	   assez	  

tardivement.	   A	   l’âge	   adulte,	   les	   patients	   développent	   aussi	   une	   atteinte	   cardiaque	  

similaire	  à	  celle	  observée	  dans	  l’EDMD	  (Muchir	  et	  al,	  2000).	  	  
 

Enfin,	  des	   formes	  congénitales	  de	  dystrophie	  musculaire,	   liées	  au	  gène	  LMNA	   (L-‐CMD)	  

ont	   	  été	  mises	  en	  évidence	  plus	  récemment	  (Quijano-‐Roy	  et	  al,	  2008).	  Cette	  pathologie	  

est	   caractérisée	  par	   une	   faiblesse	   et	   une	   atrophie	  musculaire	   apparaissant	   avant	   l’âge	  

d’un	   an,	   touchant	   les	   muscles	   axiaux,	   cervico-‐axiaux,	   les	   muscles	   proximaux	   des	  

membres	   supérieurs	  et	  distaux	  des	  membres	   inférieurs.	   Les	  patients	  développent	  une	  

rigidité	  importante	  de	  la	  colonne	  vertébrale	  avec	  une	  lordose	  thoracique.	  Les	  rétractions	  

tendineuses	   se	   développent	   plus	   tardivement	   au	   niveau	   des	   membres	   inférieurs,	  

épargnants	  les	  coudes.	  Les	  patients	  développent	  un	  syndrome	  de	  «	  tête	  tombante	  »	  	  du	  à	  

la	   faiblesse	  des	  muscles	  du	   cou.	   Ils	   acquièrent	   la	  marche	  mais	   la	   perdent	   rapidement,	  

entre	   l’âge	   de	   2	   et	   5	   ans.	  Dans	   les	   cas	   les	   plus	   sévères,	   la	   faiblesse	  musculaire	   sévère	  

conduit	   à	   une	   absence	   totale	   de	   développement	  moteur.	   L’évolution	   de	   la	   pathologie	  

conduit	  au	  développement	  rapide	  d’une	  atteinte	  respiratoire,	  facteur	  mettant	  en	  péril	  la	  

survie	  de	  ces	  patients.	  En	  revanche,	  l’atteinte	  cardiaque	  chez	  les	  patients	  souffrant	  de	  L-‐

CMD	  ne	  semble	  pas	  se	  développer	  plus	  précocement	  que	  dans	  les	  autres	  LMS.	  Chez	  les	  

patients	   les	   plus	   âgés	   de	   la	   cohorte,	   des	   troubles	   rythmiques	   et	   conductifs	   ont	   été	  

observés.	  

	  

La	  forme	  la	  plus	  sévère	  de	  LMS	  correspond	  à	  une	  forme	  d’akinésie	  fœtale	  sévère	  (SFAk)	  

(Muchir	  et	  al,	  2003).	  La	  SFAk,	  extrêmement	  rare,	  n’a	  été	  décrite	  qu’une	  seule	   fois.	  Elle	  

est	   due	   à	   une	   mutation	   homozygote	   du	   gène	   LMNA	   identifiée	   dans	   une	   famille	   dans	  

laquelle	  plusieurs	   individus	  étaient	  atteints	  de	  LGMD1B.	  L’enfant,	  né	  prématurément	  à	  

30	   semaines	   d’aménorrhée,	   est	   décédé	   d’insuffisance	   respiratoire	   très	   peu	   de	   temps	  

après	  la	  naissance.	  Il	  présentait	  une	  immaturité,	  une	  dysmorphie	  faciale,	  des	  rétractions	  

tendineuses	  sévères	  des	  doigts	  et	  des	  orteils,	  des	   fractures	  multiples	  au	  niveau	  des	  os	  
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longs,	  et	  une	  dystrophie	  musculaire	  sévère	  généralisée	  avec	  une	  absence	  quasi-‐complète	  

des	  muscles	  intercostaux	  (van	  Engelen	  et	  al,	  2005).	  

	  

Les	   laminopathies	  du	  muscle	   strié	  peuvent	  donc	  être	   considérées	   comme	  une	  atteinte	  

cardiaque	   à	   l’âge	   adulte	   associée	   ou	   non	   à	   une	   dystrophie	  musculaire	   de	   début	   et	   de	  

sévérité	   variable.	  Notons	   que	   des	   phénotypes	   d’AD-‐EDMD,	   de	   LGMD1B	   et	   de	  DCM-‐CD	  

associés	   à	   une	  même	  mutation	   ont	   été	   observés	   dans	   la	  même	   famille	   (Becane	   et	   al,	  

2000	  ;	   Brodsky	   et	   al,	   2000),	   suggérant	   que	   ces	   trois	   entités	   cliniques	   forment	   un	  

continuum	  avec	  une	  expressivité	  variable	  des	  symptômes.	  	  	  	  

	  

1-‐2	  Laminopathies	  du	  tissu	  adipeux	  
	  

La	  forme	  majoritaire	  des	  laminopathies	  du	  tissu	  adipeux	  est	   la	   lipodystrophie	  partielle	  

familiale	   de	   type	   Dunnigan	   (FPLD)	   (Shackleton	   et	   al,	   2000).	   Cette	   pathologie	   qui	   se	  

développe	  à	  la	  puberté,	  est	  caractérisée	  par	  une	  répartition	  anormale	  du	  tissu	  adipeux	  

sous-‐cutané.	   Il	   disparaît	   progressivement	   au	   niveau	   des	   membres	   et	   du	   tronc	   mais	  

s’accumule	  au	  niveau	  du	  cou	  et	  du	  visage.	  La	  FPLD	  est	  aussi	  associée	  à	  des	  anomalies	  

métaboliques	  de	  type	   insulino-‐résistance,	   intolérance	  au	  glucose,	  et	  au	  développement	  

fréquent	  d’un	  diabète	  de	  type	  2	  (Cao	  &	  Hegele,	  2000	  ;	  Shackleton	  et	  al,	  2000).	  

Des	  mutations	  du	  gène	  LMNA	  ont	  aussi	  été	  identifiées	  dans	  certains	  cas	  de	  syndrome	  de	  

résistance	   à	   l’insuline	   de	   type	   A,	   associant	   un	   syndrome	   d’ovaires	   polykystiques	   avec	  

une	   hyperandrogénie	   sévère,	   un	   acanthosis	   nigricans	   et	   une	   résistance	   marquée	   à	  

l’insuline	  (Young	  et	  al,	  2005).	  

	  

1-‐3	  Laminopathies	  du	  tissu	  nerveux	  
	  

Une	   mutation	   homozygote	   du	   gène	   LMNA	   (p.R298C)	   a	   été	   associée	   à	   des	   cas	   de	  

neuropathie	   axonale	   de	   Charcot-‐Marie-‐Tooth	   autosomique	   récessive	   (CMT2B1)	   dans	  

plusieurs	   familles	   consanguines	   originaires	   d’Afrique	   du	   Nord	   exclusivement	   (De	  

Sandre-‐Giovannoli	  et	  al,	  2002).	  Cette	  pathologie	  est	  caractérisée	  par	  une	  faiblesse	  et	  une	  

fonte	  musculaire,	   des	   déformations	   au	   niveau	   des	   pieds	   et	   une	   abolition	   des	   réflexes	  

ostéotendineux.	   L’exploration	   électromyographique	   révèle	   des	   vitesses	   de	   conduction	  

nerveuse	  normales	  ou	  modérément	  diminuées	  alors	  que	  la	  biopsie	  nerveuse	  montre	  une	  
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dégénérescence	   des	   axones	   (Chaouch	   et	   al,	   2003	  ;	   Tazir	   et	   al,	   2004).	   Pour	   l’heure,	  

aucune	  autre	  mutation	  du	  gène	  LMNA	  n’a	  été	  associée	  à	  ce	  type	  d’atteinte.	  

1-‐4	  Les	  syndromes	  de	  vieillissement	  prématurés	  
	  

Bien	  que	  de	  nombreuses	  pathologies	   liées	  à	  des	  mutations	  du	  gène	  LMNA	   touchent	  de	  

manière	  spécifique	  certains	  tissus,	  des	  mutations	  dans	  ce	  gène	  ont	  aussi	  été	  identifiées	  

dans	   des	   pathologies	   touchant	   l’organisme	   de	   manière	   systémique	   et	   diffuse	   dans	  

différents	   syndromes	   dits	   de	   vieillissement	   prématuré.	   Ils	   affectent	   les	   tissus	   osseux,	  

cutané,	   musculaire	   et	   vasculaire	   avec	   une	   sévérité	   variable,	   et	   sont	   associés	   à	   des	  

anomalies	  métaboliques	  diverses.	  	  

	  

Le	   premier	   de	   ces	   syndromes	   à	   avoir	   été	   relié	   à	   des	  mutations	   du	   gène	   LMNA	   est	   la	  

dysplasie	  acromandibulaire	  (ou	   MAD)	   (Novelli	   et	   al,	   2002).	   Cette	   pathologie	   de	  

transmission	   autosomique	   récessive	   est	   caractérisée	   par	   un	   début	   précoce,	   se	  

manifestant	  par	  un	  retard	  de	  croissance	  post-‐natale,	  des	  anomalies	  crâniofaciales	  avec	  

un	  retard	  de	  la	  fermeture	  des	  sutures,	  une	  ostéolyse	  au	  niveau	  des	  clavicules,	  des	  orteils	  

et	   des	   doigts	   et	   des	   anomalies	   pigmentaires	   cutanées.	   Les	   patients	   présentent	  	  

également	  des	   troubles	  métaboliques	  relativement	  similaires	  à	  ceux	  observés	  dans	   les	  

FPLD,	   avec	   de	   l’insulinorésistance	   et	   une	   lipoatrophie.	   Chez	   certains	   patients,	   des	  

anomalies	  spécifiques	  des	  syndromes	  progéroïdes	  sont	  également	  observés,	  comme	  un	  

faciès	  en	  «	  bec	  d’oiseau	  »,	  une	  voie	  haut-‐perchée	  et	  une	  alopécie.	  

	  

Peu	  de	  temps	  après	  la	  découverte	  de	  mutations	  dans	  les	  MAD,	  des	  mutations	  LMNA	  ont	  	  

été	   identifiées	   dans	   un	   autre	   syndrome	   de	   vieillissement	   prématuré,	   la	   progéria	   de	  

Hutchinson-‐Gilford	  (ou	  HGPS)	  (De	  Sandre-‐Giovannoli	  et	  al,	  2003	  ;	  Eriksson	  et	  al,	  2003).	  

Cette	   maladie,	   extrêmement	   rare,	   apparaît	   de	   manière	   sporadique	   et	   est	   liée	   à	   des	  

néomutations	  hétérozygotes.	  A	  la	  naissance,	  les	  enfants	  ne	  présentent	  en	  général	  aucun	  

symptôme,	   mais	   développent	   rapidement	   un	   retard	   de	   croissance	   sévère	   avec	   une	  

insuffisance	   staturopondérale,	   une	   maturation	   sexuelle	   incomplète,	   mais	   aussi	   une	  

athérosclérose	  au	  niveau	  de	   l’aorte,	  des	  artères	  coronaires	  et	  cérébrales,	  de	  nombreux	  

troubles	   osseux	   (ostéoporose	   généralisée,	   une	   atteinte	   dégénérative	   des	   cartilages,	  

ostéolyse	   claviculaire,	   phalangienne	   et	   de	   la	   tête	   fémorale,	   retard	   de	   fermeture	   de	   la	  

fontanelle…)	  et	  dentaires	  ainsi	  que	  des	  rétractions	  tendineuses.	  Là	  aussi,	  des	  symptômes	  
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assez	   proches	   de	   ceux	   rencontrés	   dans	   les	   FPLD	   sont	   observés	   avec	   une	   lipoatrophie	  

généralisée	  et	  des	  troubles	  métaboliques	  associés.	  Contrairement	  à	  ce	  qui	  est	  observé	  au	  

cours	   du	   vieillissement	   physiologique,	   le	   système	   nerveux	   central	   n’est	   pas	   touché.	  

D’autre	  part,	   ces	  enfants	  ne	  développent	  pas	  de	  cancers.	  Le	  décès	  précoce	  survient	  en	  

moyenne	  vers	  l’âge	  de	  13	  ans,	  le	  plus	  souvent	  à	  cause	  de	  l’insuffisance	  coronarienne.	  

	  

Il	  existe	  d’autres	  syndromes	  progéroïdes	  très	  similaires	  entre	  eux,	  liés	  à	  des	  mutations	  

du	   gène	   LMNA	   (LIRLLC	   (pour	   syndrome	   de	   «	  Lipoatrophy,	   Insulin-‐Resistance,	   Leuko-‐

melonodermic	   papules,	   Liver	   steatosis	   and	   Cardiomyopathy	  »),	   syndrome	   atypique	   de	  

Werner	  ou	  syndromes	  progéroïdes	  atypiques)	  et	  récemment	  regroupés	  sous	  le	  terme	  de	  

syndromes	   progéroïdes	   (Caux	   et	   al,	   2003	  ;	   Chen	   et	   al,	   2003	  ;	   Garg	   et	   al,	   2009).	   Les	  

premiers	  signes	  commencent	  souvent	  dans	  la	  seconde	  ou	  la	  troisième	  décade	  de	  vie	  et	  

correspondent	  à	  un	  vieillissement	  prématuré	  avec	  des	  symptômes	  relativement	  proches	  

de	  ceux	  observés	  dans	  la	  MAD.	  

	  

La	  forme	  la	  plus	  sévère	  de	  vieillissement	  prématuré	  est	  la	  dermopathie	  restrictive	  (RD)	  

(Navarro	  et	   al,	   2004).	   La	  RD	  est	   caractérisée	  par	  un	   retard	  de	   croissance	   intra-‐utérin,	  

une	  peau	  rigide	  et	  épaisse,	  une	  arthrogrypose	  généralisée,	  une	  ostéolyse	  des	  clavicules	  

et	   des	   extrémités.	   Le	   décès	   survient	   en	   période	   néonatale	   et	   est	   lié	   à	   une	   détresse	  

pulmonaire.	  

	  

Une	   représentation	   schématique	   des	   différents	   types	   de	   laminopathies	   est	   présentée	  

figure	  6.	  
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1-‐5	  Variabilité	  et	  chevauchement	  phénotypique	  des	  laminopathies	  	  
	  

Pour	   compliquer	   encore	   le	   tableau	   clinique	   des	   laminopathies,	   des	   chevauchements	  

phénotypiques	   sont	   fréquemment	   observés	   chez	   les	   patients	   porteurs	   de	   mutations	  

LMNA.	   L’apparition	   de	   signes	   cliniques	   correspondant	   à	   différents	   sous-‐groupes	   de	  

laminopathies	   décrits	   ci-‐dessus	   est	   en	   effet	   retrouvée	   dans	   11%	  des	  mutations	  LMNA	  

(Bertrand	  et	  al,	  2011a).	  Des	  phénotypes	  musculaires	  peuvent	  ainsi	  être	  associés	  à	  une	  

lipodystrophie	   partielle	   (Garg	   et	   al,	   2002	  ;	   van	   der	  Kooi	   et	   al,	   2002),	   une	   atteinte	   des	  

nerfs	   périphériques	   (Goizet	   et	   al,	   2004)	   ou	   encore	   un	   syndrome	   de	   vieillissement	  

prématuré	   (Kirschner	   et	   al,	   2005).	   On	   peut	   donc	   parler	   de	   notion	   de	   «	  continuum	  »	  

clinique.	  	  
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Un	  continuum	  existe	  aussi	  en	  terme	  de	  sévérité	  des	  pathologies	  à	  l’intérieur	  d’un	  groupe	  

défini	  de	  laminopathies	  comme	  je	  l’ai	  indiqué	  pour	  les	  laminopathies	  du	  muscle	  strié	  ou	  

les	   syndromes	   de	   vieillissement	   prématuré,	   allant	   de	   formes	   congénitales	   (SFAk	   et	   L-‐

CMD	  pour	  les	  laminopathies	  du	  muscle	  strié,	  RD	  pour	  les	  syndromes	  progéroïdes)	  à	  des	  

formes	  adultes	  (LGMD1B,	  DCM-‐CD	  isolée	  ;	  et	  MAD,	  respectivement).	  	  

	  

Il	  existe	  de	  plus	  une	  grande	  variabilité	  inter	  et	  intrafamiliale	  pour	  une	  même	  mutation	  

LMNA,	  en	  particulier	  pour	  les	  laminopathies	  du	  muscle	  strié.	  Certains	  patients	  porteurs	  

d’une	  même	  mutation	  développent	  une	  forme	  adulte	  (LGMD1B)	  ou	  congénitale	  (L-‐CMD)	  

de	  dystrophie	  musculaire,	  c’est	  le	  cas	  pour	  la	  mutation	  p.E358K	  par	  exemple	  (Mercuri	  et	  

al,	  2004).	  Ce	  phénomène	  a	  aussi	  été	  observé	  au	  sein	  d’une	  même	  famille	  comme	  je	   l’ai	  

indiqué	  plus	  haut	  (Becane	  et	  al,	  2000	  ;	  Brodsky	  et	  al,	  2000).	  	  Il	  a	  aussi	  été	  rapporté	  des	  

cas	   de	   non-‐pénétrance	   ou	   de	   pénétrance	   incomplète	   des	  mutations	  LMNA	   associées	   à	  

des	  EDMD	  (Vytopil	  et	  al,	  2002).	  Ceci	  suggère	  fortement	  l’existence	  de	  facteurs	  modifiant	  

l’expressivité	   des	   phénotypes	   liés	   aux	  mutations	   du	   gène	   LMNA,	   comme	   par	   exemple	  

l’existence	  de	  gènes	  modificateurs.	  Un	   travail	   réalisé	  au	  sein	  de	  notre	  équipe	  a	  mis	  en	  

évidence	  l’existence	  d’un	  locus	  modificateur	  sur	  le	  chromosome	  2	  (Granger	  et	  al,	  2011).	  

L’exploration	  de	  ce	  locus	  est	  en	  cours	  actuellement.	  	  	  

	  

2-‐Physiopathologie	  des	  laminopathies	  
	  

La	  grande	  diversité	  des	  atteintes	  et	  la	  variabilité	  de	  leur	  sévérité	  rendent	  le	  champ	  des	  

laminopathies	   très	   complexe.	   La	   compréhension	   des	   mécanismes	   à	   l’œuvre	   pour	  

expliquer	   le	   caractère	   «	  segmentaire	  »	   de	   ces	   pathologies	   est	   encore	   loin	   d’être	  

complète.	   Cependant,	   les	   études	   de	   corrélations	   génotype-‐phénotype	   et	   l’aide	   des	  

modèles	   cellulaires	   et	   animaux	   ont	   permis	   la	   progression	   des	   connaissances	   dans	   ce	  

domaine.	  

	  

2-‐1	  Type	  de	  mutations	  
	  

Parmi	   les	  mutations	  LMNA	   répertoriées	  à	   ce	   jour,	  une	  grande	  majorité	   (près	  de	  80%)	  

correspond	   à	   des	   mutations	   conduisant	   à	   des	   laminopathies	   des	   muscles	   striés	   et	  

représentent	   plus	   de	   50%	   des	   cas	   de	   laminopathies.	   Les	   phénotypes	   chevauchants	  
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constituent	  la	  seconde	  classe	  de	  laminopathies	  avec	  11%	  des	  mutations	  LMNA,	  comme	  

je	  l’ai	  indiqué	  plus	  haut.	  Enfin	  les	  différents	  syndromes	  de	  vieillissement	  prématuré,	  les	  

laminopathies	  du	  tissu	  adipeux	  et	  celles	  du	  nerf	  périphérique	  ne	  représentent	  que	  9,3%,	  

8,6%	   et	   0,3%	   des	  mutations	   LMNA,	   respectivement	   (Bertrand	   et	   al,	   2011a).	   Tous	   les	  

types	  de	  mutation	  sont	  décrits	  (faux-‐sens,	  non-‐sens,	  délétions	  et	  insertions	  en	  phase	  et	  

hors-‐phase,	  ainsi	  que	  des	  mutations	   introniques	  affectant	   les	  sites	  d’épissage)	  mais	   les	  

mutations	   faux-‐sens	   sont	   très	   largement	   majoritaires	   avec	   72,1%	   (tableau	   1).	   Les	  

mutations	   entraînant	   l’apparition	  d’un	   codon	  STOP	  prématuré	   (mutations	  non-‐sens	   et	  

délétion/insertion	   hors	   phase)	   et	   donc	   une	   protéine	   tronquée	   représentent	   14%	   des	  

mutations	   du	   gène	   LMNA.	   Enfin,	   les	   mutations	   provoquant	   des	   épissages	   anormaux	  

représentent	  7,3%	  des	  mutations	  et	  les	  délétions	  ou	  insertions	  en	  phase	  6,6%.	  
	  

	  
Tableau	  1.	  Répartition	  des	  mutations	  publiées	  du	  gène	  LMNA	  en	  fonction	  des	  phénotypes	  cliniques.	  

	  

	  
La	  première	  ligne	  indique	  le	  nombre	  total	  des	  mutations	  différentes	  pour	  chaque	  phénotype	  clinique.	  
*	  Pour	  les	  chevauchements	  phénotypiques,	  les	  chiffres	  de	  haut	  et	  les	  pourcentages	  indiquent	  les	  mutations	  
retrouvées	   également	   dans	   les	   laminopathies	   sans	   chevauchement,	   les	   chiffres	   du	   bas	   indiquent	   les	  
mutations	  identifiées	  dans	  les	  cas	  de	  chevauchements	  phénotypiques	  uniquement.	  	  
Dans	   les	   autres	   lignes,	   les	   pourcentages	   indiquent	   la	   fréquence	   des	   différents	   types	   de	   mutations	   pour	  
chaque	  groupe	  phénotypique.	  (D’après	  Bertrand	  et	  al.	  2011).	  	  

	   Laminopathies	  	  
du	  muscle	  strié	  

Laminopathies	  	  
du	  tissu	  adipeux	  

Laminopathies	  
du	  nerf	  

périphérique	  

Syndromes	  
progéroïdes	  

Chevauchements	  
phénotypiques	  *	   Total	  

Mutations	  différentes	   238	  
(79,1%)	  

26	  
(8,6%)	  

1	  
(0,3%)	  

28	  
(9,3%)	  

35	  (10,9%)	  
8	  

301	  
(100%)	  

Faux-‐sens	   161	  
(67,6%)	  

24	  
(92,3%)	  

1	  
(100%)	  

25	  
(89,3%)	  

30	  (90,9%)	  
6	  

217	  
(72,1%)	  

Non-‐sens	   14	  
(5,9%)	   -‐	   -‐	   -‐	   1	  (3,0%)	  

-‐	  
14	  

(4,7%)	  
Délétions/insertions	  
en	  phase	  

18	  
(7,6%)	  

1	  
(3,8%)	   -‐	   -‐	   2	  (6,1%)	  

1	  
20	  

(6,6%)	  
Délétions/insertions	  
hors	  phase	  

26	  
(10,9%)	   -‐	   -‐	   1	  

(3,6%)	  
2	  (6,1%)	  

1	  
28	  

(9,3%)	  

Mutations	  d’épissage	   19	  
(8,0%)	  

1	  
(3,8%)	   -‐	   2	  

(7,1%)	   -‐	   22	  
(7,3%)	  
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2-‐2	  Corrélations	  génotype-‐phénotype	  pour	  les	  FPLD	  et	  les	  syndromes	  progéroïdes	  
	  

Les	   301	   mutations	   du	   gène	   LMNA	   répertoriées	   sont	   réparties	   sur	   l’ensemble	   de	   la	  

séquence	  du	  gène	   (Figure	  7).	  Cependant,	   il	   apparait	  que	  certaines	  mutations	   sont	   très	  

fréquemment	  voire	  exclusivement	   liées	  au	  développement	  d’un	   type	  de	   laminopathies	  

particulier,	  on	  parle	  alors	  de	  «	  points	  chauds	  »	  mutationnels.	  C’est	  le	  cas	  pour	  les	  FPLD,	  

MAD	  et	  HGPS	  où	  80%,	  85%	  et	  77%	  des	  mutations	  touchent	  l’acide	  aminé	  R482,	  R527	  et	  

G608,	  respectivement.	  	  

	  
	  

Dans	   les	  FPLD,	   toutes	   les	  mutations	  décrites	   sont	  de	   type	  hétérozygote.	  L’acide	  aminé	  

arginine	   482	   majoritairement	   muté	   dans	   ces	   atteintes	   est	   un	   acide	   aminé	   chargé	  

positivement	   et	   situé	   dans	   le	   domaine	   Ig-‐like	   des	   lamines	   A/C,	   domaine	  

particulièrement	   impliqué	   dans	   les	   interactions	   protéiques	   comme	   je	   l’ai	   indiqué	  plus	  

haut.	  La	  modélisation	  3D	  de	  ce	  domaine	  a	  montré	  que	  ce	  résidu	  est	  situé	  à	  l’extérieur	  de	  

la	   structure,	   la	   modification	   de	   la	   charge	   de	   cet	   acide	   aminé	   ne	   modifie	   donc	   pas	   la	  

structure	   du	   domaine	   Ig-‐like	   mais	   pourrait	   en	   revanche	   altérer	   ses	   interactions	   avec	  
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différents	  partenaires	  protéiques	  (Krimm	  et	  al,	  2002).	  Cette	  hypothèse	  est	  appuyée	  par	  

l’observation	   que	   l’interaction	   entre	   les	   lamines	   A/C	   et	   SREBP-‐1,	   facteur	   de	  

transcription	   impliqué	   dans	   la	   différenciation	   du	   tissu	   adipeux	   et	   le	   métabolisme	  

glucidique,	  est	  diminuée	  lorsque	  la	  R482	  est	  mutée	  (Lloyd	  et	  al,	  2002).	  D’autre	  part,	   la	  

voie	   Wnt/β-‐catenin,	   régulée	   par	   les	   lamines	   et	   l’émerine,	   réprime	   l’adipogénèse	   en	  

inhibant	   PPARγ	   (Ross	   et	   al,	   2000).	   	   Une	   dérégulation	   de	   cette	   voie	   pourrait	   donc	  

intervenir	  dans	   la	  physiopathologie	  des	  FPLD.	  De	   la	  même	  manière,	   j’ai	   introduit	  plus	  

haut	  le	  rôle	  de	  la	  protéine	  pRb	  dans	  l’adipogénèse.	  

	  

Malgré	  l’importance	  que	  semble	  avoir	  l’acide	  aminé	  R527	  dans	  la	  physiopathologie	  des	  

MAD,	  aucun	  mécanisme	  physiopathologique	  particulier	  n’a	  pour	  le	  moment	  été	  identifié.	  

	  

La	  principale	  mutation	  conduisant	  à	  HGPS	  est	  une	  néomutation	  de	  type	  hétérozygote	  et	  

dite	   «	  silencieuse	  »	   au	  niveau	  de	   la	   séquence	  peptidique	   (p.G608G).	   Elle	   active	   un	   site	  

cryptique	   d’épissage,	   entraînant	   la	   production	   d’un	   ARN	   messager	   délété	   des	   150	  

derniers	  nucléotides	  de	  l’exon	  11.	  Cette	  délétion	  préserve	  la	  phase	  de	  lecture	  sur	  l’exon	  

12	  et	  aboutit	  à	   la	  production	  d’une	  protéine	  de	  614	  acides	  aminés,	  appelée	  progérine,	  

plus	   petite	   de	   50	   acides	   aminés	   que	   la	   lamine	   A	  mature	   (De	   Sandre-‐Giovannoli	   et	   al,	  

2003).	   Ces	   50	   acides	   aminés	   contiennent	   le	   deuxième	   site	   de	   clivage	   protéolytique	  

reconnu	  par	   l’endoprotéase	  ZMPSTE24.	  La	  délétion	  de	  ce	  site	  de	  clivage	  entraîne	  donc	  

une	   accumulation	   de	   progérine	   farnésylée	   et	   carboxyméthylée	   (Figure	   8).	   Cette	  

accumulation	  est	  toxique	  pour	  la	  cellule	  en	  partie	  à	  cause	  d’une	  plus	  grande	  sensibilité	  

de	   l’ADN	   aux	   dommages	   et	   d’un	   défaut	   de	   recrutement	   de	   facteurs	   de	   réparation	   de	  

l’ADN,	  conduisant	  ainsi	  une	  instabilité	  génomique	  accrue	  (Liu	  et	  al,	  2005).	  Là	  encore	  un	  

rôle	   de	   pRb	   a	   été	   décrit	   dans	   ce	   processus	   de	   réparation	   et	   de	   sénescence	   (Campisi,	  

2005).	   Dans	   les	   cellules	   de	   patients	   HGPS,	   la	   signalisation	   Notch	   est	   aussi	   altérée,	  

suractivée	   par	   la	   présence	   de	   progérine	   (Pereira	   et	   al,	   2008).	   Ceci	   pourrait	   avoir	   un	  

impact	   non	   négligeable	   sur	   le	   renouvellement	   et	   la	   réponse	   des	   cellules	   souches	  

mésenchymateuses	   aux	   défauts	   vasculaires	   notamment	   (Abedin	   et	   al,	   2004),	   Notch3	  

modulant	  la	  réponse	  de	  ces	  cellules	  dans	  un	  contexte	  d’altérations	  vasculaires	  (Wang	  et	  

al,	  2008a),	  majeures	  chez	  ces	  patients.	  
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Encore	  une	  fois,	  de	  nombreuses	  exceptions	  et	  observations	  contradictoires	  compliquent	  

le	  tableau	  des	  relations	  génotype-‐phénotype.	   	  En	  effet,	  différentes	  mutations	  LMNA	  ont	  

été	   observées	   chez	   des	   individus	   HGPS	   ou	   d’autres	   syndromes	   progéroïdes,	   sans	  

accumulation	  de	  progérine	   (Garg	   et	   al,	   2009	  ;	   Liang	   et	   al,	   2009;	  Plasilova	   et	   al,	   2004	  ;	  

Verstraeten	   et	   al,	   2006	  ).	   De	   plus,	   une	   accumulation	   de	   prélamine	   A	   farnésylée	   a	  	  

également	  été	  observée	  dans	  les	  tissus	  de	  patients	  FPLD	  (Capanni	  et	  al,	  2005).	  

	  

2-‐3	  Physiopathologie	  des	  laminopathies	  du	  muscle	  strié	  
	  

S’il	   est	   un	   type	   de	   laminopathies	   pour	   lequel	   les	   relations	   génotype-‐phénotype	   sont	  

particulièrement	  complexes,	  c’est	  celui	  des	  laminopathies	  du	  muscle	  strié.	  En	  effet,	  il	  n’y	  

a	  pas	  de	  «	  point	   chaud	  »	  mutationnel	   contrairement	  aux	  autres	   laminopathies,	   les	  238	  

mutations	   recensées	   sont	   réparties	   sur	   toute	   la	   longueur	  du	  gène	   (Figure	  7).	  Tous	   les	  

types	  de	  mutations	  ont	  été	  décrits.	  Les	  plus	   fréquentes	  restent	   les	   faux-‐sens	  et	  petites	  

délétions/insertions	  en	  phase	  comme	  dans	  les	  autres	  types	  de	  laminopathies.	  Ce	  qui	  est	  
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notable	   et	   spécifique	   à	   ce	   groupe,	   en	   revanche,	   c’est	   la	   proportion	   non	   négligeable	  

(16,8%)	   de	   mutations	   non-‐sens	   et	   de	   délétions/insertions	   hors	   phase	   conduisant	   à	  

l’apparition	  de	  codon	  stop	  prématuré.	  Dans	  la	  plupart	  des	  cas,	  la	  protéine	  tronquée	  qui	  

en	  résulte	  n’est	  pas	  retrouvée	  dans	  les	  tissus	  et	  les	  cellules	  des	  patients.	  Ceci	  s’explique	  

par	   la	   dégradation	   probable	   des	   ARN	  messagers	   via	   le	   système	   «	  nonsense	  mediated	  

decay	  »	   (NMD,	   système	  dégradant	  une	  partie	  des	  ARN	  messagers	  présentant	  un	   STOP	  

prématuré),	  et/ou	  par	   la	  dégradation	  de	   la	  protéine	   tronquée	  qui	  perturbe	  sans	  doute	  

l’assemblage	  correct	  des	  dimères.	  Cela	  conduit	  donc	  à	  une	  haploinsuffisance	  des	  lamines	  

A/C	  (exemple	  des	  mutations	  p.Q6X	  ou	  p.Y259X)	  (Becane	  et	  al,	  2000	  ;	  Muchir	  et	  al,	  2003).	  

Dans	   le	   cas	   des	   mutations	   faux-‐sens	   ou	   des	   délétions/insertions	   en	   phase,	   un	   grand	  

nombre	  de	  mutations	  sont	  considérées	  comme	  des	  mutations	  altérant	  particulièrement	  

la	   conformation	   de	   la	   protéine.	   Parmi	   les	   mutations	   faux-‐sens	   dans	   ce	   groupe	   de	  

laminopathies,	   plus	   de	   22%	   correspondent	   à	   une	   substitution	   par	   une	   proline	  

(www.umd.be/LMNA/).	  De	  par	  la	  conformation	  spécifique	  de	  cet	  acide	  aminé,	  ce	  type	  de	  

substitution	   est	   connu	   pour	   altérer	   la	   régularité	   des	   structures	   hélicoïdales,	   comme	  

celles	   localisées	  dans	   le	  domaine	  en	  hélice	  α,	  nécessaire	  à	   la	  dimérisation	  des	   lamines.	  

Ainsi,	   ce	   type	   de	   mutation	   entraîne	   vraisemblablement	   des	   anomalies	   d’assemblage	  

(Wiesel	  et	  al,	  2008).	  De	  la	  même	  manière,	  les	  mutations	  touchant	  le	  domaine	  Ig-‐like	  des	  

lamines	  conduisent	  à	  une	  déstructuration	  de	  ce	  domaine,	  par	  opposition	  aux	  mutations	  

de	  ce	  domaine	  conduisant	  aux	  FPLD	  (voir	  plus	  haut)	  (Krimm	  et	  al,	  2002).	  	  

Dans	  la	  même	  ligne,	  l’étude	  de	  Benedetti	  et	  al.,	  portant	  sur	  la	  corrélation	  entre	  le	  type	  de	  

mutations,	  leur	  localisation	  et	  la	  sévérité	  de	  l’atteinte	  musculaire	  associée,	  a	  montré	  que	  

les	   patients	   ayant	   une	   atteinte	  musculaire	   précoce	   ont	   essentiellement	   des	  mutations	  

faux-‐sens	  dans	  les	  domaines	  IgG-‐like	  et	  coil	  2A,	  tandis	  que	  les	  patients	  développant	  des	  

atteintes	  musculaires	  plus	  tardives	  portent	  plutôt	  des	  mutations	  entraînant	  un	  décalage	  

du	   cadre	   de	   lecture	   et	   donc	   un	   codon	   STOP	  prématuré,	   généralement	   localisé	   dans	   le	  

domaine	  coil	  2B	  (Benedetti	  et	  al,	  2007).	  

	  

Il	   apparaît	   ainsi	   que	   les	  mutations	   conduisant	   aux	   LMS	   sont	   de	   nature	   à	   perturber	   la	  

structure	  du	   réseau	  de	   lamines,	   soit	   en	  perturbant	   l’assemblage	  des	   filaments,	   soit	   en	  

diminuant	   la	  quantité	  de	   lamines	  polymérisées	  au	   sein	  de	   ce	   réseau.	  C’est	  notamment	  

cette	  observation	  qui	   a	   conduit	   à	   la	   formulation	  de	   l’hypothèse	   selon	   laquelle	   les	  LMS	  

seraient	  dues	  à	  un	  défaut	  de	  structure	  et	  de	  rigidité	  de	   la	   lamina	  nucléaire,	  propriétés	  
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particulièrement	   importantes	   pour	   des	   cellules	   constamment	   soumises	   à	   des	  

contraintes	   mécaniques	   fortes	   comme	   c’est	   le	   cas	   du	   muscle	   strié	  :	   hypothèse	   dite	  

«	  structurale/mécanique	  ».	  	  

	  

Bien	   que	   l’hypothèse	   d’un	   défaut	   mécanique	   soit	   appuyée	   par	   différentes	   études	  

réalisées	  sur	  des	  cellules	  déficientes	  en	  lamines	  A/C	  (Broers	  et	  al,	  2004	  ;	  Lammerding	  &	  

Lee,	   2005;	   Lammerding	   et	   al,	   2004	  ),	   le	   défaut	   d’interaction	   avec	   des	   facteurs	   de	  

transcription	   (pRb)	   ou	   de	   voies	   de	   signalisation	   (voir	   plus	   haut)	   impliqués	   dans	  

l’homéostasie	   et	   la	   différenciation	   musculaire	   est	   aussi	   à	   prendre	   en	   compte	   pour	  

expliquer	  les	  LMS	  (Naetar	  &	  Foisner,	  2009).	  	  

	  

Il	   convient	  de	   souligner	  que	  d’un	  point	  de	  vue	  morphologique,	   la	   grande	  majorité	  des	  

mutations	  LMNA	  conduisant	  à	  des	  pathologies,	  quel	  qu’en	  soit	  le	  type,	  est	  associée	  à	  des	  

anomalies	   de	   structure	   des	   noyaux	   plus	   ou	   moins	   marquées.	   Ont	   été	   observées	   des	  

herniations	   de	   la	   membrane	   nucléaire,	   des	   ruptures	   de	   membranes	   avec	   fuite	   de	  

chromatine	  dans	  le	  cytoplasme,	  des	  blebs	  (bourgeonnement	  de	  la	  membrane	  nucléaire)	  

et	   des	  modifications	   de	   la	   forme	   des	   noyaux,	   souvent	   allongés.	   Toutes	   ces	   anomalies	  

traduisent	  les	  profondes	  modifications	  qui	  ont	  lieu	  au	  sein	  des	  noyaux	  «	  laminopathes	  ».	  

	  

2-‐4	  Résumé	  des	  hypothèses	  à	  l’origine	  des	  laminopathies	  
	  

Pour	   faire	  une	   synthèse,	   trois	  hypothèses	   sont	   communément	  admises	  pour	  expliquer	  

les	  laminopathies	  (Broers	  et	  al,	  2006):	  	  

-‐	   L’hypothèse	   structurale	   ou	   mécanique	   propose	   que	   les	   lamines	   mutées	   pourraient	  

perturber	   la	   structure	   et	   la	   résistance	   de	   l’enveloppe	   nucléaire,	   conduisant	   à	   une	  

fragilité	  accrue	  des	  cellules	  soumises	  à	  des	  contraintes	  mécaniques	  importantes	  comme	  

c’est	  le	  cas	  des	  cellules	  musculaires.	  

-‐	  L’hypothèse	  génique	  ou	  signalétique	  propose	  que	  les	  changements	  de	  séquence	  et	  de	  

structure	  des	  lamines	  A/C	  pourraient	  induire	  des	  modifications	  de	  l’expression	  de	  gènes	  

spécifiques	   de	   certains	   tissus	   et/ou	   altérer	   des	   voies	   de	   signalisation	   majeures	  

impliquées	   dans	   le	   développement	   ou	   le	   maintien	   des	   tissus	   atteints	   dans	   les	  

laminopathies.	  
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-‐	   L’hypothèse	   de	   toxicité	   suggère	   que	   certaines	   mutations	   aboutissent	   à	   des	   lamines	  

ayant	  un	  effet	  toxique	  sur	  l’homéostasie	  cellulaire,	  comme	  c’est	  le	  cas	  de	  la	  progérine	  ou	  

la	  prélamine	  A.	  	  

Ces	   trois	   hypothèses	   ne	   sont	   bien	   sur	   pas	   mutuellement	   exclusives	   et	   c’est	  

probablement	  leur	  combinaison	  qui	  conduit	  au	  développement	  des	  pathologies.	  	  
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IV-‐	  Les	  cardiomyopathies	  dilatées	  	  
	  

1-‐Phénotype	  clinique	  
	  

Le	   type	   de	   cardiomyopathies	   le	   plus	   fréquemment	   observé	   à	   travers	   le	  monde	   est	   la	  

cardiomyopathie	  dite	  dilatée	  (CMD).	  	  Son	  incidence	  est	  de	  5	  à	  8/100	  000	  individus	  par	  

an	   et	   sa	   prévalence	   est	   évaluée	   à	   environ	   1/2500	   (Richard	   et	   al,	   2010).	   Elle	   est	  

caractérisée	  principalement	  par	  des	  défauts	  contractiles	  du	  ventricule	  gauche	  autrement	  

appelés	   dysfonction	   systolique.	   Outre	   la	   dysfonction	   systolique,	   une	   dysfonction	  

diastolique	  peut	  parfois	  être	  observée	  mais	  ne	  constitue	  pas	  une	  manifestation	  majeure	  

de	   la	   CMD.	   En	   revanche,	   cette	   pathologie	   est	   fréquemment	   associée	   à	   des	   arythmies	  

ventriculaires,	  augmentant	  le	  risque	  de	  mort	  subite	  chez	  les	  patients	  souffrant	  de	  CMD.	  	  

Du	  point	  de	  vue	  morphologique,	  la	  CMD	  est	  associée	  à	  un	  remodelage	  complexe	  d’un	  ou	  

des	  deux	  ventricules,	  résultant	  en	  une	  augmentation	  de	  la	  masse	  et	  un	  changement	  de	  la	  

géométrie	  du	  ventricule	  gauche	  principalement,	  qui	  devient	  plus	  sphérique,	  en	  lien	  avec	  

un	   changement	   de	   l’architecture	   des	   fibres	   myocardiques	   (Watkins	   et	   al,	   2011).	  

L’examen	   microscopique	   révèle	   généralement	   des	   plages	   de	   fibrose	   interstitielle	   et	  

périvasculaire	   avec	   parfois	   des	   zones	   de	   nécrose	   et	   d’infiltrat	   cellulaire.	   La	   taille	   des	  

cardiomyocytes	   est	  modifiée	   et	   hétérogène,	   certains	   pouvant	   être	   atrophiés	   alors	   que	  

d’autres	  sont	  hypertrophiés.	  De	  façon	  générale,	  les	  cardiomyocytes	  du	  cœur	  dilaté	  sont	  

plus	   longs	   et	   plus	   étroits	   que	   dans	   un	   cœur	   sain.	   Ce	   phénomène	   correspond	   à	   un	  

processus	   de	   remodelage	   cellulaire	   appelé	   hypertrophie	   excentrique	   qui	   consiste	   en	  

l’ajout	  d’unités	  contractiles	  (sarcomères)	  en	  série.	  Ce	  remodelage	  est	  destiné	  à	  réduire	  la	  

contrainte	   s’appliquant	   sur	   les	   parois	   ventriculaires	   au	   moment	   de	   la	   contraction	  

cardiaque	  (Gaasch	  &	  Zile,	  2011).	  

	  

2-‐Etiologie	  
	  

L’étiologie	  de	  la	  CMD	  est	  variée	  et	  complexe.	  Elle	  peut	  en	  effet	  être	  primaire	  et	  acquise,	  

liée	  à	  des	  facteurs	  génétiques	  ou	  mixtes,	  mais	  elle	  peut	  aussi	  être	  secondaire	  à	  d’autres	  

affections	   de	   type	   systémique	   (inflammatoire	   ou	   autoimmune	   par	   exemple).	   Les	   CMD	  

primaires	  acquises	  résultent	  généralement	  de	  cardiomyopathies	  inflammatoires	  comme	  

les	   myocardites	   (Castellano	   et	   al,	   2008).	   Elles	   peuvent	   aussi	   être	   secondaires	   à	   la	  
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parturition	  ou	  encore	  être	  induite	  par	  une	  tachycardie	  (Bhattacharyya	  et	  al,	  2012	  ;	  Calo	  

et	  al,	  2007).	  

3-‐Les	  cardiomyopathies	  dilatées	  familiales	  
	  

Dans	   de	   nombreux	   cas,	   la	   CMD	   primaire	   est	   d’origine	   génétique,	   on	   parle	   alors	   de	  

cardiomyopathie	  dilatée	  familiale	  (CMD-‐F).	  La	  proportion	  de	  CMD-‐F	  est	  comprise	  entre	  

20	  et	  48%	  de	  l’ensemble	  des	  cas	  de	  CMD	  (Petretta	  et	  al,	  2011;	  Taylor	  et	  al,	  2006	  )	  et	  se	  

transmet	   préférentiellement	   sur	   le	   mode	   autosomique	   dominant	   (Burkett	   &	  

Hershberger,	  2005).	  La	  CMD-‐F	  est	   très	  hétérogène	  sur	   le	  plan	  génétique.	  En	  effet,	  à	  ce	  

jour,	  une	  quarantaine	  de	  gènes	  ont	  été	  rapportés	  comme	  associés	  aux	  CMD-‐F	  (tableau	  

2).	   Ces	   gènes	   codent	   des	   protéines	   associées	   à	   tous	   les	   compartiments	   cellulaires	  

(canaux	  ioniques,	  sarcomère,	  cytosquelette	  extra-‐sarcomérique,	  matrice	  extracellulaire,	  

noyau...)	   et	   impliquées	   dans	   de	   nombreuses	   fonctions	   du	   cardiomyocyte	   telles	   que	   la	  

génération	   et	   la	   transmission	   de	   la	   force,	   la	   régulation	   de	   l’expression	   génique	   et	  

l’homéostasie	   calcique.	   Ceci	   indique	   que	   les	   causes	   génétiques	   et	   les	   mécanismes	  

physiopathologiques	   sous-‐tendant	   la	   CMD-‐F	   sont	   multiples	   et	   complexes.	   On	   note	  

cependant	   une	   surreprésentation	   des	   gènes	   codant	   des	   protéines	   du	   sarcomère	   et	   du	  

cytosquelette	   comme	   cause	   de	   CMD-‐F	   (Tableau	   2).	   Certains	   de	   ces	   gènes	   sont	   aussi	  

responsables	  de	  pathologies	  musculaires	  associées	  à	  la	  CMD-‐F.	  
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Tableau	  2.	  Gènes	  impliqués	  dans	  les	  CDM-‐F	  (Adaptée	  de	  Hershberger	  et	  al.,	  2011)	  
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4-‐Les	  cardiomyopathies	  dilatées	  liées	  au	  gène	  LMNA	  
	  

4-‐1	  La	  cardiolaminopathie	  «	  classique	  »	  
	  

Parmi	  les	  gènes	  couramment	  analysés	  en	  diagnostic	  génétique	  des	  CMD-‐F,	  	  le	  second	  le	  

plus	  souvent	  identifié	  comme	  causal	  est	  le	  gène	  LMNA.	  Il	  est	  retrouvé	  muté	  dans	  environ	  

6%	  des	  cas	  de	  CMD-‐F	  (Hershberger	  &	  Siegfried,	  2011).	  	  Cette	  proportion	  monte	  à	  33%	  

lorsque	   l’on	   considère	   les	   patients	   présentant	   une	   CMD-‐F	   avec	   défauts	   de	   conduction	  

(Arbustini	   et	   al,	   2002),	   plaçant	   le	   gène	   LMNA	   comme	   l’une	   des	   premières	   causes	  

génétiques	   de	   ce	   type	   d’atteinte.	   La	   nomenclature	   OMIM	   de	   la	   CMD	   associée	   à	   des	  

mutations	  du	  gène	  LMNA	  est	  CMD1A	  (OMIM	  #115200),	  alternativement	  représentée	  par	  

l’acronyme	   DCM-‐CD	   (Cardiomyopathie	   dilatée	   avec	   défaut	   de	   conduction)	   et	   que	  

j’appellerai	   «	  cardiolaminopathie	  »	   dans	   la	   suite	   de	   ce	   mémoire.	   Elle	   a	   été	   décrite	   en	  

1999	   (Fatkin	   et	   al,	   1999).	   Il	   existe	   une	   grande	   variabilité	   dans	   l’âge	   d’apparition	   des	  

premiers	   symptômes	   cardiaques,	   cependant	   on	   peut	   dresser	   un	   enchainement	  

stéréotypé	  d’événements	  en	  trois	  stades	  (van	  Berlo	  et	  al,	  2005a)	  (Figure	  9).	  	  

	  

1) Le	   premier	   signe	   apparait	   généralement	   entre	   20	   et	   30	   ans	   sous	   la	   forme	   de	  

troubles	   conductifs	   (bloc	   auriculoventriculaire	   (BAV)	   de	   premier	   degré,	   blocs	  

intraventriculaires)	  et	  du	  rythme	  supraventriculaire.	  	  

2) Ces	   troubles	   conductifs	   s’aggravent	   ensuite,	   avec	   l’apparition	   de	   BAV	   de	  

deuxième	   ou	   troisième	   degré,	   et	   apparaissent	   des	   troubles	   du	   rythme	  

ventriculaire	  graves.	  Cette	  aggravation	  des	  troubles	  électriques	  nécessite	  souvent	  

la	  pose	  d’un	  appareillage	  (pacemaker,	  défibrillateur	  implantable).	  Parallèlement	  

à	  cela,	  la	  fonction	  systolique	  ventriculaire	  gauche	  commence	  à	  diminuer.	  

3) La	   troisième	   «	  phase	  »	   correspond	   à	   la	   détérioration	   importante	   de	   la	   fonction	  

systolique	   ventriculaire	   gauche,	   associée	   à	   la	   dilatation	   ventriculaire.	   Cette	  

dysfonction	  contractile	  est	  associée	  à	  un	  risque	  thromboembolique	  accru	  et	  peut	  

aboutir	   à	   l’insuffisance	   cardiaque	   terminale	   et	   à	   la	   nécessité	   d’une	  

transplantation	  cardiaque.	  	  
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De	  façon	  générale,	  l’évolution	  de	  la	  cardiolaminopathie	  est	  plus	  agressive	  et	  le	  pronostic	  

vital	  des	  patients	  est	  moins	  bon	  que	  pour	  les	  autres	  formes	  de	  CMD	  d’origine	  génétique	  

(Arbustini	  et	  al,	  2002	  ;	  Taylor	  et	  al,	  2003)	  (Figure	  10).	  L’âge	  moyen	  de	  décès	  est	  en	  effet	  

de	  46	  ans.	  A	  l’âge	  de	  45	  ans,	  55%	  des	  patients	  porteurs	  de	  mutations	  LMNA	  sont	  décédés	  

ou	  ont	  subit	  une	   transplantation	  cardiaque	  contre	  11%	  des	  patients	  souffrant	  de	  CMD	  

sans	   mutation	   LMNA	   (Taylor	   et	   al,	   2003).	   Les	   troubles	   du	   rythme	   ventriculaire	  

constituent	   la	  cause	  principale	  des	  décès.	  Les	  résultats	  de	   la	  méta-‐analyse	  réalisée	  par	  
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van	   Berlo	   et	   al.	   en	   2005	   (van	   Berlo	   et	   al,	   2005a)	   indiquent	   que	   parmi	   les	   patients	  

décédés	   de	  mort	   subite	   (46%	  de	   la	   cohorte),	   43%	  étaient	   porteurs	   de	   pacemaker.	  De	  

plus,	   un	   événement	   de	   mort	   subite	   est	   parfois	   le	   premier	   signe	   clinique	   de	  

cardiolaminopathie.	  Une	  étude	  récente	  (van	  Rijsingen	  et	  al,	  2012),	  évaluant	  les	  facteurs	  

de	   risques	   pour	   des	   arythmies	   ventriculaires	   malignes	   chez	   les	   patients	   porteurs	   de	  

mutation	  LMNA,	  a	  montré	  que	  le	  délai	  moyen	  entre	   le	  premier	  événement	  d’arythmies	  

ventriculaires	  malignes	   et	   l’établissement	  d’une	   insuffisance	   cardiaque	   terminale	  n’est	  

que	   de	   16	   mois	   dans	   la	   cohorte	   étudiée.	   Ceci	   souligne	   une	   fois	   encore	   le	   caractère	  

agressif	  de	  l’atteinte.	  

	  

	  

4-‐2	  Autres	  atteintes	  cardiaques	  liées	  à	  des	  mutations	  du	  gène	  LMNA	  
	  

D’autres	  atteintes	  plus	  «	  atypiques	  »	  du	  muscle	  cardiaque	  liées	  à	  des	  mutations	  du	  gène	  

LMNA	  ont	  été	  décrites.	  On	  recense	  notamment	  des	  CMD	  avec	  des	  caractéristiques	  de	  non	  

compaction	  du	   ventricule	   gauche	   (Hermida-‐Prieto	   et	   al,	   2004),	   avec	   anévrysme	  apical	  

du	  ventriculaire	  gauche	  (Forissier	  et	  al,	  2003),	  des	  cardiomyopathies	  arythmogènes	  du	  

ventricule	   droit	   (Larsen	   et	   al,	   2011	  ;	   Quarta	   et	   al,	   2011),	   des	   cardiomyopathies	  

hypertrophiques	  (Mercuri	  et	  al,	  2005).	  	  Ces	  observations	  restent	  cependant	  rares.	  
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4-‐3	  Physiopathologie	  des	  cardiolaminopathies	  
	  

Malgré	  la	  progression	  des	  connaissances	  sur	  la	  physiopathologie	  des	  laminopathies,	  les	  

mécanismes	  exacts	  conduisant	  à	  la	  cardiolaminopathie	  restent	  encore	  très	  peu	  connus.	  

Les	  études	  de	  corrélation	  génotype-‐phénotype	  n’ont	  pas	  établi	  de	  relation	  claire	  et	  forte	  

entre	  le	  type	  de	  mutation	  et	  l’apparition	  d’un	  phénotype,	  comme	  je	  l’ai	   indiqué	  dans	  la	  

première	  partie	  de	  cette	  introduction.	  Pour	  les	  laminopathies	  du	  muscle	  strié	  en	  général,	  

et	  les	  cardiolaminopathies	  en	  particulier,	  il	  apparaît	  que	  les	  mutations	  de	  type	  non-‐sens	  

et	  tronquantes	  sont	  plus	  fréquemment	  retrouvées	  comparées	  aux	  autres	  laminopathies	  

(voir	  plus	  haut).	  Parmi	  les	  individus	  souffrant	  de	  laminopathies,	  24,2%	  développent	  une	  

cardiolaminopathie	  isolée	  et	  34,3%	  une	  cardiolaminopathie	  associée	  à	  une	  atteinte	  des	  

muscles	  squelettiques.	  L’analyse	  de	   la	  base	  UMD-‐LMNA	   révèle	  que	  33,7%	  des	  patients	  

avec	   une	   cardiolaminopathie	   isolée	   sont	   porteurs	   de	   mutation	   de	   type	   non-‐sens	   ou	  

tronquante,	   contre	   seulement	   8,5%	   pour	   les	   patients	   du	   groupe	   «	  cardiolaminopathie	  

associée	  à	  une	  atteinte	  des	  muscles	  squelettiques	  ».	  Ces	  proportions	  semblent	  indiquer	  

que	  le	  muscle	  squelettique	  est	  moins	  «	  sensible	  »	  à	  l’haploinsuffisance	  des	  lamines	  A/C	  

que	  le	  cœur.	  De	  plus,	  l’analyse	  de	  la	  répartition	  des	  mutations	  faux-‐sens	  indique	  que	  le	  

coil1B	   est	   plus	   affecté	   dans	   les	   cardiolaminopathies	   (Figure	   11),	   suggérant	   qu’une	  

modification	  d’interaction	  avec	  des	  partenaires	  protéiques	  spécifiques	  de	  ce	  domaine	  et	  

à	   expression	   cardiaque	   pourrait	   jouer	   un	   rôle	   dans	   la	   physiopathologie	   des	  

cardiomyopathies	  liées	  au	  gène	  LMNA.	  	  



 55 

	  
	  

Dans	   la	   recherche	   de	   mécanismes	   physiopathologiques,	   l’étude	   de	   modèles	   animaux	  

apporte	  de	  nombreuses	  pistes	  de	  recherche.	  Plusieurs	  modèles	  murins	  reproduisant	  des	  

mutations	  associées	  à	  des	  LMS	  ont	  été	  générés	  (tableau	  3).	  	  Les	  deux	  plus	  étudiés	  sont	  la	  

souris	  LmnaH222P/H222P	  et	  les	  souris	  Lmna-‐/-‐	  et	  Lmna+/-‐.	  	  Les	  souris	  n’exprimant	  ni	  lamine	  

A	   ni	   lamine	   C,	   Lmna-‐/-‐,	   développent	   des	   défauts	   de	   croissance	   importants	   et	   une	  

dystrophie	  musculaire	   associée	   à	   une	   cardiomyopathie	   dilatée	   et	   une	   diminution	   très	  

importante	  du	  tissu	  adipeux	  notamment	  (De	  Sandre-‐Giovannoli	  et	  al,	  2002	  ;	  Nikolova	  et	  

al,	   2004;	   Sullivan	   et	   al,	   1999	  ).	   Elles	   ne	   survivent	   pas	   au	   delà	   de	   8	   semaines.	   Dans	   ce	  

modèle	  d’invalidation	  du	  gène	  Lmna,	   les	  souris	  hétérozygotes	  Lmna+/-‐	  n’expriment	  que	  

50%	  du	   niveau	   normal	   des	   lamines	   A/C	   et	   développent	   à	   l’âge	   adulte	   une	   pathologie	  

cardiaque	  modérée	   sans	   autre	   atteinte	   associée.	   Seules	   20%	   d’entre	   elles	   décèdent	   à	  

partir	  de	  l’âge	  de	  8	  mois	  (35	  semaines)	  (Chandar	  et	  al,	  2010	  ;	  Wolf	  et	  al,	  2008).	  	  
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Tableau	  3.	  Modèles	  murins	  reproduisant	  des	  mutations	  associées	  à	  des	  laminopathies	  
du	  muscle	  strié.	  

	  
	  LmnaTgM371K	  :	   surexpression	   cardiaque	   de	   lamines	  mutées.	   	   LmnanPLAO	  :	   expression	   de	  
prélamine	   A	   non	   farnésylée	   uniquement.	   ?	  :	   80%	   des	   animaux	   sont	   toujours	   en	   vie	   à	  
l’âge	  de	  100	  semaines	  (fin	  du	  suivi).	  M	  :	  mâles,	  F	  :	  femelles.	  
	  
	  
Les	  modèles	  LmnaH222P/H222P	  et	  Lmna+/-‐	  reproduisent	  assez	  fidèlement	  la	  CMD	  observée	  

chez	  les	  patients	  porteurs	  de	  mutations	  LMNA	  :	   ils	  développent	  tous	  deux	  des	  troubles	  

du	   rythme	  et	  de	   la	   conduction,	   suivis	  de	   l’apparition	  d’une	  CMD	  (Arimura	  et	   al,	   2005;	  

Chandar	  et	  al,	  2010	  ;	  Wolf	  et	  al,	  2008	  ).	  L’atteinte	  cardiaque	  est	  cependant	  plus	  sévère	  et	  

plus	  précoce	  	  chez	  les	  animaux	  LmnaH222P/H222P	  qui	  décèdent	  entre	  4	  et	  6	  mois	  pour	  les	  

mâles	   et	   entre	   7	   et	   9	   mois	   pour	   les	   femelles,	   et	   elle	   est	   associée	   à	   une	   dystrophie	  

musculaire	   (Arimura	   et	   al,	   2005).	   L’activation	   de	   la	   voie	   TGFβ/Smad,	   avec	   une	  

accumulation	  de	  Smad2/3	  phosphorylés	  dans	  les	  noyaux,	  a	  été	  suspectée	  de	  participer	  à	  

la	   fibrose	   importante	  observée	  dans	   le	  cœur	  des	  souris	  LmnaH222P/H222P	  (Arimura	  et	  al,	  

2005).	  

	  De	  façon	  intéressante,	  Wolf	  et	  al.,	  ont	  montré	  que	  l’apoptose	  spécifique	  et	  précoce	  des	  

cellules	   du	   tissu	   de	   conduction	   cardiaque	   est	   l’événement	   premier	   en	   cause	   dans	  

l’apparition	  des	  troubles	  rythmiques	  et	  conductifs	  chez	  les	  animaux	  Lmna+/-‐	  (Wolf	  et	  al,	  

Mutation	   Domaine	  
protéique	   Phénotype	   Létalité	  

(semaines)	   Références	  

Lmna-‐/-‐	   -‐	  

-‐	  dystrophie	  musculaire	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  
-‐	  cardiomyopathie	  dilatée	  
avec	  troubles	  du	  rythme	  et	  
de	  conduction	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  
-‐	  défauts	  du	  tissu	  adipeux	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  
-‐	  défauts	  osseux	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  
-‐	  neuropathie	  

4-‐8	  

(Cutler	  et	  al,	  2002	  ;	  De	  
Sandre-‐Giovannoli	  et	  al,	  
2002;	  Li	  et	  al,	  2011b	  ;	  
Nikolova	  et	  al,	  2004	  ;	  
Sullivan	  et	  al,	  1999	  )	  

Lmna+/-‐	   -‐	  
Cardiomyopathie	  dilatée	  
avec	  troubles	  du	  rythme	  et	  
de	  la	  conduction	  

40-‐	  ?	   (Chandar	  et	  al,	  2010;	  
Wolf	  et	  al,	  2008	  )	  

LmnaH222P/H222P	   Linker	  12	  
-‐	  dystrophie	  musculaire	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  
-‐	  cardiomyopathie	  dilatée	  
avec	  troubles	  du	  rythme	  et	  
de	  conduction	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  

18-‐36	  (M)	  	  	  	  	  	  
31-‐58	  (F)	   (Arimura	  et	  al,	  2005)	  

LmnaN195K/N195K	   Coil1b	  
-‐	  dystrophie	  musculaire	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  
-‐	  cardiomyopathie	  dilatée	  
avec	  troubles	  du	  rythme	  et	  
de	  conduction	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  

12-‐14	   (Mounkes	  et	  al,	  2005)	  

LmnaTgM371K	   Coil2	   Cardiomyopathie	   2-‐7	   (Wang	  et	  al,	  2006)	  
LmnanPLAO	   Queue	   Cardiomyopathie	  dilatée	   20-‐40	  (M)	  	  	  	  	  

30-‐80	  (F)	   (Davies	  et	  al,	  2010)	  
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2008).	  En	  parallèle,	  des	  défauts	  de	  mécanotransduction	  ont	  aussi	  été	  mis	  en	  évidence	  in	  

vivo	   chez	   les	   souris	  Lmna-‐/-‐	   et	  Lmna+/-‐,	   corroborant	   ce	   qui	   était	   connu	   sur	   les	   cellules	  

Lmna-‐/-‐	  (voir	  plus	  haut).	  Dans	  le	  cœur	  des	  souris	  Lmna-‐/-‐	  un	  défaut	  de	  transmission	  de	  la	  

force	   résultant	   d’une	   distorsion	   du	   réseau	   de	   desmine	   a	   été	   observé	   (Nikolova	   et	   al,	  

2004).	  Cette	  altération	  de	  la	  transmission	  de	  force	  est	  visible	  chez	  les	  souris	  Lmna+/-‐,	  qui	  

ne	  développent	  qu’une	  réponse	  hypertrophique	  limitée	  en	  réponse	  à	  une	  constriction	  de	  

l’aorte	  thoracique	  (Cupesi	  et	  al,	  2010).	  	  	  	  

	  

4-‐4	  Prise	  en	  charge	  thérapeutique	  des	  patients	  	  
	  

Malgré	   les	   avancées	   que	   j’ai	   présentées	   ci-‐dessus,	   les	   mécanismes	   spécifiques	  

conduisant	   à	   l’atteinte	   cardiaque	   n’étant	   pas	   encore	   élucidés,	   le	   traitement	   de	   la	  

cardiolaminopathie	   est	   celui	   des	   pathologies	   de	   la	   conduction	   ou	   du	   rythme	   et	   de	  

l’insuffisance	  cardiaque.	  

Les	   troubles	   supraventriculaires	   peuvent	   nécessiter	   la	  mise	   en	   place	   d’un	   pacemaker.	  

Cependant,	   ce	   dispositif	   est	   parfois	   insuffisant	   et	   ne	   prévient	   pas	   les	   événements	  

rythmiques	  graves,	  source	  de	  mort	  subite.	  Plusieurs	  études	  indépendantes	  (Meune	  et	  al,	  

2006	  ;	  Pasotti	  et	  al,	  2008	  ;	  van	  Rijsingen	  et	  al,	  2012)	  évaluant	  la	  survenue	  d’événements	  

cardiaques	  majeurs,	  et	  en	  particulier	  de	  mort	  subite,	  ont	  souligné	  l’importance	  du	  suivi	  

cardiologique	   des	   sujets	   encore	   asymptomatiques	   porteurs	   de	   mutation	   LMNA.	   En	  

particulier,	   la	  pose	  prophylactique	  de	  défibrillateur	  cardiaque	   implantable	  a	  démontré	  

des	  effets	  bénéfiques	  majeurs	  et	  a	  permis	  de	  sauver	  des	  vies	  chez	  ces	  patients	  (Meune	  et	  

al,	  2006	  ;	  van	  Rijsingen	  et	  al,	  2012).	  

Le	   traitement	   pharmacologique	   de	   la	   dysfonction	   ventriculaire	   gauche	   repose	   sur	  

l’utilisation	   des	   inhibiteurs	   de	   l’enzyme	   de	   conversion	   de	   l’angiotensine,	   ou	   les	  

antagonistes	   de	   l’angiotensine	   2,	   en	   association	   aux	   bêtabloquants.	   Certains	   anti-‐

arythmiques	   comme	   l’amiodarone	   sont	   utilisés.	   D’autre	   part,	   le	   risque	  

thromboembolique	  étant	  élevé	  chez	  ces	  patients	  (Boriani	  et	  al,	  2003	  ;	  Redondo-‐Verge	  et	  

al,	  2011),	  l’utilisation	  d’anti-‐vitamines	  K	  peut	  être	  recommandée.	  	  

Enfin,	  lorsque	  la	  CMD	  évolue	  en	  insuffisance	  cardiaque	  terminale	  malgré	  les	  traitements	  

pharmacologiques,	   la	   transplantation	   cardiaque	  peut	   être	   envisagée	   chez	   les	   sujets	  de	  

moins	  de	  60	  ans.	  Cependant,	  la	  coexistence	  de	  pathologies	  respiratoires	  et	  musculaires	  

sévères	  chez	  certains	  patients	  est	  une	  contre-‐indication	  à	  la	  transplantation	  cardiaque.	  	  
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4-‐5	  Nouvelles	  voies	  thérapeutiques	  ?	  
	  

Bien	  que	  la	  physiopathologie	  de	  la	  cardiolaminopathie	  reste	  très	  peu	  connue,	  l’étude	  des	  

modèles	   animaux	   présentant	   le	   même	   type	   d’atteinte	   a	   permis	   de	   découvrir	   de	  

nouveaux	   mécanismes	   et	   de	   tester	   de	   nouvelles	   approches	   thérapeutiques.	   Dans	   ce	  

domaine,	   l’étude	   du	  modèle	  murin	  LmnaH222P/H222P	   a	   ouvert	   de	   nouvelles	   perspectives	  

pour	  la	  compréhension	  et	  le	  traitement	  de	  cette	  pathologie.	  	  

4-‐5-‐1	  Améliorer	  les	  défauts	  contractiles	  ?	  Traitement	  au	  SCH0013	  
	  

Dans	   le	   but	   de	   palier	   à	   la	   dysfonction	   contractile	   cardiaque	   apparaissant	  

progressivement	   chez	   ces	   animaux,	   Arimura	   et	  al.,	   ont	   utilisé	   un	   agent	   augmentant	   la	  

sensibilité	   calcique	   du	   myocarde,	   le	   SCH00013	   (Arimura	   et	   al,	   2010).	   Bien	   que	   non	  

spécifique,	   cette	   approche	   était	   prometteuse	   pour	   améliorer	   la	   contractilité	   cardiaque	  

sans	   augmentation	   des	   concentrations	   calciques	   et	   d’AMPc	   intracellulaires,	   source	  

d’effets	  cardiotoxiques	  et	  arythmogènes.	  L’effet	  de	   l’administration	  orale	  de	  SCH00013	  

s’est	  révélé	  bénéfique.	  Il	  a	  permis	  de	  retarder	  l’apparition	  de	  la	  dysfonction	  contractile,	  

de	  limiter	  le	  remodelage	  et	  la	  fibrose	  cardiaque	  et	  de	  prolonger	  la	  survie	  chez	  les	  souris	  

femelles.	   Son	  effet	   a	   été	   cependant	  plus	  mitigé	   chez	   les	   souris	  mâles	   avec	  un	  meilleur	  

temps	  de	  survie	  médian	  mais	  sans	  amélioration	  du	  taux	  de	  survie	  globale.	  	  	  

	  4-‐5-‐2	  Contrecarrer	  les	  mécanismes	  primaires	  ?	  Les	  voies	  MAPK	  
	  

En	   parallèle	   de	   cette	   étude,	   l’équipe	   de	   Worman	   et	   Muchir	   a	   mis	   en	   évidence	  

l’implication	   des	   voies	   MAPK	   (Mitogen-‐Activated	   Protein	   Kinases)	   dans	   l’atteinte	  

cardiaque	  de	  ces	  mêmes	  souris	  LmnaH222P/H222P	  (Muchir	  et	  al,	  2007b).	  	  

4-‐5-‐2-‐1	  Mitogen-‐Activated	  Protein	  Kinases	  
	  

Très	  conservées	  de	  la	  levure	  à	  l’homme	  (Widmann	  et	  al,	  1999),	  elles	  se	  subdivisent	  en	  4	  

grandes	   familles	  :	   extracellular	   signal-‐regulated	  kinases	   (ERK1/2),	   c-‐Jun	  NH2-‐terminal	  

kinases	  (JNK1,	  -‐2	  and	  -‐3),	  p38	  kinase	  (α,	  β,	  γ,	  δ),	  et	  big	  MAPK	  (BMK	  or	  ERK5)	  (Johnson	  &	  

Lapadat,	  2002	  ;	  Pearson	  et	  al,	  2001	  ;	  Qi	  &	  Elion,	  2005).	  	  

L'activation	  des	  MAPK	  nécessite	   la	  double	  phosphorylation	  d'un	  motif	  Thr-‐X-‐Tyr	  (où	  X	  

est	  soit	  une	  Gly,	  Pro,	  ou	  Glu)	  dans	  la	  boucle	  de	  régulation	  de	  ces	  protéines	  (Canagarajah	  

et	   al,	   1997	  ;	   Raingeaud	   et	   al,	   1995).	   L'événement	   typique	   qui	   mène	   à	   cette	  
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phosphorylation	   est	   une	   cascade	   à	   trois	   niveaux	   de	   kinases	   dans	   laquelle	   une	   MAPK	  

kinase	   kinase	   (MAPKKK,	  MAP3K,	  MEKK,	   ou	  MKKK)	   active	   une	  MAPK	  kinase	   (MAPKK,	  

MAP2K,	  MEK	  ou	  MKK),	  qui	  à	  son	  tour	  active	  la	  MAPK	  par	  une	  série	  de	  phosphorylations	  

(Figure	   12).	   Cette	   cascade	   d'activation	   canonique	   permet	   l'amplification	   du	   signal,	   sa	  

modulation,	   et	   la	   spécificité	   de	   réponse	   à	   différents	   stimuli	   (Ferrell,	   1996).	   Une	   fois	  

activées,	   les	  MAPK	   phosphorylent	   la	   sérine	   ou	   thréonine	   d’un	  motif	   spécifique	   Pro-‐X-‐

Thr/Ser-‐Pro	  sur	  leurs	  protéines	  cibles	  (Songyang	  et	  al,	  1996).	  La	  durée	  et	  le	  niveau	  de	  la	  

signalisation	  des	  MAPK	  sont	  régulés	  par	  des	  phosphatases	  à	  spécificité	  Tyr	  ou	  Ser/Thr,	  

ou	   des	   phosphatases	   à	   double	   spécificité	   (Martin	   et	   al,	   2005	  ;	   Owens	  &	  Keyse,	   2007).	  

Parmi	  ces	  phosphatases	  on	  peut	  citer	  la	  protéine	  phosphatase	  2A	  (PP2A)	  (Junttila	  et	  al,	  

2008).	  
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Les	   MAPK	   sont	   impliquées	   dans	   un	   très	   grand	   nombre	   de	   processus	   biologiques	   en	  

réponse	   à	   des	   signaux	   externes	   (facteurs	   de	   croissance,	   cytokines,	   canaux	   ioniques,	  

stress	   environnemental…)	   et	   internes	   (remodelage	   du	   cytosquelette,	   kinases…).	   Cette	  

grande	  variété	  de	   fonction	   tient	   au	   très	   large	   spectre	  de	   substrats	  de	   ces	  kinases,	   tels	  

que	   de	   nombreux	   facteurs	   de	   transcription	   (c-‐fos,	   Elk1,	   Elk4,	   c-‐jun,	   JunD,	   p53,	   pRb,	  

NFATc3	   et	   4,	   Smad2/3	   et	   4…),	   des	   protéines	   kinases	   et	   phosphatases	   (FAK1,	   GRK2,	  

PTP2c,	   Calcineurine,	   Akt…),	   des	   composants	   du	   cytosquelette	   (paxilline,	   microtuble-‐

associated	   proteins,	   Tau,	   kinésine,	   connexine	   43,	   lamine	   B2…),	   des	   facteurs	   régulant	  

l’apoptose	   (Bcl2,	   Bax,	   Bad…)	   et	   d’autres	  molécules	   impliquées	   dans	   des	   processus	   de	  

signalisation	  cellulaire	  multiples	  (EGFR,	  PLCβ	  et	  γ,	  PDE4…)	  (Bogoyevitch	  &	  Kobe,	  2006	  ;	  

Yoon	  &	  Seger,	  2006).	  

L’abondante	  littérature	  décrivant	  la	  régulation	  et	  les	  nombreux	  rôles	  des	  MAPK	  dans	  la	  

physiologie	   cellulaire	   de	   différents	   types	   cellulaires	   ou	   systèmes	   reflète	   la	   grande	  

complexité	   de	   ces	   voies	   de	   signalisation.	   Après	   avoir	   introduit	   rapidement	   leurs	   rôles	  

dans	   la	   physiologie	   et	   les	   pathologies	   cardiaques,	   je	   me	   concentrerai	   ici	   sur	   leur	  

implication	  dans	  la	  CMD	  liée	  au	  gène	  LMNA.	  

4-‐5-‐2-‐2	  MAPK,	  fonction	  et	  dysfonction	  cardiaque	  
	  

Le	  rôle	  de	   la	  voie	  Ras-‐Raf-‐MEK-‐ERK1/2	  dans	   la	  physiologie	  et	  pathologie	  cardiaques	  a	  

été	   largement	   étudié	   grâce	   à	   l’utilisation	   de	   modèles	   animaux	   et	   cellulaires	  

surexprimant	   ou	   déficients	   pour	   un	   des	   acteurs	   de	   cette	   voie	   (expression	   de	   formes	  

constitutivement	  actives	  de	  MEK1,	  Ras,	  ou	  dominant	  négatif	  de	  Raf-‐1,	  ERK1-‐/-‐,	  ERK2+/-‐	  

chez	  la	  souris)	  (Bueno	  et	  al,	  2000	  ;	  Harris	  et	  al,	  2004;	  Hunter	  et	  al,	  1995	  ;	  Purcell	  et	  al,	  

2007	  ;	  Ueyama	  et	  al,	  2000	  ;	  Yamaguchi	  et	  al,	  2004	  ;	  Zheng	  et	  al,	  2004	  ).	  L’ensemble	  de	  

ces	   travaux	   a	   montré	   que	   cette	   signalisation	   pouvait	   généralement	   être	   considérée	  

comme	   pro-‐hypertrophique	   et	   favorisant	   la	   survie	   cellulaire	   dans	   un	   contexte	  

ischémique.	  En	   revanche,	   elle	  a	  été	  montrée	  comme	  pouvant	   induire	  des	  arythmies	  et	  

des	  défauts	  de	  la	  régulation	  calcique	  intracellulaire	  par	  modulation	  de	  l’expression	  et	  de	  

la	   fonction	   de	   canaux	   (canal	   Ca2+	   de	   type	   L,	   canaux	   potassiques),	   d’échangeurs	  

(échangeur	   Na+/H+)	   et	   de	   pompes	   ioniques	   (SERCA)	   (Fliegel,	   2009	  ;	   Ho	   et	   al,	   2001	  ;	  

Teos	   et	   al,	   2008	  ;	   Zheng	   et	   al,	   2004).	   Elle	   pourrait	   ainsi	   contribuer	   aux	   défauts	  

contractiles	   et	   à	   l’augmentation	   de	   la	   prévalence	   des	   événements	   d’arrêt	   cardiaque	  

brutaux	  dans	  la	  cardiomyopathie	  hypertrophique.	  
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En	  résumé,	  l’activation	  de	  ERK	  joue	  un	  rôle	  important	  dans	  l’hypertrophie	  cardiaque	  et	  

la	   cardioprotection.	   Cependant,	   le	   résultat	   fonctionnel	   de	   cette	   activation	   peut	   être	  

modulé	  ou	  modifié	  de	   façon	  spécifique	  dans	   le	   temps	  et	   l’espace	  grâce	   l’interaction	  de	  

ERK	   avec	   différentes	   plateformes	   protéiques	   (Jacobs	   et	   al,	   1999	  ;	   Raman	   et	   al,	   2007	  ;	  

Remenyi	   et	   al,	   2005).	   Ces	   processus	   complexes	   d’interaction/régulation	   spécifiques	  

conduisent	   donc	   à	   différents	   phénotypes	   allant	   de	   l’hypertrophie	   dite	   physiologique	   à	  

des	  formes	  pathologiques	  d’hypertrophie	  avec	  remodelage.	  

	  

A	   l’opposé,	   les	   voies	   JNK	   et	   p38	   ont	   montré	   des	   effets	   plus	   contradictoires	   sur	   la	  

physiologie	  cardiaque.	  Selon	  les	  études	  et	  les	  contextes,	  elles	  apparaissent	  pro-‐	  ou	  anti-‐

hypertrophiques,	  pro-‐	  ou	  anti-‐survie,	  indiquant	  à	  quel	  point	  leur	  régulation	  et	  les	  stimuli	  

à	  l’origine	  de	  leur	  activation	  déterminent	  la	  réponse	  cellulaire	  en	  aval	  (Rose	  et	  al,	  2010).	  	  

4-‐5-‐2-‐3	  MAPK	  et	  cardiolaminopathie	  
	  

Comme	   je	   l’ai	   indiqué	  plus	  haut,	  afin	  d’identifier	  des	  mécanismes	  physiopathologiques	  

impliqués	  dans	  le	  développement	  de	  la	  CMD,	  une	  étude	  d’expression	  génique	  globale	  a	  

été	  réalisée	  dans	  le	  cœur	  des	  souris	  LmnaH222P/H222P	  âgées	  de	  10	  semaines	  (Muchir	  et	  al,	  

2007b),	   à	  un	   stade	   très	  précoce	  de	   la	  dysfonction	   cardiaque.	  Cette	   étude	  a	   révélé	  une	  

activation	  des	  voies	  ERK1/2	  et	  JNK.	  Cette	  activation	  a	  été	  montrée	  comme	  directement	  

due	   à	   l’expression	   des	   lamines	   A/C	  mutées	   par	   transfert	   de	   gènes	   dans	   des	   systèmes	  

cellulaires	  simples	  tels	  que	  les	  cellules	  Cos7	  et	  C2C12.	  	  	  	  	  	  

Afin	   d’évaluer	   si	   l’activation	   des	   voies	   ERK1/2	   et	   JNK	   constituait	   un	   mécanisme	  

compensatoire	   bénéfique	   ou	   dommageable	   pour	   le	   cœur	   des	   souris	   LmnaH222P/H222P,	  

l’équipe	  de	  Worman	  et	  Muchir	  a	  réalisé	  des	  traitements	  inhibiteurs	  de	  ces	  deux	  voies	  à	  

différents	  stades	  de	  la	  cardiomyopathie	  (Muchir	  et	  al,	  2012	  ;	  Muchir	  et	  al,	  2009a	  ;	  Wu	  et	  

al,	  2010	  ).	  Leurs	  travaux	  montrent	  que,	  quel	  que	  soit	  le	  stade	  de	  la	  dysfonction	  (précoce	  

à	   8	   semaines	   ou	   avancé	   à	   16	   et	   19	   semaines),	   le	   traitement	   avec	   des	   inhibiteurs	   de	  

MEK1/2	   (PD98059	   et	   Solumetinib,	   inhibant	   l’activation	   finale	   de	   ERK1/2)	   ou	   de	   JNK	  

(SP600125,	  inhibant	  les	  3	  isoformes	  JNK1,	  2	  et	  3)	  a	  des	  effets	  bénéfiques	  sur	  la	  fonction	  

cardiaque	  avec	  un	  maintien	  de	  la	  fraction	  de	  raccourcissement	  (FS),	  une	  diminution	  de	  

la	  fibrose	  myocardique	  associée	  à	  une	  diminution	  du	  remodelage	  matriciel,	  ainsi	  qu’une	  

normalisation	  de	   l’expression	  des	   facteurs	  natriurétiques.	  En	  particulier,	   le	   traitement	  

permanent	  au	  Solumetinib	  commencé	  à	  un	  stade	  où	  la	  fonction	  cardiaque	  est	  déjà	  bien	  
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altérée	   (FS	   diminuée	   de	   25	   à	   30%	   comparée	   aux	   Wt)	   a	   permis	   de	   prolonger	  

modérément	  (3	  semaines)	  mais	  	  significativement	  la	  survie	  des	  animaux	  traités	  (Muchir	  

et	  al,	  2012).	  

L’ensemble	  de	  ces	  études	  indique	  que	  l’activation	  des	  voies	  ERK1/2	  et	  JNK	  joue	  un	  rôle	  

délétère	   majeur	   dans	   la	   progression	   de	   la	   cardiomyopathie	   chez	   les	   souris	  

LmnaH222P/H222P.	  	  

De	   façon	   plus	   générale,	   il	   semble	   que	   l’activation	   des	   voies	  MAP	   kinases	   constitue	   un	  

mécanisme	  commun	  à	  différents	  défauts	  des	  lamines	  A/C.	  En	  effet,	   il	  a	  été	  montré	  que	  

l’expression	  de	  gènes	  connus	  comme	  cibles	  des	  MAP	  kinases	  (c-‐jun	  et	  Elk1	  notamment)	  

était	   stimulée,	   en	   réponse	   à	   l’expression	   de	   différentes	   lamines	   A	   mutées	   dans	   des	  

cellules	   Cos7.	   Muchir	   et	   al.	   ont	   en	   effet	   montré	   que	   les	   mutations	   N195K,	   R298C	   et	  

N456I	   conduisaient	   à	   l’activation	   transcriptionnelle	   de	   ces	   gènes	   cibles	   (Muchir	   et	   al,	  

2007b).	   De	   la	   même	   manière,	   la	   diminution	   d’expression	   des	   lamines	   A/C	   et	   de	  

l’émerine	  par	  ARN	  interférence	  (Muchir	  et	  al,	  2009b)	  (ou	  modèle	  d’invalidation	  du	  gène	  

Emd	   chez	   la	   souris	   (Muchir	   et	   al,	   2007a))	   active	   ces	   voies	   MAPK.	   Enfin,	   de	   manière	  

particulièrement	  intéressante,	  la	  voie	  ERK1/2	  est	  aussi	  activée	  dans	  le	  cœur	  de	  patients	  

souffrant	   de	   CMD	   liée	   au	   gène	   LMNA	   (Muchir	   et	   al,	   2012).	   Il	   apparaît	   donc	   que	   la	  

modulation	  des	  voies	  MAPK	  chez	  les	  patients	  pourrait	  avoir	  un	  impact	  bénéfique	  sur	  la	  

progression	  de	  la	  CMD	  et	  constituer	  une	  future	  voie	  thérapeutique	  à	  explorer.	  

4-‐5-‐3	  Réparer	  le	  cœur	  ?	  La	  thérapie	  cellulaire	  
	  

Le	  groupe	  de	   Jean-‐Thomas	  Vilquin	  et	  Cyril	  Catelain	  a	  évalué	   le	  bénéfice	  de	   la	   thérapie	  

cellulaire	  cardiaque	  pour	  contrecarrer	  les	  effets	  délétères	  de	  la	  mutation	  p.H222P	  sur	  le	  

modèle	   murin	   LmnaH222P/H222P.	   Ce	   type	   d’approche	   a	   été	   très	   utilisé	   dans	   les	  

cardiomyopathies	  ischémiques	  mais	  très	  peu	  dans	  des	  modèles	  de	  CMD	  génétiques.	  

Des	  myoblastes	  murins	  ou	  des	  cellules	  souches	  embryonnaires	  (ES)	  murines	  prétraitées	  

au	   BMP-‐2	   afin	   d’induire	   la	   différenciation	   cardiomyocytaire,	   ont	   été	   injectés	   dans	   le	  

cœur	   des	   souris	   LmnaH222P/H222P	   immunosupprimées.	   L’évaluation	   de	   la	   fonction	  

cardiaque	  avant	  et	  à	  8	  semaines	  après	  la	  transplantation	  a	  montré	  une	  stabilisation	  de	  la	  

fonction	   chez	   les	   souris	   ayant	   reçues	   les	  myoblastes	   (fraction	   de	   raccourcissement	  :	   -‐

12±10%),	   alors	   que	   les	   souris	   transplantées	   avec	   les	   cellules	   ES	   n’ont	   pas	   montré	  

d’évolution	   différente	   des	   souris	   contrôles	   injectées	   avec	   du	   milieu	   (fraction	   de	  

raccourcissement	  :	   -‐32±8%	   et	   -‐41±8%,	   respectivement).	   De	   plus,	   dans	   les	   cœurs	  
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explantés,	   des	   myoblates	   greffés	   et	   différenciés	   ont	   pu	   être	   mis	   en	   évidence,	   alors	  

qu’aucune	  cellule	  ES	  n’a	  été	  retrouvée	  (Catelain	  et	  al.,	  soumis).	  Ces	  résultats	  suggèrent	  

que	  la	  thérapie	  cellulaire	  pourrait	  aussi	  représenter	  un	  moyen	  thérapeutique	  à	  explorer	  

pour	  les	  cardiolaminopathies.	  
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V-‐	  Système	  ubiquitine-‐protéasome	  
	  

Les	  cellules	  ont	  trois	  grands	  systèmes	  de	  contrôle	  qualité	  des	  protéines	  qui	  agissent	  en	  

collaboration	   ou	   séparément	   afin	   d’assurer	   l’homéostasie	   des	   protéines	   et	   d'éviter	   la	  

production	   de	   protéines	   aberrantes,	   limitant	   ainsi	   les	   dommages	   cellulaires.	   (i)	   Le	  

premier	   échelon	  de	   ce	   contrôle	   est	   le	   système	  des	   chaperonnes	  moléculaires	   qui	   sont	  

impliquées	  dans	  le	  repliement	  des	  protéines	  et	  la	  stabilisation	  de	  leur	  conformation.	  (ii)	  

L'autophagie	   est	   un	   processus	   peu	   sélectif	   de	   dégradation	   de	   protéines	   et	   plus	  

spécifiquement	   d’organelles	   endommagés	   ou	   à	   recycler,	   via	   les	   lysosomes.	   (iii)	   Le	  

système	   ubiquitine-‐protéasome	   (UPS)	   est	   un	   acteur	   majeur	   et	   très	   sélectif	   de	   la	  

dégradation	   de	   protéines	   intracellulaires,	   cytoplasmiques	   et	   nucléaires.	   L'UPS	   est	  

responsable	  de	  la	  dégradation	  de	  plus	  de	  70%	  des	  protéines	  intracellulaires	  (Rock	  et	  al,	  

1994)	   et	   est	   impliqué	   dans	   une	   variété	   de	  mécanismes	   cellulaires	   de	   base	   tels	   que	   la	  

prolifération	  cellulaire,	  l'adaptation	  au	  stress	  et	  la	  mort	  cellulaire,	  sa	  principale	  fonction	  

étant	   d'empêcher	   l'accumulation	   de	   protéines	   endommagées,	   mal	   conformées	   ou	  

mutées	  (Glickman	  &	  Ciechanover,	  2002).	  

	  

1-‐Structure	  et	  fonction	  
	  

L'UPS	   est	   un	   système	   protéolytique	   ATP-‐dépendant	   qui	   nécessite	   d'abord	   la	  

polyubiquitination	  des	  protéines	  cibles	  avant	  leur	  dégradation	  par	  le	  protéasome	  26S.	  	  

	  

1-‐1	  Polyubiquitination	  des	  substrats	  
	  
La	  polyubiquitination	  consiste	  à	   lier	  de	   façon	  covalente	   la	  partie	  carboxy-‐terminale	  de	  

l’ubiquitine	  (petite	  protéine	  ubiquitaire	  et	  conservée	  de	  76	  acides	  aminés)	  à	  un	  résidu	  

lysine	   du	   substrat.	   L’ubiquitine	   possède	  7	   lysines	   (K6,	  K11,	  K27,	  K29,	  K33,	  K48,	  K63)	  

qui,	   chacune,	   permettent	   son	   autopolymérisation.	   Les	   différentes	   chaînes	   formées	   à	  

partir	   de	   ces	   différentes	   lysines	   de	   «	  branchement	  »	   ont	   été	   impliquées	   dans	   des	  

processus	   divers,	   non	   nécessairement	   liés	   à	   la	   destruction	   protéique	   tels	   que	   les	  

processus	  de	  réparation	  de	  l’ADN,	  de	  régulation	  de	  l’activité	  de	  facteurs	  de	  transcription,	  

d’adressage	   des	   protéines	   ou	   d’endocytose,	   entre	   autres	   (Welchman	   et	   al,	   2005).	   Les	  

plus	   représentées	  dans	   la	   cellule	   sont,	  de	   loin,	   les	   chaînes	  K48	  qui	   servent	  de	   signaux	  
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d’adressage	  au	  protéasome.	  

La	   réaction	   de	   polyubiqitination	   implique	   l'action	   concertée	   d’enzymes	   spécifiques	  

(Figure	  13)	  :	  	  

-‐ une	  enzyme	  d’activation	  de	   l’ubiquitine	   (E1)	  qui	  active	   l’ubiquitine	  en	  présence	  

d’ATP	   en	   formant	   une	   liaison	   thiolester	   entre	   un	   résidu	   cystéine	   de	   son	   site	  

catalytique	  et	  l’ubiquitine,	  puis	  transfère	  l’ubiquitine	  activée	  sur	  l’une	  des	  E2s.	  	  

-‐ une	   enzyme	   de	   conjugaison	   de	   l’ubiquitine	   (E2)	   qui	   est	   capable	   d’attacher	  

l’ubiquitine	  à	  la	  protéine	  cible	  en	  général	  avec	  l’aide	  d’une	  E3.	  

-‐ une	   ubiquitine	   ligase	   (E3)	   qui	   joue	   un	   rôle	   dans	   la	   reconnaissance	   entre	  

l’ubiquitine	  et	  les	  différentes	  protéines	  cibles.	  

-‐ et	  dans	  certains	  cas,	  une	  enzyme	  d’élongation	  de	  la	  chaine	  d’ubiquitine	  (E4).	  	  

	  

	  

	  
	  

Bien	   qu'il	   n'y	   ait	   qu’une	   seule	   enzyme	   E1,	   environ	   50	   enzymes	   E2	   et	   plus	   de	   100	  

enzymes	  E3	  ont	  été	  décrites.	  C’est	  cette	  dernière	  qui	  confère	  la	  spécificité	  du	  processus	  

de	  dégradation,	  en	  reconnaissant	  de	  manière	  spécifique	  les	  substrats	  à	  dégrader.	  

L’ubiquitination	   est	   régulée	   par	   la	   signalisation	   intracellulaire	   via	   des	   modifications	  
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post-‐traductionnelles	  des	  substrats	  (phosphorylations,	  hydroxylations…)	  ou	  à	  travers	  de	  

la	  modulation	  de	  l’activité	  des	  enzymes	  E3.	  

	  

Dix	   enzymes	   E3	   spécifiques	   du	   muscle	   ont	   été	   décrites	   et	   sont	   responsables	   de	  

l’ubiquitination	  de	  facteurs	  de	  différenciation	  musculaire	  (MyoD,	  GATA4…),	  de	  protéines	  

sarcomériques	  (cTnI,	  actine,	  β-‐MHC,	  cMyBP-‐C…),	  de	  canaux	  ioniques	  (Nav1.5,	  KCNQ1…)	  

ou	  de	  molécules	  de	  signalisation	  diverses	  (FHL2,	  PKCε,	  Calcineurine,	  p53…)	  (Tableau	  4)	  

(Bello	  et	  al,	  2009	  ;	  Mearini	  et	  al,	  2008	  ;	  Schlossarek	  &	  Carrier,	  2011).	  	  

	  
Tableau	  4.	  Ubiquitine	  ligases	  E3	  spécifiques	  du	  muscle	  et	  leurs	  cibles.	  
(Adapté	  de	  Schlossarek	  et	  al.	  2011).	  

	  

Enfin,	  il	  est	  à	  noter	  qu’une	  fraction	  non	  négligeable	  de	  protéines	  ne	  nécessite	  pas	  d’être	  

ubiquitinées	   pour	   être	   dégradées	   (Orlowski	   &	  Wilk,	   2003;	   Verma	  &	  Deshaies,	   2000	  ).	  

Ainsi	  pour	  des	  substrats	  tels	  que	  IkB	  (Krappmann	  et	  al,	  1996),	  p53	  (Asher	  et	  al,	  2002)	  

ou	  pRb	  (Kalejta	  &	  Shenk,	  2003),	  par	  exemple,	  des	  voies	  de	  dégradation	  dépendante	  et	  

indépendante	  de	  l’ubiquitination	  ont	  été	  décrites,	  en	  fonction	  des	  signaux	  inducteurs.	  

Ubiquitine	  ligase	  E3	   Cible	  

Atrogin-‐1	  
CnA	   Calcineurine	  
MyoD	   Facteur	  de	  différenciation	  myogénique	  
FoxO1,	  FoxO3	   Forkhead	  box	  O	  
cMyBP-‐C	  	   Protéine	  interagissant	  avec	  la	  myosine	  cardiaque	  

MuRF1	  
cTnI	   Troponine	  I	  cardiaque	  
PKCε	   Protéine	  kinase	  C	  
M-‐CK	   Créatine	  kinase	  musculaire	  
β-‐MHC	   Chaine	  lourde	  de	  myosine,	  isoforme	  β	  

MuRF3	  
FHL2	   Four	  and	  a	  half	  LIM	  2	  
γ-‐filamine	   	  
β-‐MHC	   Chaine	  lourde	  de	  myosine,	  isoforme	  β	  

CHIP	   Hsp70	   Protéine	  de	  stress	  thermique	  
GATA4	   	  

Mdm2	  
p53	   	  
β-‐arrestine	  2	   	  
Tcap	   Téléthonine	  

Ozz	   β-‐caténine	   	  
Nedd4-‐like	   Nav1.5	   Canal	  sodique	  voltage	  dépendant	  

KCNQ1	   Canal	  potassique	  voltage	  dépendant	  
Trim32	   Actine	   	  
ASB2β	   Filamine	  B	   	  

MYFbx	   α-‐actinine	   	  
Filamine	  C	   	  



 67 

1-‐2	  Structure	  du	  protéasome	  
	  

Le	  protéasome	  26S	  est	  un	  grand	  complexe	  protéolytique	  consistant	  en	  une	  particule	  dite	  

«	  core	  »	  20S	  et	  une	  ou	  deux	  particules	  de	  régulation	  appelées	  19S	  (Figure	  14).	  	  

	  

La	   particule	   régulatrice	   19S	   est	   constituée	   d’un	   complexe	   formant	   la	   «	  base	  »	   qui	   se	  

compose	  de	  six	  sous-‐unités	  ATPases	  (Rpt1-‐6)	  et	  quatre	  sous-‐unités	  non-‐ATPase	  (Rpn1,	  

2,	   10,	   13),	   et	   d’un	   complexe	   formant	   le	   «	  couvercle	  »	   constitué	   d'au	  moins	   neuf	   sous-‐

unités	  non-‐ATPase	  (Glickman	  et	  al,	  1998).	  C’est	  ce	  complexe	  qui	  reconnaît	  la	  chaîne	  de	  

polyubiquitine.	  Il	  participe	  au	  dépliement	  de	  la	  protéine	  ainsi	  qu'à	  sa	  translocation	  dans	  

le	   cœur	   de	   la	   sous-‐unité	   20S,	   et	   contient	   également	   une	   activité	   ubiquitin	   c-‐terminus	  

hydrolase	   qui	   va	   enlever	   la	   chaîne	   d’ubiquitine	   de	   la	   protéine	   à	   dégrader	   (Lam	   et	   al,	  

2002	  ;	  Liu	  et	  al,	  2006a	  ;	  Sharon	  et	  al,	  2006).	  

	  

La	  particule	  catalytique	  20S	  se	  compose	  de	  quatre	  anneaux,	  chacun	  contenant	  sept	  sous-‐

unités.	   Chacun	   des	   deux	   anneaux	   extérieurs	   se	   compose	   de	   sept	   sous-‐unités	   α	  

différentes,	  tandis	  que	  les	  deux	  anneaux	  intérieurs	  comportent	  chacun	  sept	  sous-‐unités	  

β	   différentes	   (Baumeister	   et	   al,	   1998).	   Les	   activités	   protéolytiques	   résident	   dans	   la	  

particule	  20S	  où	  les	  sous-‐unités	  β1,	  β2,	  et	  β5	  portent	  les	  activités	  catalytiques	  caspase-‐

like,	   trypsine-‐like	   et	   chymotrypsine-‐like,	   respectivement.	   Dans	   les	   cellules	  

hématopoïétiques,	   ces	   sous-‐unités	   catalytiques	  peuvent	   être	   substituées	  par	  des	   sous-‐

unités	   β1i	   (i	   pour	   immune),	   β2i,	   et	   β5i,	   qui	   sont	   induites	   en	   réponse	   à	   des	   signaux	  

inflammatoires	   comme	   l'interféron	   γ	   (Rivett	   et	   al,	   2001;	   Tanaka,	   2009	  ).	   Cet	  

«	  immunoprotéasome	  »	  a	  une	  spécificité	  de	  substrats	  différente	  et	  est	  important	  pour	  la	  

présentation	  des	  antigènes	  CMH	  de	  classe	  I	  (Van	  den	  Eynde	  &	  Morel,	  2001).	  Il	  est	  aussi	  

impliqué	   dans	   l’élimination	   des	   protéines	   endommagées	   par	   un	   stress	   oxydatif	   ou	  

sénéscentes	   (Ferrington	   et	   al,	   2005;	   Husom	   et	   al,	   2004	  ).	   Des	   proportions	   variables	  

d’immunoprotéasomes	  sont	  présentes	  dans	  tous	  les	  types	  cellulaires	  (Noda	  et	  al,	  2000).	  	  

	  

Il	  existe	  enfin	  un	  complexe	  11S	  heptamérique	  dit	  «	  activateur	  »	  (aussi	  appelé	  PA28)	  qui	  

peut	   s’associer	   au	   20S.	   Il	   stimule	   l’activité	   protéolytique	   du	   protéasome	   mais	   est	  

incapable	   de	   reconnaître	   l’ubiquitine	   et	   ne	   possède	   pas	   d'activité	   ATPase.	   Il	   pourrait	  

jouer	  un	  rôle	  dans	  la	  dégradation	  des	  peptides	  viraux.	  Tout	  comme	  les	  sous-‐unités	  β	  de	  
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l'immunoprotéasome,	  son	  expression	  est	  induite	  par	  l’interféron	  γ	  (Wang	  &	  Maldonado,	  

2006).	  	  

	  

1-‐3	  Régulation	  de	  la	  fonction	  du	  protéasome	  
	  
Les	  modifications	  post-‐traductionnelles	  des	  composants	  du	  protéasome	   jouent	  un	  rôle	  

régulateur	  majeur	  de	  modulation	  de	  son	  activité.	  Il	  a	  été	  rapporté	  des	  phosphorylations	  

des	   sous-‐unités	   α	   (α1	   à	   7),	   β2,	   β3,	   β5	   et	   β6,	   et	   Rpt6	   dans	   les	   tissus	   de	  mammifères.	  

Beaucoup	  de	  ces	  phosphorylations	  sont	  sous	   le	  contrôle	  de	   la	  protéine	  kinase	  A	  (PKA)	  
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(Lu	  et	  al,	  2008;	  Pereira	  &	  Wilk,	  1990	  ;	  Zhang	  et	  al,	  2007a	  ).	  Ces	  modifications	  modifient	  

l’assemblage	   et/ou	   la	   fonction	   catalytiques	   des	   protéasomes	   20S	   et	   26S	   (Bose	   et	   al,	  

1999	  ;	   Satoh	   et	   al,	   1995;	   Satoh	   et	   al,	   2001	  ;	   Zong	   et	   al,	   2006	  ).	   D’autres	  modifications	  

post-‐traductionnelles	   incluant	   des	   glycosylations,	   oxydations,	   nitrosylations	   ont	   été	  

rapportées	  (Zong	  et	  al,	  2008).	  L’effet	  de	  la	  plupart	  de	  ces	  modifications	  reste	  cependant	  

inconnu.	  

	  

2-‐Inhibition	  biochimique	  de	  l’UPS	  
	  

Les	   activités	   protéolytiques	   de	   la	   sous-‐unité	   20S	   peuvent	   être	   inhibées	   soit	   de	   façon	  

réversible	  par	  des	  peptides	  aldéhydes	  (comme	  le	  MG132)	  et	  peptides	  boronates	  (comme	  

le	   MG262	   ou	   le	   bortézomib)	   ou	   de	   manière	   irréversible	   par	   les	   dérivés	   β-‐lactones	  

(comme	   la	   lactacystine)	   et	   les	   époxyketones	   (comme	   l’époxomicine).	   Ces	   différents	  

composés	  ont	  de	  plus	  des	  cibles	  différentes.	  Les	  peptides	  aldéhydes	  inhibent	  les	  3	  sous-‐

unités	  protéolytiques	  β1,	  β2,	  et	  β5.	  Les	  peptides	  boronates	  inhibent	  seulement	  les	  sous-‐

unités	  β1	  et	  β5.	  Enfin,	   les	  dérivés	  β-‐lactones	  et	   les	  époxyketones	  n’inhibent	  eux	  que	   la	  

sous-‐unité	  β5	  (Hedhli	  &	  Depre,	  2010).	  

	  

3-‐Méthodes	  d’étude	  de	  la	  fonction	  de	  l’UPS	  
	  

La	  fonction	  de	  l’UPS	  peut	  être	  évaluée	  au	  niveau	  de	  l'ubiquitination	  des	  protéines,	  de	  la	  

dégradation,	  ou	  des	  deux.	  En	  général,	  l’évaluation	  du	  niveau	  de	  protéines	  ubiquitinées	  et	  

du	  niveau	  d'expression	  des	  enzymes	  d’ubiquitination,	  de	  désubiquitination	  et	  des	  sous-‐

unités	   du	   protéasome	   est	   analysée.	   En	   complément,	   les	   mesures	   des	   activités	  

protéolytiques	   réalisées	   in	   vitro	   en	   utilisant	   des	   substrats	   synthétiques	   fluorescents	  

révèlent	   l'état	   fonctionnel	  de	   la	   sous-‐unité	  20S	  du	  protéasome.	   Le	  désavantage	  de	   ces	  

petits	  substrats	  fluorescents,	  est	  qu’ils	  peuvent	  facilement	  entrer	  dans	  la	  sous-‐unité	  20S	  

sans	  ubiquitination.	  Par	  conséquent,	  ils	  ne	  reflètent	  pas	  l'entrée	  très	  régulée	  et	  contrôlée	  

des	   substrats	   dans	   la	   sous-‐unité	   20S.	   Afin	   de	   mieux	   examiner	   la	   fonction	   globale	   de	  

l’UPS,	  ainsi	  que	  sa	  localisation	  dans	  les	  cellules	  vivantes,	  des	  protéines	  du	  système	  UPS	  

(ubiquitine	   ou	   sous-‐unités	   de	   l’UPS)	  marquées	   grâce	   à	   la	   fusion	   avec	   la	   protéine	   GFP	  

(Green	   Fluorescente	   Protein)	   ont	   été	   générées	   (Salomons	   et	   al,	   2010).	   Ces	   outils	   ont	  
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révélé	  que	  l'UPS	  pouvait	  être	  localisé	  dans	  le	  noyau	  et	  au	  réticulum	  endoplasmique,	  ou	  

qu’il	  pouvait	  être	  réparti	  de	  manière	  homogène	  dans	  le	  cytosol.	  

	  

Dans	   le	   noyau,	   le	   protéasome	   a	   été	   associé	   au	   nucléole,	   à	   l’euchromatine,	   à	  

l’hétérochromatine	  périphérique,	  à	   la	  membrane	   interne	  de	   l'enveloppe	  nucléaire	  ou	  à	  

des	  sous-‐domaines	  nucléaires	  tels	  que	  les	  PML	  bodies	  (Savulescu	  et	  al,	  2011).	  Il	  pourrait	  

ainsi	   jouer	   un	   rôle	   dans	   la	   régulation	   de	   certaines	   fonctions	   du	   noyau	   comme	   par	  

exemple	   l’inactivation	  ou	   la	   localisation	  de	  facteurs	  de	  transcription	  tels	  que	   le	   facteur	  

de	  différenciation	  myogénique	  MyoD	   (Floyd	  et	   al,	   2001)	  ou	   le	   suppresseur	  de	   tumeur	  

p53	  (Karni-‐Schmidt	  et	  al,	  2008).	  

	  

Un	  des	  moyens	  utilisés	  pour	  suivre	  la	  fonctionnalité	  de	  l’UPS	  est	  d’évaluer	  le	  turnover	  de	  

l’un	   de	   ses	   substrats.	   Des	   modèles	   de	   souris	   transgéniques	   exprimant	   des	   protéines	  

fluorescentes	   rapportrices	   ont	   été	   créés	   pour	   suivre	   la	   fonction	   de	   l’UPS	   in	   vivo	  

(Kumarapeli	  et	  al,	  2005),	  on	  peut	  citer	  comme	  exemple	  la	  souris	  UbG76V-‐GFP	  (Lindsten	  et	  

al,	   2003).	   Ces	   souris	   sont	   des	   outils	   importants	   pour	   décrypter	   le	   rôle	   de	   l’UPS	   chez	  

l'animal	  entier	  dans	  diverses	  pathologies,	  y	  compris	  les	  maladies	  cardiaques.	  

	  

4-‐UPS	  et	  cardiopathies	  
	  

Un	   grand	   nombre	   d’études	   a	   révélé	   des	   altérations	   de	   l’UPS	   dans	   les	   pathologies	  

cardiaques,	  à	  la	  fois	  en	  clinique	  et	  dans	  de	  nombreux	  modèles	  expérimentaux	  (Mearini	  

et	   al,	   2008).	   L'accumulation	   de	   protéines	   ubiquitinées	   est	   en	   effet	   une	   caractéristique	  

commune	  des	  pathologies	  cardiaques,	  suggérant	  une	  insuffisance	  de	  l’UPS.	  En	  revanche,	  

les	  activités	  du	  protéasome	  ne	  sont	  pas	  toujours	  diminuées	  dans	  ces	  atteintes.	  De	  même,	  

l'expression	   des	   composants	   du	   système	   tels	   que	   les	   enzymes	   de	   conjugaison	   E2,	   des	  

ubiquitine	  ligases	  E3,	  ou	  des	  sous-‐unités	  du	  protéasome	  peut	  être	  soit	  augmentée,	  soit	  

diminuée	  dans	  les	  cœurs	  déficients.	  D'autre	  part,	  des	  études	  récentes	  suggèrent	  que	  les	  

ubiquitine	   ligases	   E3	   musculaires	   jouent	   un	   rôle	   clé	   dans	   la	   régulation	   à	   la	   fois	   de	  

l'hypertrophie	   des	   cardiomyocytes	   in	   vitro	   et	   in	   vivo.	   Un	   résumé	   de	   la	   littérature	   est	  

présenté	  dans	  le	  tableau	  5.	  
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Tableau	  5.	  Altérations	  de	  l’UPS	  dans	  les	  pathologies	  cardiaques.	  	  
(D’après	  Mearini	  et	  al.	  2008)	  

	  
	  

Dans	  les	  cardiomyopathies	  familiales,	  il	  a	  également	  été	  démontré	  que	  la	  dysfonction	  de	  

l’UPS	   fait	   partie	   des	   mécanismes	   physiopathologiques	   reliant	   certaines	   mutations	   à	  

l'apparition	   de	   l’atteinte	   cardiaque.	   C’est	   le	   cas	   par	   exemple	   de	   mutations	   de	   l’αB-‐

cristalline	  (codée	  par	  le	  gène	  CRYAB)	  responsables	  de	  la	  cardiomyopathie	  familiale	  liée	  à	  

une	   surcharge	   en	   desmine	   (Vicart	   et	   al,	   1998)	   ou	   de	   mutations	   de	   la	   protéine	   C	  

cardiaque	   (cMyBP-‐C,	   codée	   par	   le	   gène	  MYPBC3)	   conduisant	   à	   une	   cardiomyopathie	  

hypertrophique	   (Bonne	   et	   al,	   1995).	   Dans	   ces	   deux	   cardiomyopathies	   de	   nature	  

différente,	  une	  dysfonction	  du	  protéasome	  a	  été	  rapportée	  à	  la	  fois	  chez	  les	  patients	  et	  

chez	  la	  souris	  (Chen	  et	  al,	  2005	  ;	  Liu	  et	  al,	  2006b	  ;	  Sanbe	  et	  al,	  2004	  ;	  Vignier	  et	  al,	  2009;	  

Wang	   et	   al,	   2001	  ).	   Les	  mécanismes	   exacts	   à	   l’origine	   de	   l’altération	  de	   la	   fonction	  de	  

l’UPS	   dans	   ces	   contextes	   de	   cardiomyopathies	   restent	   peu	   connus.	   Les	   protéines	  

formant	   des	   agrégats,	   comme	   c’est	   le	   cas	   de	   la	   desmine	   dans	   les	   desminopathies,	  

Pathologies	  cardiaques	   Types	  d’altérations	  de	  l’UPS	   Références	  

Insuffisance	  cardiaque	  

Protéines	  ubiquitinées	   (Birks	  et	  al,	  2008;	  Hein	  et	  al,	  2003	  ;	  
Tsukamoto	  et	  al,	  2006	  ;	  Weekes	  et	  al,	  
2003	  )	  

E2	   (Kostin	  et	  al,	  2003)	  
E3	   (Birks	  et	  al,	  2008)	  
Déubiquitinases	   (Kostin	  et	  al,	  2003)	  

Hypertrophie	  et	  
insuffisance	  cardiaque	  
induites	  par	  TAC	  

Protéines	  ubiquitinées	   (Balasubramanian	  et	  al,	  2006;	  
Tsukamoto	  et	  al,	  2006	  )	  

E2	   (Razeghi	  et	  al,	  2006)	  
E3	   (Balasubramanian	  et	  al,	  2006	  ;	  

Razeghi	  et	  al,	  2006)	  
Sous-‐unités	  de	  l’UPS	   (Depre	  et	  al,	  2006;	  Razeghi	  et	  al,	  

2006	  )	  
/Activités	  protéolytiques	   (Depre	  et	  al,	  2006;	  Tsukamoto	  et	  al,	  

2006	  )	  
Ischémie	  myocardique	  
expérimentale	  

Protéines	  ubiquitinées	   (Powell	  et	  al,	  2005)	  
Activités	  protéolytiques	   (Powell	  et	  al,	  2005)	  
Modifications	  des	  sous-‐unités	  20S	   (Powell	  et	  al,	  2005)	  

Cardiomyopathie	  induite	  	  
par	  doxorubicine	  

E3	   (Yamamoto	  et	  al,	  2008)	  
Activités	  protéolytiques	   (Kumarapeli	  et	  al,	  2005)	  

Cardiomyopathie	  
hypertrophique	  

Protéines	  ubiquitinées	   (Sarikas	  et	  al,	  2005	  ;	  Schlossarek	  et	  
al,	  2012)	  

Activités	  protéolytiques (Schlossarek	  et	  al,	  2012)	  

Cardiomyopathie	  à	  
surcharge	  en	  desmine	  

Activités	  protéolytiques	   (Chen	  et	  al,	  2005	  ;	  Liu	  et	  al,	  2006b)	  
Activités	  protéolytiques	   (Chen	  et	  al,	  2005	  ;	  Liu	  et	  al,	  2006b)	  
Sous-‐unités	  20S	   (Chen	  et	  al,	  2005	  ;	  Liu	  et	  al,	  2006b)	  
Sous-‐unités	  19S	   (Chen	  et	  al,	  2005	  ;	  Liu	  et	  al,	  2006b)	  
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pourrait	  «	  choquer	  »	   les	  sous-‐unités	  du	  complexe	  26S,	   induisant	  des	  dommages	  et	  une	  

dysfonction.	  Alternativement,	  des	  altérations	  de	  type	  oxydatif	  ont	  été	  mises	  en	  évidence	  

dans	  les	  pathologies	  ischémiques	  notamment.	  

Les	  effets	  délétères	  de	   l’altération	  de	   la	   fonction	  de	   l'UPS	  sur	   la	  physiologie	   cardiaque	  

sont	  également	  mis	  en	  évidence	  par	  l'utilisation	  clinique	  d’un	  inhibiteur	  spécifique	  de	  ce	  

système.	   Depuis	   2003,	   le	   bortezomib	   (Velcade)	   est	   approuvé	   pour	   le	   traitement	   du	  

myélome	  multiple	  et	  est	  efficacement	  utilisé	  comme	   thérapie	  anti-‐cancéreuse	   (Ludwig	  

et	   al,	   2005).	   Toutefois,	   il	   présente	   des	   effets	   secondaires	   cardiotoxiques	   dramatiques	  

allant	  des	  arythmies	  à	  l'insuffisance	  cardiaque	  (Enrico	  et	  al,	  2007	  ;	  Hacihanefioglu	  et	  al,	  

2008;	  Voortman	  &	  Giaccone,	  2006	  ).	  

D’un	   point	   de	   vu	   mécanistique,	   l’UPS	   est	   impliqué	   dans	   la	   régulation	   de	   voies	   de	  

signalisation	   comme	   par	   exemple	   la	   voie	   NFkB	   (activé	   par	   la	   dégradation	   de	   son	  

inhibiteur	   IkB)	   (Scheidereit,	   2006)	   ou	   la	   voie	   calcineurine-‐NFAT	   (inhibée	   par	  

dégradation	  de	  la	  calcineurine)	  (Li	  et	  al,	  2004),	  connue	  comme	  induisant	  un	  phénotype	  

inflammatoire	  et	  un	  remodelage	  cardiaque	  pathologique.	  En	  particulier,	  l’activation	  de	  la	  

voie	   calcineurine-‐NFAT	   due	   à	   la	   dysfonction	   de	   l’UPS	   a	   été	   impliquée	   dans	   la	  

cardiomyopathie	  dilatée	  liée	  à	  une	  surcharge	  en	  desmine	  (Tang	  et	  al,	  2010).	  Il	  joue	  aussi	  

un	  rôle	  dans	  l’apoptose	  en	  régulant	  les	  voies	  d’induction	  via	  les	  «	  récepteurs	  de	  mort	  »	  

(Death	   receptors	  ;	   inhibitor	   of	   apoptosis	   IAPs,	   NFkB…),	   la	   voie	   apoptotique	  

mitochondriale,	   des	   facteurs	   pro/anti-‐apoptotiques	   (Bcl-‐2,	   apoptosis	   repressor	   with	  

caspase	  recruitment	  domain	  ARC..)	  (Sohns	  et	  al,	  2010).	  

L’ensemble	  de	  ces	  études	  suggère	  qu’une	  thérapie	  visant	  à	  activer	   l’UPS	  pourrait	  avoir	  

des	  effets	  bénéfiques	  dans	  le	  contexte	  des	  pathologies	  cardiaques.	  Ceci	  a	  été	  démontré	  

par	   la	   surexpression	   de	   la	   sous-‐unité	   PA28α	   qui	   stimule	   l’activité	   du	   complexe	   20S,	  

comme	   je	   l’ai	   indiqué	   plus	   haut,	   dans	   des	   cardiomyocytes	   en	   culture.	   Ces	  

cardiomyocytes	   sont	   en	   effet	   protégés	   contre	   le	   stress	   oxydatif	   et	   l’apoptose	   qui	   en	  

découle	  (Li	  et	  al,	  2011a).	  

A	   l’inverse,	   le	   traitement	   par	   des	   inhibiteurs	   du	   protéasome	   a	   démontré	   des	   effets	  

bénéfiques	   sur	   l’hypertrophie,	   le	   remodelage	   et	   la	   dysfonction	   cardiaques	   dans	  

différents	   contextes	   pathologiques.	   Le	   traitement	   avec	   une	   faible	   dose	   d’époxomicine	  

prévient	   l’hypertrophie	   ventriculaire	   gauche	   en	   réponse	   à	   une	   constriction	   de	   l’aorte	  

chez	  la	  souris	  (Depre	  et	  al,	  2006)	  et	  un	  analogue	  de	  la	  lactacystine	  réduit	  l’hypertrophie	  

induite	  par	  l’isoprénaline	  chez	  la	  souris	  (Stansfield	  et	  al,	  2008).	  De	  la	  même	  manière,	  des	  
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doses	  faibles	  et	  non	  toxiques	  de	  bortezomib	  réduisent	  l’hypertrophie	  cardiaque	  chez	  des	  

rats	  hypertendus	  sensibles	  au	  sel	  (Meiners	  et	  al,	  2008).	  	  

	  

Il	  apparaît	  donc	  qu’un	  contrôle	   très	   fin	  de	   la	   fonction	  de	   l’UPS	  et	  de	   façon	  générale	  de	  

l’homéostasie	  des	  protéines	  cardiaques	  est	  essentiel	  à	  la	  physiologie	  cardiaque.	  
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Objectifs	  de	  la	  thèse	  
	  
 
Comme	   je	   l’ai	   indiqué	   dans	   l’introduction	   de	   ce	   manuscrit,	   les	   mécanismes	  

physiopathologiques	   à	   l’origine	   des	   laminopathies	   restent	   encore	   assez	   peu	   connus,	  

malgré	  les	  avancées	  faites	  grâce	  à	  l’étude	  de	  modèles	  animaux.	  	  

Jusqu’à	   très	   récemment,	   tous	   les	   modèles	   murins	   reproduisant	   des	   mutations	  

découvertes	  chez	  les	  patients	  ne	  concernaient	  que	  des	  résidus	  localisés	  dans	  le	  domaine	  

central	  en	  hélice	  α	  ou	  dans	  la	  partie	  carboxy-‐terminale	  des	  lamines	  A/C.	  D’autre	  part,	  les	  

mutations	   choisies	   pour	   la	   construction	   de	   ces	   modèles	   étaient	   responsables	   de	  

cardiomyopathie	  ou	  d’EDMD	  (Arimura	  et	  al,	  2005;	  Mounkes	  et	  al,	  2003	  ;	  Mounkes	  et	  al,	  

2005	  ;	  Wang	   et	   al,	   2006	  ).	   Aucun	  modèle	  ne	   reproduisant	   une	  mutation	   associée	   à	   un	  

phénotype	  de	  dystrophie	  musculaire	  sévère,	  ni	  aucune	  mutation	  touchant	  un	  résidu	  de	  

la	  partie	  N-‐terminale	  des	  lamines	  A/C	  n’avait	  alors	  été	  généré.	  C’est	  donc	  pour	  ces	  deux	  

raisons	   que	   notre	   équipe	   a	   choisi	   de	   créer,	   par	   recombinaison	   homologue,	   le	  modèle	  

LmnaΔK32.	   Cette	   mutation,	   une	   délétion	   de	   la	   lysine	   en	   position	   32	   des	   lamines	   A/C,	  

localisée	   dans	   le	   domaine	   globulaire	   N-‐terminal,	   a	   été	   retrouvée	   chez	   9	   patients	  

souffrant	  de	  L-‐CMD	  ou	  d’EDMD	  sévère	  (tableau	  6).	  	  

	  

Tableau	  6.	  Phénotypes	  associés	  aux	  mutations	  de	  la	  lysine	  32	  des	  lamines	  A/C.	  

Type	  de	  

mutation	  
Nombre	  de	  

patients	  
Phénotype	  clinique	   Transmission	   Référence	  

p.Lys32del	   5	   EDMD	  sévère	   de	  novo,	  isolé,	  

familiale	  
(Muchir	  et	  al,	  2004;	  

Vytopil	  et	  al,	  2002	  )	  
p.Lys32del	   4	   L-‐CMD	   de	  novo,	  

inconnue	  
(D'Amico	  et	  al,	  2005	  ;	  

Menezes	  et	  al,	  2012;	  

Quijano-‐Roy	  et	  al,	  2008	  )	  
p.Lys32del	   1	   Asymptomatique	  (père	  

d’une	  patiente	  EDMD	  

sévère)	  

familiale	   (Vytopil	  et	  al,	  2002)	  

p.Lys32Asn	   1	   EDMD	   inconnue	   P.	  Richard,	  G.	  Bonne,	  E.	  

Bertini	  ;	  non	  publiée	  
p.Lys32Glu	   1	   L-‐CMD	   de	  novo	   (Monges	  et	  al,	  2011)	  
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A	   mon	   arrivée	   dans	   l’équipe,	   le	   modèle	   était	   en	   cours	   d’évaluation.	   Les	   souris	  

homozygotes	  meurent	  à	  15	  jours	  et	  présentent	  un	  retard	  de	  maturation	  des	  muscles	  et	  

du	  cœur.	  Nous	  avons	  depuis	  montré	  que	   le	  décès	  de	  ces	  animaux	  est	  du	  à	  des	  défauts	  

métaboliques	   sévères	   (Bertrand	   et	   al,	   2012)	   (Manuscrit	   en	   annexe).	   Les	   défauts	  

observés	   chez	   les	   souris	  LmnaΔK32/	  ΔK32	  reproduisent	   les	   symptômes	   observés	   chez	   les	  

patients	  souffrant	  de	  L-‐CMD,	  tant	  en	  terme	  de	  sévérité	  que	  de	  tissus	  affectés.	  

De	  plus,	  contrairement	  à	  tous	  les	  modèles	  murins	  précédemment	  créés	  et	  reproduisant	  

des	   mutations	   existant	   chez	   les	   patients	   (Knock-‐in),	   pour	   lesquels	   seules	   les	   souris	  

homozygotes	   développent	   un	   phénotype,	   la	   souris	   LmnaΔK32	   est	   la	   première	   à	  

développer	   un	   phénotype	   pathologique	   à	   l’état	   hétérozygote.	   C’est	   donc	   le	   premier	  

modèle	  murin	  qui	  reproduit	  au	  plus	  près	  le	  défaut	  génétique	  des	  patients.	  Lors	  de	  mon	  

arrivée	  au	  laboratoire,	  les	  souris	  hétérozygotes	  LmnaΔK32/+	  présentaient	  clairement	  une	  

atteinte	   cardiaque	   conduisant	   au	   décès	   vers	   l’âge	   d’un	   an,	   sans	   atteinte	   musculaire	  

manifeste.	  

Dans	   ce	   contexte,	  mon	  projet	  de	   thèse	   visait	   à	   analyser	   le	  phénotype	  musculaire	   et	   la	  

physiopathologie	   de	   l’atteinte	   cardiaque	   de	   ces	   souris	   tant	   au	   niveau	   fonctionnel	   que	  

moléculaire,	   dans	   le	   but	   d’identifier	   des	   stratégies	   thérapeutiques	   potentielles	  

applicables	  à	   la	  pathologie	  humaine.	  Pour	  cela,	   j’ai	  dans	  un	  premier	  temps	  complété	   le	  

phénotypage	  des	  souris	  hétérozygotes	  (Résultats,	  Partie	  I),	  puis	  exploré	  les	  hypothèses	  

mécanistiques	  proposées	  pour	  les	  laminopathies	  (exposées	  en	  introduction).	  

	  

L’hypothèse	   structurale/mécanique,	   proposant	   que	   la	   mutation	   induit	   une	   fragilité	  

nucléaire	   et	   cellulaire,	   a	   été	   explorée	   par	   une	   étude	   des	   propriétés	   morphologiques,	  

contractiles	   et	   adaptatives	   du	   cœur	   et	   des	   muscles	   in	   vivo	   en	   réponse	   à	   un	   stress	  

mécanique	   induit	   par	   un	   protocole	   d’exercice	   chronique	   épuisant	   sur	   nos	   souris	  

hétérozygotes	  (Résultats,	  Partie	  II).	  

	  

L’hypothèse	   génique,	   propose	   que	   la	   mutation	   induit	   des	   modifications	   d’expression	  

génique	  et/ou	  de	  signalisation.	  Ainsi,	  comme	  je	   l’ai	   indiqué	  dans	   l’introduction,	   l’étude	  

de	   plusieurs	   modèles	   animaux	   reproduisant	   des	   mutations	   Lmna	   et	   Emd	   associées	   à	  

l’EDMD	   (LmnaH222P	   et	   Emd-‐/y)	   a	   mis	   en	   évidence	   l’activation	   précoce	   des	   voies	   MAP	  

Kinases	   ERK1/2	   et	   JNK1.	   L’existence	   d’un	   mécanisme	   unificateur	   initiant	   le	  

développement	  de	  la	  cardiomyopathie	  dilatée	  dans	  ces	  différents	  modèles	  d’EDMD	  a	  été	  
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évaluée	  en	  étudiant	  l’activation	  de	  ces	  voies	  dans	  notre	  modèle	  LmnaΔK32.	  	  D’autre	  part,	  

la	  modulation	  d’autres	  voies	  impliquées	  dans	  le	  développement	  de	  la	  cardiomyopathie	  a	  

été	   recherchée	  par	  une	  étude	  de	   l’expression	  génique	  globale	  dans	   le	   cœur	  d’animaux	  

avant	  l’apparition	  des	  signes	  de	  dysfonction	  cardiaque	  (Résultats,	  Partie	  III).	  	  
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Résultats	  :	  Partie	  I	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  

Caractérisation	  du	  phénotype	  des	  souris	  LmnaΔK32/+	  et	  

implication	  du	  système	  ubiquitine-‐protéasome	  
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Problématique	  et	  résumé	  du	  travail	  
	  

Comme	   je	   l’ai	   indiqué	   plus	   haut,	   le	   premier	   objectif	   de	  mon	   travail	   de	   thèse	   a	   été	   de	  

d’établir	   précisément	   le	   phénotype	   cardiaque	   et	   musculaire	   des	   souris	   hétérozygotes	  

LmnaΔK32/+	  (que	  j’appellerai	  Het	  dans	  la	  suite	  de	  ce	  mémoire).	  Pour	  ce	  faire,	  nous	  avons	  

dans	   un	   premier	   temps	   effectué	   une	   étude	   longitudinale	   de	   la	   fonction	   cardiaque	   sur	  

une	   cohorte	   d’animaux	   sauvage	   (Wt)	   et	   Het.	   Nous	   avons	   recueilli	   des	   données	  

échocardiographiques	  et	  électrocardiographiques	   (ECG)	   tous	   les	  mois	  à	  partir	  de	   l’âge	  

de	   12	   semaines,	   jusqu’au	   décès	   des	   animaux.	   Ce	   suivi	   a	  montré	   que	   les	   animaux	   Het	  

développent	  une	  dysfonction	  contractile	  gauche	  progressive	   suivie	  d’une	  dilatation	  du	  

ventricule	  gauche.	  Cette	  CMD	  évolue	  en	  insuffisance	  cardiaque	  congestive	  conduisant	  au	  

décès	  des	  animaux	  entre	  l’âge	  de	  35	  et	  7O	  	  semaines.	  Aucun	  trouble	  du	  rythme	  ou	  de	  la	  

conduction	  précoce	  n’a	  été	  observé	  avec	  la	  méthode	  ECG	  que	  nous	  avons	  utilisée.	  	  

En	  parallèle	  de	  ces	  études	  cardiaques,	  une	  évaluation	  de	  la	  fonction	  et	  de	  la	  morphologie	  

musculaire	   squelettique	  a	  été	   réalisée	  et	  n’a	  mis	  en	  évidence	  aucun	  défaut	  observable	  

chez	   les	   souris	   Het.	   Elles	   ne	   développent	   donc	   qu’une	   cardiomyopathie	   dilatée	   sans	  

atteinte	  squelettique	  associée.	  

J’ai	  ensuite	  analysé	  la	  morphologie	  du	  tissu	  cardiaque	  et	  des	  noyaux	  en	  microscopie,	  et	  

mesuré	   le	   niveau	   d’expression	   des	   lamines	   A/C	   dans	   trois	   groupes	   de	   souris	   d’âges	  

différents.	  Nous	  avons	  choisi	  d’étudier	  le	  phénotype	  de	  souris	  Het	  âgées	  de	  10	  semaines	  

ne	  présentant	  pas	  encore	  de	  dysfonction	  cardiaque,	  de	  souris	  de	  30	  semaines	  présentant	  

un	   début	   de	   dysfonction	   cardiaque	   et	   enfin	   un	   groupe	   de	   souris	   de	   57	   semaines	  

souffrant	  de	  CMD	  à	  un	  stade	  avancé.	  	  	  

La	  morphologie	  des	  noyaux	  des	  cardiomyocytes	  est	  altérée	  dans	  le	  cœur	  des	  souris	  Het.	  

La	  localisation	  des	  lamines	  A/C	  a	  été	  étudiée	  en	  immunofluorescence	  sur	  coupe	  de	  cœur.	  

Elles	   apparaissent	   correctement	   localisées	   à	   la	   périphérie	   nucléaire.	   L’analyse	   de	  

l’ultrastructure	  du	  myocarde,	  réalisée	  en	  microscopie	  électronique	  a	  révélé	  des	  noyaux	  

allongés	  et	  déformés,	  ainsi	  qu’un	  élargissement	  de	  l’espace	  intermembranaire	  nucléaire	  

chez	  les	  souris	  Het.	  	  

L’analyse	   du	   niveau	   de	   lamines	   A/C	   a	  montré	   une	   réduction	   de	   50%	   environ	   dans	   le	  

cœur	  des	  souris	  Het	  	  de	  10	  et	  30	  semaines	  mais	  une	  quantité	  similaire	  aux	  animaux	  Wt	  

chez	  les	  souris	  de	  57	  semaines	  souffrant	  de	  CMD.	  En	  revanche,	  le	  niveau	  d’ARNm	  Lmna	  

total	   (sauvage	   et	   muté)	   mesuré	   par	   PCR	   quantitative	   est	   similaire	   dans	   le	   cœur	   des	  
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souris	   Het	   et	   Wt	   aux	   trois	   âges	   testés.	   Grâce	   à	   l’utilisation	   de	   sondes	   d’hydrolyses	  

reconnaissant	   spécifiquement	   les	  ARNm	  Lmna	   sauvages	  ou	  mutés,	  nous	  avons	  montré	  

que	   le	  niveau	  d’expression	  des	  deux	  allèles	  est	  équivalent	  dans	   le	  cœur	  des	  souris	  Het	  

aux	  trois	  âges	  étudiés.	  Ces	  résultats	  suggèrent	  un	  défaut	  de	  traduction	  protéique	  ou	  une	  

dégradation	  accélérée	  d’environ	  la	  moitié	  des	  lamines	  A/C	  chez	  les	  animaux	  Het	  sans	  ou	  

présentant	   un	   début	   d’atteinte	   cardiaque.	   Nous	   nous	   sommes	   concentrés	   sur	  

l’hypothèse	  d’une	  dégradation	  accélérée	  des	  lamines	  A/C.	  

	  

A	  partir	  de	  ces	  résultats	  nous	  avons	  formulé	  les	  hypothèses	  suivantes	  :	  

1) Les	  lamines	  mutées	  seraient	  dégradées	  chez	  les	  animaux	  Het	  sans	  ou	  présentant	  

un	   début	   d’atteinte	   cardiaque	   et	   cette	   dégradation	   n’existerait	   plus	   chez	   les	  

animaux	  ayant	  développé	  une	  CMD.	  	  

2) L’évolution	  du	  ratio	  lamine	  Wt	  vs	  mutée	  pourrait	  donc	  avoir	  un	  impact	  important	  

dans	   l’apparition	  et/ou	   la	  progression	  de	   la	  CMD	  chez	   les	  souris	  Het.	  La	   lamine	  

mutée	  jouerait	  un	  rôle	  de	  peptide	  poison.	  

3) Le	  système	  protéolytique	  responsable	  de	  la	  dégradation	  des	  lamines	  A/C	  mutées	  

serait	  altéré	  avec	  la	  progression	  de	  la	  CMD.	  

	  

Nous	  avons	  exploré	  ces	  hypothèses	  en	  :	  

1) Etudiant	  l’effet	  de	  l’inhibition	  du	  principal	  système	  de	  dégradation	  des	  protéines,	  

le	   système	   ubiquitine-‐protéasome	   (UPS),	   sur	   le	   niveau	   de	   lamines	   A/C	  mutées	  

dans	  différents	  systèmes	  in	  vitro.	  En	  premier	  lieu,	  des	  myoblastes	  issus	  de	  muscle	  

de	   souris	  Wt	   et	   homozygotes	   LmnaΔK32/ΔK32,	   n’exprimant	   que	   des	   lamines	   A/C	  

mutées,	   ont	   été	   utilisés	   pour	   étudier	   la	   dégradation	   des	   lamines	   mutées	  

endogènes.	  Pour	  déterminer	   si	  un	  mécanisme	   identique	  existe	  dans	   les	   cellules	  

cardiaques,	  des	  cardiomyocytes	  néonataux	  de	  souris	  Wt	  ont	  été	   transduits	  avec	  

un	  adénovirus	  pour	  surexprimer	   la	   lamine	  A	  ΔK32	  humaine.	  La	  dégradation	  de	  

cette	   lamine	  mutée	  exogène	  a	  ensuite	  été	  analysée	  dans	   les	  cardiomyocytes,	  en	  

réponse	  à	  l’inhibition	  de	  l’UPS.	  

	  

2) Analysant	   le	  niveau	  de	   lamines	  mutées	  et	  sauvages	  par	  spectrométrie	  de	  masse	  

dans	   le	  cœur	  des	  souris	  Het	  de	  10	  et	  57	  semaines	  (en	  collaboration	  avec	  Søren	  

Skov	   Jensen	   et	  Marie-‐Catherine	   Le	   Bihan,	   Odense,	   Danemark).	   La	   lysine	   est	   un	  
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acide	  aminé	  chargé	  positivement.	  La	  délétion	  de	  la	  lysine	  32	  change	  donc	  le	  point	  

isoélectrique	  (pI)	  et	  la	  masse	  des	  lamines	  A	  et	  C,	  et	  permet	  ainsi	  la	  détection	  et	  la	  

quantification	   des	   peptides	   mutés	   et	   sauvages,	   coexistant	   dans	   le	   cœur	   des	  

animaux	  Het.	  Pour	  évaluer	  un	   rôle	  «	  peptide	  poison	  »	  de	   la	   lamine	  mutée,	  nous	  

avons	  étudié	  l’impact	  de	  la	  surexpression	  de	  la	  lamine	  A	  ΔK32	  humaine	  dans	  un	  

tissu	  cardiaque	  reconstitué.	  Ce	  système,	  appelé	  EHT	  (Engineered	  Heart	  Tissue),	  

consiste	  à	  reconstruire	  in	  vitro	  un	  tissu	  contractile	  à	  partir	  de	  cellules	  cardiaques	  

isolées	   de	   cœurs	   de	   rats	   nouveaux	   nés	   (Hansen	   et	   al,	   2010).	   Ces	   cellules	   sont	  

mélangées	   à	   un	   gel	   de	   fibrine	   qui	   forme	   une	  matrice	   élastique	   permettant	   aux	  

cellules	   de	   s’aligner	   et	   de	   battre	   de	   façon	   coordonnée,	   mimant	   ainsi	   les	  

contractions	   du	   tissu	   cardiaque.	   Les	   propriétés	   contractiles	   des	   EHTs	   peuvent	  

ensuite	  être	  mesurées	  grâce	  à	  un	   système	  de	  vidéoscopie	   (Hansen	  et	   al,	   2010).	  

Dans	  ce	  système,	  nous	  avons	  transduit	  les	  cellules	  avec	  le	  même	  adénovirus	  que	  

celui	  utilisé	  sur	   les	  cardiomyocytes	  de	  souris,	  pour	  surexprimer	   la	   lamine	  A	  Wt	  

ou	   ΔK32	   humaine.	   Après	   8	   jours	   de	   maturation	   du	   système	   en	   culture,	   nous	  

avons	  mesuré	  les	  paramètres	  contractiles	  des	  EHTs	  transduits	  ou	  non,	  ainsi	  que	  

l’expression	   et	   la	   localisation	   de	   la	   lamine	   A	   Wt	   ou	   ΔK32	   exogène	   (en	  

collaboration	  avec	  Lucie	  Carrier,	  Hambourg,	  Allemagne).	  

	  

3) Analysant	  la	  fonction	  de	  l’UPS	  dans	  le	  cœur	  des	  souris	  Wt	  et	  Het.	  Ceci	  a	  été	  réalisé	  

en	  croisant	  nos	  animaux	  avec	  des	  souris	  exprimant	  une	  GFP	  modifiée,	  rapportrice	  

de	  la	  fonction	  de	  l’UPS	  in	  vivo	  (Lindsten	  et	  al,	  2003).	  La	  lignée	  de	  souris	  que	  nous	  

avons	  utilisée	  est	   la	   souris	  UbG76V-‐GFP,	  que	   j’ai	  présentée	  en	   introduction	  de	  ce	  

mémoire	   (en	   collaboration	   avec	   Lucie	   Carrier,	   Hambourg,	   Allemagne).	   Nous	  

avons	   analysée	   le	   niveau	   d’Ub-‐GFP	   dans	   le	   cœur	   des	   animaux	   Wt/Ub-‐GFP	   et	  

Het/Ub-‐GFP	  âgées	  de	  30	  semaines,	  âge	  auquel	  les	  souris	  Het	  présentent	  un	  début	  

de	  dysfonction	  contractile	  cardiaque.	  

	  

Les	   résultats	   obtenus	   ont	   permis	   de	   confirmer	   nos	   hypothèses.	   Nous	   avons,	   en	   effet,	  

montré	  que	  l’inhibition	  de	  l’UPS	  par	  des	  agents	  pharmacologiques	  comme	  le	  MG132	  et	  

l’époxomicine	   augmente	   le	   niveau	   de	   lamines	   mutées	   dans	   les	   myoblastes	   et	   les	  

cardiomyocytes	  néonataux	  de	   souris.	   Ceci	   confirme	  que	   la	   lamine	  mutée	   endogène	  ou	  

exogène	  est	  bien	  dégradée	  par	  l’UPS	  in	  vitro.	  
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En	  parallèle,	  l’analyse	  de	  spectrométrie	  de	  masse	  a	  révélé	  que	  le	  niveau	  de	  lamine	  mutée	  

est	   très	   faible.	   Il	   représente	  environ	  8,4%	  et	  8%	  des	   lamines	   totales	  dans	   le	   cœur	  des	  

souris	  Het	  âgées	  de	  10	  et	  57	  semaines,	  respectivement.	  Ce	  ratio	  est	  stable	  avec	  l’âge	  mais	  

étant	  donnée	  l’augmentation	  d’un	  facteur	  2	  du	  niveau	  total	  de	  lamines	  A/C	  (sauvages	  +	  

mutées)	   entre	   10	   et	   57	   semaines	   dans	   le	   cœur	   des	   souris	   Het,	   la	   quantité	   totale	   de	  

lamine	  mutée	   est	   doublée	   entre	  10	   et	   57	   semaines	  dans	   le	   cœur	  des	   animaux	  Het.	   Ce	  

résultat	   est	   conforme	   à	   notre	   hypothèse	   que	   l’augmentation	   de	   la	   quantité	   de	   lamine	  

mutée	  pourrait	  avoir	  un	  impact	  important	  dans	  la	  progression	  de	  la	  CMD	  chez	  les	  souris	  

Het.	  	  	  

Les	  résultats	  de	  la	  surexpression	  de	  la	   lamine	  A	  humaine	  Wt	  ou	  mutée	  dans	  des	  EHTs,	  

ayant	  pour	  but	  d’évaluer	  un	  effet	  peptide	  poison	  de	  la	  lamine	  A	  ΔK32,	  a	  montré	  que	  la	  

surexpression	  de	  la	  lamine	  A	  Wt	  ou	  ΔK32	  a	  des	  effets	  négatifs	  sur	  la	  fonction	  contractile	  

du	  tissu	  cardiaque.	  De	  façon	  surprenante,	  en	  revanche,	  la	  surexpression	  de	  la	  lamine	  A	  

ΔK32	   s’est	   révélée	   moins	   délétère	   que	   celle	   de	   la	   lamine	   Wt.	   Ceci	   s’explique	   par	   la	  

dégradation	  de	  la	  lamine	  A	  ΔK32	  dans	  ce	  système	  que	  nous	  avons	  mis	  en	  évidence	  par	  

l’inhibition	  de	  l’UPS	  par	  un	  traitement	  à	  l’époxomicine,	  comme	  dans	  les	  cardiomyocytes	  

et	   les	  myoblastes	  en	  culture.	  En	  microscopie	  à	   fluorescence,	  nous	  avons	  montré	  que	  la	  

lamine	  A	  Wt	   se	   localise	   correctement	  à	   l’enveloppe	  nucléaire	  dans	   les	   cardiomyocytes	  

alors	  que	  le	  lamine	  A	  ΔK32	  est	  localisée	  de	  façon	  diffuse	  dans	  le	  nucléoplasme	  ou	  dans	  le	  

cytoplasme.	  L’inhibition	  de	   l’UPS	  n’a	  pas	  eu	  d’impact	  sur	   la	   localisation	  de	   la	   lamine	  A	  

Wt.	  En	  revanche,	  la	  lamine	  A	  ΔK32	  non	  dégradée	  dans	  ce	  contexte,	  forment	  des	  agrégats	  

dans	   le	   nucléoplasme	   des	   cardiomyocytes,	   suggérant	   un	   effet	   négatif	   de	   cette	   lamine	  

mutée.	  

Enfin,	  l’étude	  des	  souris	  Het/Ub-‐GFP	  a	  révélé	  une	  dysfonction	  de	  l’UPS	  dans	  le	  cœur	  des	  

souris	   Het	   âgées	   de	   30	   semaines.	   Nous	   avons,	   en	   effet,	   montré	   une	   accumulation	   de	  

protéine	   GFP-‐ubiquitinée	   dans	   le	   cœur	   des	   souris	   Het,	   indiquant	   un	   défaut	   de	  

dégradation	   de	   ce	   substrat	   et	   donc	   une	   insuffisance	   de	   l’UPS	   à	   cet	   âge.	   De	   façon	  

intéressante,	   cette	   dysfonction	   apparaît	   comme	   causale	   puisqu’elle	   survient	   avant	   la	  

«	  normalisation	  »	  du	  niveau	  des	  lamines	  A/C	  dans	  le	  cœur	  des	  animaux	  Het.	  
 

L’ensemble	   des	   résultats	   de	   cette	   étude	   a	   donc	  mis	   en	   évidence	   un	   rôle	   important	   de	  

l’UPS	  dans	  la	  dégradation	  des	  lamines	  A/C	  mutées,	  limitant	  ainsi	  leur	  effet	  délétère.	  Les	  

mécanismes	   physiopathologiques	   à	   l’origine	   de	   la	   CMD	   chez	   les	   souris	   Het	   sont	   donc	  
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doubles	  :	   à	   l’haploinsuffisance	   des	   lamines	   A/C,	   connue	   comme	   préjudiciable	   pour	   le	  

myocarde	  (Chandar	  et	  al,	  2010	  ;	  Wolf	  et	  al,	  2008),	  s’ajoute	  un	  effet	  poison	  de	  la	  lamine	  

mutée,	  augmentant	  en	  raison	  de	  l’inhibition	  de	  l’UPS	  dans	  le	  cœur	  des	  souris	  Het. 

	  

Ce	   travail	   a	   donné	   lieu	   à	   la	   rédaction	   d’un	   manuscrit	   soumis	   au	   journal	   Circulation	  

Research	  pour	  publication	  et	  présenté	  ci-‐après.	  
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Heterozygous	  LmnadelK32	  mice	  develop	  dilated	  cardiomyopathy	  through	  a	  

combined	  pathomechanism	  of	  haploinsufficiency	  and	  peptide	  toxicity	  
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ABSTRACT	  

Rationale.	  Dilated	  cardiomyopathy	  (DCM)	  associates	   left	  ventricular	  dilatation	  and/or	  

systolic	   dysfunction	   and	   is	   a	  major	   cause	   of	   heart	   failure	   and	   cardiac	   transplantation.	  

LMNA	   gene	  encodes	   lamin	  A/C,	  proteins	  of	   the	  nuclear	  envelope	  and	  LMNA	  mutations	  

cause	   DCM	   with	   conduction	   and/or	   rhythm	   defects.	   The	   pathomechanisms	   linking	  

mutations	  to	  DCM	  remain	  to	  be	  elucidated.	  

Objective.	   To	   investigate	   the	   phenotype	   and	   associated	   pathomechanisms	   in	  

heterozygous	  LmnaΔK32/+	  knock-‐in	  mice.	  

Methods	   and	   Results.	   Heterozygous	   LmnaΔK32/+	   mice	   (Het)	   did	   not	   show	  

rhythm/conduction	  defect.	  They	  progressively	  developed	  cardiac	  dysfunction	  and	  DCM,	  

and	   died	   between	   35	   and	   70	   weeks	   of	   age.	   Lamin	   A/C	   was	   correctly	   located	   at	   the	  

nuclear	  envelope	  in	  Het	  hearts.	  The	  evolution	  of	  DCM	  was	  associated	  with	  a	  modulation	  

of	  cardiac	   lamin	  A/C	  protein	   level.	  Before	  the	  development	  of	  DCM,	   lamin	  A/C	  protein	  

level	  was	  50%	  lower	  in	  Het	  than	  Wild-‐type	  (Wt)	  hearts,	  but	  did	  not	  differ	  between	  both	  

groups	   thereafter.	   The	   reduced	   lamin	   A/C	   content	   resulted	   from	   ΔK32-‐lamin	  

degradation	   via	   the	  ubiquitin-‐proteasome	   system	   (UPS).	   Crossing	   these	  mice	  with	   the	  

UbG76V-‐GFP	  UPS	  reporter	  mice	  revealed	  a	  1.5-‐fold	  higher	  level	  of	  UbG76V-‐GFP	  in	  Het	  than	  

in	   Wt	   mice.	   Overexpression	   of	   ΔK32-‐lamin	   in	   engineered	   heart	   tissue	   followed	   by	  

inhibition	  of	  the	  proteasome	  resulted	  in	  its	  nuclear	  aggregation.	  These	  results	  suggest	  a	  

global	  UPS	  impairment	  and	  poison	  peptide	  effect	  in	  Het	  hearts.	  

Conclusions.	  LmnaΔK32/+	  mice	  are	   the	   first	  knock-‐in	  Lmna	  model	  with	   cardiac-‐specific	  

phenotype	  at	   the	  heterozygous	  state.	  Our	  data	  provide	  evidence	   for	  haploinsufficiency	  

associated	   with	   accumulation	   of	   a	   poison	   peptide	   as	   pathomechanisms	   of	   DCM	   in	  

LmnadelK32/+	  mice.	  

	  

KEY	  WORDS:	  Lamin	  A/C,	  dilated	  cardiomyopathy,	  ubiquitin-‐proteasome	  system	  
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Non	  standard	  Abbreviations	  and	  Acronyms	  

AAV:	  Adeno-‐associated	  virus	  

DCM:	  Dilated	  cardiomyopathy	  

DCM-‐CD:	  Dilated	  cardiomyopathy	  with	  conduction	  disease	  

EDL:	  extensor	  digitorum	  longus	  muscle	  

EDMD:	  Emery-‐Dreifuss	  muscular	  dystrophy	  

EHT:	  Engineered	  heart	  tissue	  

Het:	  Heterozygous	  LmnaΔK32	  knock-‐in	  mice	  

LMNA:	  Lamin	  A/C	  gene	  

MOI:	  Multiplicity	  of	  infection	  

NMCM:	  Neonatal	  mouse	  cardiomyocytes	  

Ub-‐GFP:	  mutant	  ubiquitin-‐coupled	  green	  fluorescent	  protein	  

UPS:	  Ubiquitin-‐proteasome	  system	  

Wt:	  Wild-‐type	  mice	  
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The	   main	   features	   of	   dilated	   cardiomyopathy	   (DCM)	   are	   left	   ventricular	   dilatation,	  

systolic	   dysfunction,	  myocyte	   death	   and	  myocardial	   fibrosis.	   DCM	   represents	   a	  major	  

cause	   of	   heart	   failure	   and	   cardiac	   transplantation.	   Analysis	   of	   relatives	   of	   affected	  

patients	  reveals	  a	  familial	  disease	  in	  20%	  to	  35%	  of	  cases.1	  Among	  all	  the	  mutated	  genes	  

reported	   in	   familial	  DCM,	  LMNA	  gene	  represents	  one	  of	   the	   first	   known	  cause	  of	  non-‐

syndromic	   DCM	   in	   patients,	   estimated	   at	   6%	   of	   DCM.1	   The	   LMNA-‐related	  

cardiomyopathy	  associates	  DCM,	  conduction	  and/or	  rhythm	  defects	  (DCM-‐CD)2,3	  and	  is	  

mainly	  dominantly	  inherited.	  

To	   date,	   more	   than	   400	   LMNA	   gene	   mutations	   have	   been	   reported	  

(http://www.umd.be/LMNA/),	  which	   lead	   to	   a	  wide	   spectrum	  of	   diseases	   collectively	  

referred	  to	  as	  laminopathies.4	  These	  pathologies	  involve	  either	  specific	  tissues	  (striated	  

muscles,	   adipose	   tissue,	  peripheral	  nerves)	  or	   several	   systems	   (progeroid	   syndromes)	  

with	   overlapping	   phenotypes.	   Among	   the	   LMNA	   mutations	   identified	   so	   far,	   most	   of	  

them	   lead	   to	   cardiac	   diseases	   (DCM-‐CD)	   that	   are	   isolated	   or	   associated	   with	   skeletal	  

muscles	   involvement,	   e.g.	   LMNA-‐related	   congenital	   muscular	   dystrophy,5	   Emery-‐

Dreifuss	   muscular	   dystrophy	   (EDMD)6	   In	   those	   pathologies,	   DCM-‐CD	   constitutes	   the	  

most	  serious	  and	  life-‐threatening	  clinical	  manifestation	  of	  the	  disease.	  

LMNA	   encodes	   A-‐type	   lamins,	   mainly	   comprising	   lamin	   A	   and	   C.7	   Lamin	   A/C	   are	  

ubiquitous	  proteins	  of	  the	  type	  V	  intermediate	  filament	  family.	  They	  assemble	  in	  highly	  

organized	   structures	   and,	   together	  with	  B-‐type	   lamins,	   form	  a	  meshwork	  beneath	   the	  

inner	  nuclear	  membrane:	  the	  nuclear	  lamina.6	  Lamin	  A/C	  physiological	  roles	  are	  not	  yet	  

fully	  understood.	  Their	  numerous	   interactions	  with	  proteins	  of	   the	  nuclear	  membrane	  

support	  a	  role	   in	  maintaining	  the	  structure	  and	  stiffness	  of	  the	  nuclear	  envelope.	  They	  

also	   largely	   interact	   with	   proteins	   of	   the	   nucleoplasm	   (transcription	   factors	   and	  

histones)	   and	  with	   chromatin,	  which	   suggests	   physiological	   functions	   in	   regulation	   of	  

gene	  expression.8,9	  

The	  mechanisms	   by	  which	  mutations	   in	  LMNA	   lead	   to	   tissue-‐specific	   diseases	   remain	  

unclear.	   An	   important	   function	   of	   the	   nuclear	   lamina	   is	   to	   maintain	   the	   structural	  

integrity	   of	   cells.	   Therefore,	   lamina	   defects	   might	   result	   in	   cellular	   “weakness”	   and	  

damages,	  critical	  for	  muscular	  cells	  subjected	  to	  constant	  mechanical	  stress.	  In	  addition,	  

altered	   tissue-‐specific	   gene	   expression	   might	   also	   be	   involved	   in	   the	   diseases.8	  

Cumulative	  evidence	  indicates	  that	  the	  steady-‐state	  level	  of	  lamin	  A/C	  level	  is	  crucial	  for	  

normal	   cell	  morphology	   and	   function,	   especially	   in	   the	   heart.	   Overexpression	   of	  wild-‐
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type	  lamin	  A/C	  in	  cells	  and	  tissues	  leads	  to	  nuclear	  abnormalities	  and	  higher	  sensitivity	  

to	  cell	  death.10,11	  Lmna-‐/-‐	  null	  mice	  develop	  severe	  DCM	  and	  die	  prematurely	  by	  8	  weeks	  

of	   age,12	   and	   finally,	   heterozygous	   Lmna+/-‐	   mice	   that	   express	   only	   50%	   of	   lamin	   A/C	  

suffer	  from	  DCM-‐CD	  arising	  later	  at	  adulthood.13,14	  

We	  created	  a	  new	  Lmna	  mutant	  mouse	  model	  deleted	  for	  lysine	  in	  position	  32	  of	  lamin	  

A/C	  (LmnaΔK32	  mouse).15	  Homozygous	  LmnaΔK32/ΔK32	  mice	  exhibit	  maturation	  defects	  of	  

skeletal	  and	  cardiac	  muscles,	  and	  severe	  metabolic	  disorders	  responsible	  for	  premature	  

death	  at	  2	  weeks	  of	  age,	   suggesting	   that	   the	  ΔK32-‐lamin	  A/C	  protein	   itself	  and/or	   the	  

overall	   reduction	   in	   lamin	   A/C	   level	   (-‐80%)15	   has	   deleterious	   effects.	   At	   this	   age,	  

heterozygous	  LmnaΔK32/+	  mice	   did	   not	   have	   an	   obvious	   pathological	   phenotype.	  In	   the	  

present	   paper,	  we	   further	   investigated	   the	   phenotype	   of	   the	   heterozygous	  LmnaΔK32/+	  

adult	  mice	  (thereafter	  called	  Het	  mice).	  
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MATERIALS	  AND	  METHODS	  	  

	  

Expanded	  Methods	  section	  is	  available	  in	  the	  Online	  Data	  Supplement.	  

	  

Animals	  

LmnaΔK32	  knock-‐in	  mice	  were	   generated	   as	   previously	   described.15	  Mice	  were	   studied	  

according	   to	   protocols	   approved	  by	   the	  European	   legislation	   (L358-‐86/609/EEC).	  We	  

explored	   the	   cardiac	   phenotype	   of	   Het	  mice	   at	   three	   different	   ages	   corresponding	   to	  

different	  stages	  of	  heart	  function:	  10	  week-‐old	  mice	  without	  any	  cardiac	  dysfunction,	  30	  

week-‐old	  mice	   starting	   heart	   dysfunction	   and	   57	  week-‐old	  mice	   at	   advanced-‐stage	   of	  

DCM	   (Supplemental	   tables	   1	   and	   2).	   The	   UbG76V-‐GFP/1	   mice	   were	   generated	   and	  

characterized	  as	  previously	  described.16	  They	  ubiquitously	  express	  a	  green	  fluorescent	  

protein	  (GFP)-‐fused	  proteasome	  substrate.	  

	  

Production	  of	  adeno-‐associated	  virus	  

FLAG-‐tag	   was	   inserted	   before	   the	   ATG	   codon	   of	   WT-‐	   and	   ΔK32-‐human	   prelamin	   A	  

constructs	   by	   PCR.	   They	   were	   subcloned	   into	   the	   pSMD2-‐CMV	   vector	   for	   adeno-‐

associated	  virus	   serotype	  6	   (AAV-‐6)	  production	  as	  described	  previously.17	  Virus	   titers	  

ranged	  from	  1.92x1012	  to	  1.03	  x1013	  virus	  genomes/ml.	  

	  

Cardiomyocytes	  and	  myoblasts	  culture	  and	  analysis	  

Neonatal	   mouse	   cardiac	   myocytes	   (NMCM)	   were	   isolated	   from	   C57/BL6J	   mice	   as	  

previously	  described.18	  NMCM	  were	  transduced	  with	  AAV-‐6	  encoding	  Flag-‐Wt-‐	  or	  Flag-‐

ΔK32-‐prelamin	  A	   at	  MOI	   (Multiplicity	  Of	   Infection)	   of	   30,000.	   Cells	  were	   treated	  with	  

500	  nM	  epoxomicin	  in	  10%	  DMSO	  or	  with	  DMSO	  alone	  for	  24	  h.	  NMCM	  were	  harvested	  

72	   h	   after	   culture.	   Primary	  myoblasts	  were	   isolated	   from	   tibialis	  anterior	  muscle	   of	   2	  

week-‐old	  Wt	  and	  LmnaΔK32/ΔK32	  mice.	  Myogenicity	  was	  checked	  by	  desmin	  staining.	  Cells	  

were	  treated	  with	  25	  µM	  MG132	  in	  DMSO	  or	  with	  DMSO	  alone	  for	  3	  or	  6	  hours.	  

	  

Engineered	  Heart	  Tissue	  generation	  and	  analysis	  

Fibrin-‐based	   engineered	   heart	   tissues	   (EHT)	   from	   neonatal	   rat	   heart	   cells	   were	  

generated	   and	   cultured	   as	   previously	   described.19	   Briefly,	   for	   each	   EHT,	   a	   100	   μl-‐

reconstitution	  mix	  containing	  4x105	  cells/EHT,	  bovine	  fibrinogen,	  aprotinin,	  and	  DMEM	  
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was	  mixed	  with	  3	  μl	  thrombin	  and	  pipetted	  around	  two	  elastic	  silicone	  posts.	  EHTs	  were	  

transduced	  with	  AAV-‐6	   encoding	   Flag-‐Wt-‐	   or	   Flag-‐ΔK32-‐prelamin	  A	   at	   a	  MOI	   of	   3000	  

directly	   added	   in	   the	   reconstitution	  mix.	   At	   day	   17,	   EHTs	  were	   treated	  with	   500	   nM	  

epoxomicin	   in	   10%	   DMSO	   or	   with	   DMSO	   alone	   for	   24	   h.	   Contraction	   measurements	  

were	   performed	   by	   video	   optical	   recording	   on	   day	   8,	   11,	   15	   and	   17	   as	   previously	  

described.19	   Average	   force	   and	   contraction	   and	   relaxation	   velocities	   were	   calculated	  

from	   the	   recorded	   contractions	   by	   an	   algorithm	   that	   takes	   into	   account	   the	   elastic	  

properties	  of	  the	  silicone	  posts.	  	  

	  

Mass	  spectrometry	  

Heart	  protein	  extracts	  for	  mass	  spectrometry	  (MS)	  analysis	  were	  prepared	  as	  described	  

in	   the	  Western	   blotting	   procedure	   (Supplemental	  methods)	   and	   separated	   using	   SDS-‐

PAGE.	  The	   gel	   lanes	   containing	   the	   lamin	  A	   and	  C	  proteins	  were	   cut	   out	   and	  digested	  

using	   in-‐gel	   tryptic	   digestion.	   The	   peptides	   were	   analyzed	   by	   nanoLC-‐MS/MS.	   The	  

resulting	   sequence-‐data	   was	   searched	   against	   a	   custom-‐made	   mouse	   database	  

containing	   the	   sequence	   of	   the	   ΔK32	   variant.	   Relative	   label-‐free	   quantitation	   was	  

performed	   in	  MaxQuant	   where	   total	   peptide	   signals	   were	   determined	   in	   the	  mass	   to	  

charge,	  elution	  time	  and	  intensity	  space.20,21	  

	  

Statistical	  analysis	  

Differences	   between	   groups	   were	   assessed	   using	   ANOVA	   and	   Student’s	   t-‐test	   with	  

Sigmastat	  software.	  Values	  of	  p<0.05	  were	  considered	  statistically	  significant.	  
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RESULTS	  

	  

Het	  mice	  do	  not	  show	  skeletal	  muscle	  defect	  	  

As	   LmnaΔK32/ΔK32	   mice	   showed	   skeletal	   muscle	   abnormalities,15	   we	   investigated	   the	  

skeletal	  muscle	  phenotype	  of	  old	  Het	  mice	  (57	  weeks	  of	  age).	  Spontaneous	  activity	  test,	  

in	   vitro	   contractile	   function	   of	   diaphragm,	   soleus	   and	   extensor	  digitorum	   longus	   (EDL)	  

muscles,	  and	  histological	  analysis	  of	  gastrocnemius	  muscle	  were	  performed	   in	  Het	  and	  

Wt	  mice	   (Supplemental	   table	  3	  and	   supplemental	  Fig	  1).	  All	   these	  parameters	  did	  not	  

differ	   between	   Het	   and	   Wt	   mice,	   suggesting	   no	   skeletal	   muscle	   defect	   in	   Het	   mice.	  

However,	  the	  lamin	  A/C	  protein	  level	  was	  more	  than	  50%	  lower	  in	  gastrocnemius	  of	  Het	  

than	  of	  Wt	  mice	  all	  life	  long	  (Supplemental	  Fig	  2).	  

	  

Het	  mice	  develop	  dilated	  cardiomyopathy	  

Het	  mice	  displayed	  a	  shortened	  lifespan.	  They	  died	  during	  adulthood	  between	  35	  and	  70	  

weeks	  of	  age	  without	  any	  gender-‐difference	  (Fig	  1A).	  To	  assess	  the	  cardiac	  phenotype	  of	  

Het	  mice,	  we	  performed	  echocardiographic	  and	  electrocardiographic	  (ECG)	  longitudinal	  

studies	   of	   male	   and	   female	   Het	   and	  Wt	  mice	   from	   12	  weeks	   of	   age	   until	   death.	   This	  

monitoring	   revealed	   that	   Het	   mice	   developed	   decreased	   fractional	   shortening	   (FS)	  

starting	   a	   bit	   earlier	   in	  males	   than	   in	   females	   (Fig	   1B;	   Supplemental	   Tables	   1	   and	   2),	  

reflecting	   a	   progressive	   contractile	   dysfunction.	   This	   was	   followed	   by	   left	   ventricular	  

dilation	   shown	  by	   increased	   left	   ventricular	   end-‐diastolic	  dimensions	   (LVEDD;	  Fig	  1C;	  

Supplemental	   Tables	   1	   and	   2).	   These	   features	   matched	   with	   a	   DCM	   phenotype.	  

Nevertheless	   it	   is	  worth	  noting	  that	  despite	   left	  ventricular	  (LV)	  dilation,	  there	  was	  no	  

major	   wall	   thinning	   (IVSd	   and	   PWd;	   Supplemental	   Tables	   1	   and	   2).	   Importantly,	  

whatever	  the	  age	  of	  onset	  of	  cardiac	  dysfunction,	  which	  varied	  from	  32	  to	  70	  weeks	  of	  

age,	  the	  timeline	  of	  the	  disease	  evolution	  was	  very	  reproducible	  between	  mice,	  i.e.	  15-‐20	  

weeks	   between	   FS	   decrease	   and	   death.	   ECG	   recordings	   did	   not	   reveal	   any	   primary	  

conduction	   or	   rhythm	   defect	   in	   Het	   mice.	   Some	   unspecific	   abnormalities	   (slight	  

bradycardia,	   higher	   PR	   interval,	   QRS	   complex	   broadening)	  were	   observed	   at	   the	   very	  

end-‐stages	  of	   the	  DCM	  only	  (data	  not	  shown).	  The	  progression	  of	  DCM	  was	  associated	  

with	  cardiac	  hypertrophy	  (Fig	  1D)	  and	  with	  ventricular	  and	  atrial	  enlargement	  (Fig	  1G).	  

At	  the	  end	  stage,	  the	  LV	  of	  Het	  mice	  presented	  slight	  fibrosis	  (Fig	  1H	  and	  1I).	  Het	  mice	  

eventually	   presented	   congestive	   heart	   failure	   as	   demonstrated	   by	   dramatic	   LV	  
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hypokinesia	  and	   lung	  oedema	  reflected	  by	   increase	   in	   lung	  weight	  to	  tibia	   length	  ratio	  

(Fig	  1E).	  Analysis	  of	  mRNA	  levels	  of	  cardiac	  remodelling	  markers	  (Fig	  1F),	  at	  10	  and	  57	  

weeks	  revealed	  that	  Nppa	  mRNA	  level	  did	  not	  differ	  between	  Het	  and	  Wt	  mice	  at	  both	  

ages,	  whereas	  Nppb	  mRNA	  amounts	  were	  1.6-‐	  and	  5.6-‐fold	  higher	  in	  Het	  mice	  at	  10	  and	  

57	  weeks	  of	  age,	  respectively.	  Myh7	  mRNA	  level	  did	  not	  differ	  between	  10	  week-‐old	  Het	  

and	  Wt,	  but	  was	  5-‐fold	  higher	  in	  57	  week-‐old	  Het	  mice.	  These	  results	  illustrated	  cardiac	  

remodelling	  processes	  starting	  at	  10	  weeks	  of	  age	  in	  Het	  mice.	  

	  

Nuclei	  show	  abnormal	  shape	  in	  Het	  hearts	  

Immunostaining	  analysis	  of	  lamin	  A/C	  in	  the	  heart	  of	  10,	  30	  and	  57	  week-‐old	  Het	  mice	  

(Fig	   2)	   revealed	   nuclear	   rim	   localization	   similar	   to	   that	   observed	   in	   the	   heart	   of	   age-‐

matched	  Wt.	  However,	   a	   large	  proportion	  of	  nuclei	  were	  abnormally	   elongated	   in	  Het	  

hearts	   at	   all	   ages	   (Fig	   2),	   even	   before	   the	   onset	   of	   DCM	   (Fig	   2A).	   Myocardial	  

ultrastructure	   analysed	   by	   electron	   miscroscopy	   revealed	   preserved	   sarcomeric	  

architecture,	   but	  many	  nuclei	  with	  widening	  of	   the	  nuclear	   intermembrane	   space	   and	  

elongated	   shape	   in	   young	   asymptomatic	  Het	  mice	   compared	   to	  Wt	   (Fig	   3A	   and	  B).	   In	  

older	  Het	  animals	  with	  mild	  cardiac	  dysfunction,	  severe	  alterations	  were	  found	  in	  many	  

nuclei,	   such	   as	   extremely	   wide	   nuclear	   intermembrane	   space,	   accumulation	   of	   large	  

perinuclear	   vacuoles	   (Fig	   3C	   and	   D),	   or	   envelope	   rupture	   with	   extravasations	   of	  

chromatin	   material	   into	   the	   cytoplasm	   (Fig	   3E).	   In	   contrast,	   sarcomeric	   organization	  

remained	   mostly	   undisturbed,	   except	   frequent	   scattered	   vacuolar	   structures.	   At	   end-‐

stage,	   in	   addition	   to	   the	   pronounced	   alteration	   of	   a	   majority	   of	   nuclei,	   nonspecific	  

degenerative	  changes	  were	  observed:	  disrupted	  sarcomeres,	  myofibrillar	  lysis,	  vesicular	  

proliferation	   of	   sarcomeric	   reticulum,	   intracytoplasmic	   junctions,	   electron	   dense	  

residual	  bodies	  and	  pericellular	  fibrosis	  (data	  not	  shown).	  

	  

Mutant	  lamin	  A/C	  level	  is	  modulated	  with	  the	  progression	  of	  DCM	  

We	  evaluated	  the	  amount	  of	  lamin	  A/C	  proteins	  in	  the	  heart	  of	  10,	  30	  and	  57	  week-‐old	  

Het	  and	  Wt	  mice,	  and	  found	  lamin	  A/C	  protein	  levels	  to	  be	  50	  %	  lower	  in	  the	  heart	  of	  10	  

and	  30	  week-‐old	  Het	  mice	  than	  in	  age-‐matched	  Wt	  (Fig	  4A	  and	  B).	  Interestingly,	  in	  the	  

heart	  of	  57	  week-‐old	  Het	  mice,	   the	   lamin	  A/C	  protein	   level	  did	  not	  differ	  between	  Het	  

and	  Wt	  mice	  (Fig	  4A	  and	  B),	  thus	  suggesting	  that	  progression	  of	  DCM	  is	  associated	  with	  

increase	  in	  lamin	  A/C	  level.	  In	  addition,	  the	  level	  of	  lamin	  A	  is	  negatively	  correlated	  with	  
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the	   fractional	   shortening	   of	   Het	   hearts	   (Fig	   4C;	   r=	   -‐0.581;	   Pearson	   correlation	   test	  

p<0.01).	  Lamin	  A/C	   level	  did	  not	   change	  with	  aging	   in	   the	  heart	  of	  Wt	  mice	   (data	  not	  

shown).	  We	   then	   evaluated	  whether	   the	   apparent	   increase	   in	   lamin	   A/C	   level	   in	   Het	  

hearts	  was	  due	   to	  modulation	  of	  Lmna	  mRNA	  expression.	  Total	  Lmna	  mRNA	   level	  did	  

not	   differ	   between	   Het	   and	   Wt	   mice	   at	   10,	   30	   and	   57	   weeks	   of	   age	   (Fig	   4D).	   Allele	  

specific	  mRNA	  level	  assessment	  by	  RT–qPCR	  using	  specific	  hydrolysis	  probes	  for	  Wt	  or	  

ΔK32-‐Lmna	  mRNA	  showed	  that	  both	  alleles	  were	  similarly	  expressed	  in	  the	  heart	  of	  Het	  

mice	  at	   the	   three	  stages	   (Fig	  4E).	  Taken	   together,	   these	  results	   suggest	   that	   the	   lower	  

lamin	  A/C	  level	  in	  the	  heart	  of	  young	  Het	  mice	  was	  due	  to	  ΔK32-‐lamin	  A/C	  regulation	  at	  

the	  post-‐transcriptional	  level	  at	  these	  stages.	  The	  normalization	  of	  lamin	  A/C	  level	  in	  57	  

week-‐old	   Het	   hearts	   could	   reflect	   either	   an	   alteration	   of	   the	   ΔK32-‐lamin	   A/C	   post-‐

transcriptional	  regulation	  process	  or	  an	  increase	  of	  global	  number	  of	  nuclei,	  secondary	  

to	  proliferation	  of	  non-‐cardiomyocytes.	  However,	  emerin	  level,	  another	  nuclear	  protein,	  

was	   similar	   in	  Het	  and	  Wt	  hearts	  at	   all	   tested	  ages	   (Fig	  4A),	   indicating	   that	   the	  2-‐fold	  

increase	  of	  lamin	  A/C	  level	  was	  not	  due	  to	  an	  increase	  in	  the	  number	  of	  cells.	  	  

We	   thus	  hypothesized	   that	  normalization	  of	   the	   total	   level	  of	   lamin	  A/C	  resulted	   from	  

accumulation	   of	   ΔK32-‐lamin	   A/C	   in	   old	   Het	   hearts	   and	   that	   this	   leads	   to	   deleterious	  

consequences	  on	  cardiac	  function	  in	  Het	  mice.	  The	  amount	  of	  ΔK32-‐lamin	  A/C	  to	  that	  of	  

total	   lamin	   A/C	   protein	   was	   analysed	   by	   mass	   spectrometry	   (MS)	   (Fig	   4F	   and	  

Supplemental	   Fig	   3-‐4).	   Lamin	   A/C	   peptides	   were	   generated	   by	   trypsin	   digestion	   of	  

protein	  extracts	   from	  heart	   samples	  of	  Het	  mice.	  Analysis	  of	  peptide	   signal	   intensities	  

from	   the	   two	   unique	   Wt-‐peptides	   (33EDLQELNDR41	   and	   29LQEKEDLQELNDR41)	   and	  

from	   the	   unique	   ΔK32-‐peptide	   (29LQEEDLQELNDR40)	   showed	   that	   the	   ΔK32-‐peptide	  

represented	  8.4%	  and	  8%	  of	  total	  lamin	  A/C	  proteins	  in	  the	  heart	  of	  10	  and	  57	  week-‐old	  

Het	  mice,	  respectively	  (Fig	  4F).	  This	  indicated	  that	  the	  level	  of	  ΔK32-‐lamin	  A/C	  was	  very	  

low	   in	   Het	   hearts	   throughout	   the	   evaluated	   lifespan,	   but	   did	   not	   change	   over	   time.	  

However,	  the	  MS	  quantification	  confirmed	  that	  the	  overall	  level	  of	  lamin	  A/C	  increased	  

with	  age	   in	  Het	  mice	   (Supplemental	  Fig	  4E).	  We	  can	   thus	  estimate	   that	   the	  amount	  of	  

ΔK32-‐lamin	  A/C	  increased	  in	  57	  compared	  to	  10	  week-‐old	  Het	  hearts.	  

	  

Ubiquitin-‐proteasome	  system	  is	  impaired	  in	  Het	  hearts	  

Similar	   transcript	   and	   increasing	   protein	   levels	   over	   time	   suggested	   that	   the	   level	   of	  

lamin	  A/C	  was	  subject	  to	  post-‐transcriptional	  regulation	  in	  the	  heart	  of	  aging	  Het	  mice	  
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(Fig	   4).	  We	   hypothesized	   that	   this	   involves	   a	   protein	   degradation	   system,	  which	  may	  

become	   impaired	   in	  Het	  mice	  with	  age.	   In	  mammalian	   cells,	   the	  ubiquitin-‐proteasome	  

system	   (UPS)	   is	   the	   major	   non-‐lysosomal	   degradation	   system	   involved	   in	   protein	  

homeostasis.22	  To	  assess	  its	  global	  function,	  Het	  and	  Wt	  mice	  were	  crossed	  with	  UbG76V-‐

GFP	   mice.	   UbG76V-‐GFP	   (thereafter	   called	   Ub-‐GFP)	   mice	   express	   ubiquitously	   a	   green	  

fluorescent	   protein	   (GFP)-‐based	   proteasome	   substrate	   that	   allows	   monitoring	   of	   the	  

UPS	   in	   vivo.16	   Ub-‐GFP	   protein	   level	   in	   tissue,	   reflecting	   the	   steady-‐state	   of	   ubiquitin-‐

linked	  degradation,	  provides	  a	  direct	  view	  of	  UPS	  function	  in	  those	  mice.	  In	  the	  heart	  of	  

30	  week-‐old	  Het/Ub-‐GFP	  mice,	  the	  Ub-‐GFP	  level	  was	  1.5-‐fold	  higher	  than	  in	  Wt/Ub-‐GFP	  

mice	   (Fig	   5A	   and	   B),	   indicating	   a	   global	   dysfunction	   of	   the	   UPS	   in	   Het/Ub-‐GFP	  mice.	  

Interestingly,	  this	  UPS	  impairment	  appeared	  prior	  to	  normalization	  of	  lamin	  A/C	  level	  in	  

Het/Ub-‐GFP	  mice,	  as	  lamin	  A/C	  level	  was	  50%	  lower	  than	  in	  Wt/Ub-‐GFP	  mice	  at	  this	  age	  

(Fig	   5A	   and	   C),	   supporting	   the	   hypothesis	   that	   impaired	  UPS	   is	   a	   cause	   of	   lamin	   A/C	  

accumulation	  in	  aging	  Het	  mice.	  

	  

UPS	   inhibition	   results	   in	   increased	   lamin	   A/C	   level	   in	   myoblasts	   and	  

cardiomyocytes	  

To	  determine	  whether	  UPS	  was	   involved	  in	  the	  degradation	  of	  Wt	  or	  ΔK32-‐lamin	  A/C,	  

primary	  myoblasts	  derived	  from	  homozygous	  LmnaΔK32/ΔK32	  or	  Wt	  mice	  were	  treated	  for	  

3	  or	  6	  hours	  with	  25	  μM	  MG132,	  a	  specific	  inhibitor	  of	  the	  UPS,	  and	  lamin	  A/C	  level	  was	  

measured	   by	   western	   blot.	   UPS	   inhibition	   was	   validated	   by	   accumulation	   of	  

ubiquitinated	   proteins	   in	   myoblasts	   after	   MG132	   treatment	   (Fig	   6A).	   As	   previously	  

described,	  lamin	  A/C	  level	  was	  80%	  lower	  in	  LmnaΔK32/ΔK32	  than	  in	  Wt	  untreated	  cells.15	  

After	  UPS	  inhibition	  by	  MG132,	  lamin	  A/C	  level	  increased	  in	  both	  LmnaΔK32/ΔK32	  and	  Wt	  

myoblasts	  (Fig	  6A),	  suggesting	  that	  UPS	   is	   indeed	   involved	   in	  endogenous	  ΔK32-‐lamin	  

A/C	   degradation.	   To	   investigate	   whether	   this	   mechanism	   occurred	   also	   in	  

cardiomyocytes,	   NMCM	   were	   transduced	   with	   AAV6	   encoding	   Flag-‐Wt-‐	   or	   ΔK32-‐

prelamin	  A,	   and	   treated	  with	   500	   nM	   epoxomicin,	   another	  UPS	   inhibitor,	   for	   24	   h.	   In	  

untreated	   NMCM,	   Flag-‐ΔK32-‐lamin	   A	   level	   was	   lower	   than	   Flag-‐Wt-‐lamin	   A	   (Fig	   6B).	  

After	   UPS	   inhibition,	   both	   Flag-‐Wt-‐	   and	  ΔK32-‐lamin	   A	  were	   significantly	   increased	   in	  

epoxo-‐treated	  NMCM,	  demonstrating	  that,	  as	  in	  myoblasts,	  ΔK32-‐lamin	  A	  was	  degraded	  

by	  the	  UPS	  in	  cardiomyocytes.	  
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Degradation	   of	   ΔK32-‐lamin	   partially	   protects	   against	   contractile	   impairment	   of	  

EHTs	  

ΔK32-‐lamin	  A/C	  increased	  in	  the	  heart	  of	  Het	  mice	  during	  cardiac	  disease	  progression	  

(Fig	  4)	  and	  was	  negatively	  associated	  with	  cardiac	  function,	  suggesting	  that	  ΔK32-‐lamin	  

A/C	   had	   deleterious	   effect	   in	   the	   heart	   of	   Het	   mice.	   To	   evaluate	   this	   hypothesis,	   we	  

studied	   the	   impact	   of	   Flag-‐Wt-‐	   or	   ΔK32-‐prelamin	   A	   overexpression	   on	   contractile	  

properties	  of	  engineered	  heart	  tissues	  (EHTs).19	  Both	  Flag-‐Wt-‐	  and	  Flag-‐ΔK32-‐lamin	  A-‐

transduced	  EHTs	  started	  to	  beat	  later	  than	  untransduced	  EHTs	  (Fig	  7A).	  Consistent	  with	  

this	  observation,	  Flag-‐Wt-‐,	  and	   to	  a	   lower	  extent,	  Flag-‐ΔK32-‐lamin	  A-‐transduced	  EHTs	  

showed	   impaired	   contractile	   function	   compared	   to	   untransduced	  EHTs,	   namely	   lower	  

force	   generation	   and	   contraction/relaxation	   velocities	   (Fig	   7A	   b	   and	   c,	   respectively).	  

Overexpression	  of	  WT	  lamin	  A/C	  is	  known	  to	  give	  rise	  to	  deleterious	  effect	  in	  cells.10,11	  

To	  understand	  the	  lower	  deleterious	  effect	  of	  Flag-‐ΔK32-‐lamin	  A	  that	  contradicted	  our	  

hypothesis,	   we	   evaluated	   the	   localization	   and	   expression	   level	   of	   Flag-‐Wt	   and	   Flag-‐

ΔK32-‐lamin	   A	   in	   EHTs.	   Flag-‐Wt-‐lamin	   A	   had	   the	   expected	   rim	   nuclear	   localization,	  

whereas	   Flag-‐ΔK32-‐lamin	   A	   was	   diffusely	   located	   within	   the	   nucleoplasm	   or	   in	   the	  

cytoplasm	  (Fig	  7B).	  This	  different	  localization	  between	  Flag-‐Wt-‐	  and	  ΔK32-‐lamin	  A	  was	  

associated	  with	  slightly	  lower	  Flag-‐ΔK32-‐lamin	  A	  level	  compared	  with	  Wt	  (Fig	  7C).	  24	  h	  

treatment	  with	  epoxomicin	   increased	  both	  Flag-‐Wt-‐	  and	  Flag-‐ΔK32-‐lamin	  A	   levels	  (Fig	  

7C).	  The	   treatment	  had	  no	  major	   impact	  on	  Flag-‐Wt-‐lamin	  A	   localization	   (Fig	  7B),	  but	  

induced	   the	   formation	   of	   Flag-‐ΔK32-‐lamin	   A	   aggregates	   in	   the	   nuclei.	   These	   results	  

showed	  that	  degradation	  of	  Flag-‐ΔK32-‐lamin	  A	  via	  the	  UPS	  in	  reconstituted	  heart	  tissue	  

limited	  its	  aggregation	  and	  therefore	  also	  its	  negative	  effect.	  

	  

DISCUSSION	  

	  

We	  report	  here	  that	  a	  heterozygous	  in-‐frame	  deletion	  in	  the	  N-‐terminal	  domain	  of	  lamin	  

A/C	  caused	  a	  cardiac-‐specific	  phenotype	  in	  mouse.	  We	  show	  that	  (i)	  Het	  mice	  developed	  

a	  progressive	  cardiac	  dysfunction	  and	  DCM	  evolving	  to	  death	  between	  35	  and	  70	  weeks	  

of	  age;	   (ii)	  ΔK32-‐lamin	   is	  subjected	   to	  degradation	  by	   the	  UPS;	   (iii)	   the	  progression	  of	  

the	  cardiac	  disease	  in	  Het	  mice	  was	  associated	  with	  increased	  ΔK32-‐lamin	  A/C	  amount;	  

(iv)	  the	  UPS	  was	  impaired	  in	  the	  heart	  of	  Het	  mice,	  providing	  a	  mechanistic	  basis	  for	  the	  
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increase	   in	   ΔK32-‐lamin	   in	   aging	   animals;	   (v)	   degradation	   of	   ΔK32-‐lamin	   partially	  

protected	  against	   contractile	   impairment	  of	   fibrin-‐based	   rat	  EHTs.	  These	  data	  provide	  

evidence	   for	   a	  major	   role	  of	   the	  UPS	   in	   the	  pathophysiological	  mechanisms	   leading	   to	  

DCM	  in	  Het	  mice.	  

	  

Haploinsufficiency	  of	  lamin	  A/C	  in	  Het	  mice	  

Young	   Het	   mice	   presented	   50%	   less	   lamin	   A/C	   than	   age-‐matched	   Wt	   in	   heart	   and	  

muscles	   (Fig	   3,	   Suppl	   Fig	   2	   and15).	   With	   age,	   they	   developed	   cardiac	   disease	   but	   no	  

skeletal	  muscles	   defects.	   This	   segmental	   phenotype	   affecting	   only	   cardiac	  muscle	   has	  

already	  been	  observed	   in	  striated	  muscle-‐specific	   laminopathies.23	  The	  heart	   seems	   to	  

be	   more	   vulnerable	   than	   skeletal	   muscles	   to	   haploinsufficiency	   in	   patients.	  

Genotype/phenotype	   correlation	   using	   LMNA	   Universal	   mutation	   database	  

(http://www.umd.be/LMNA/)	  showed	  that	  67%	  of	  nonsense	  and	  truncating	  mutations,	  

which	  putatively	  lead	  to	  lower	  lamin	  A/C	  protein	  levels,	  cause	  cardiac	  diseases	  without	  

muscle	  involvement.24-‐26	  To	  date,	  no	  clear	  evidence	  explains	  the	  contrasting	  sensitivity	  

to	  lamin	  A/C	  haploinsufficiency	  between	  heart	  and	  skeletal	  muscles.	  It	  might	  result	  from	  

structural	  and	  functional	  differences	  of	  these	  two	  tissues.	  The	  heart	  contracts	  in	  a	  ‘twist’	  

way,	  generating	  torsion	  whereas	  skeletal	  muscles	  generate	  unidirectional	  shortening.	  In	  

addition,	   distinct	   organizations	   of	   the	   cellular	   cytoarchitecture	   as	   well	   as	   central	  

position	  of	  nuclei	  in	  cardiac	  cells	  compared	  to	  subsarcolemal	  location	  in	  muscular	  cells	  

induce	   singular	   forces	   applied	   on	   nuclei	   of	   cardiac	   cells	   compared	   to	  myofibers.	   This	  

may	  explain,	   in	  part,	   the	  higher	   susceptibility	  of	   cardiac	  muscle	   to	  nuclear	  mechanical	  

defects	  and	  nuclear	  deformations	  induced	  by	  relative	  loss	  of	  lamin	  A/C,	  as	  observed	  in	  

Het	  mice.	  

Like	   in	   human,	   lamin	   A/C	   haploinsufficiency	   in	  mouse	   induces	   heart	   disease.	  Lmna+/-‐	  

mice,	  presenting	  50%	  of	   lamin	  A/C	   in	   tissues,	  exhibit	  programmed	  cell	  death	  of	  atrio-‐

ventricular	   nodal	   myocytes	   and	   progressive	   electrophysiologic	   disease	   starting	   at	   10	  

weeks	  of	  age.13	  They	  also	  develop	  mild	  dilated	  cardiomyopathy.14	  Like	  in	  Lmna+/-‐	  mice,	  

part	   of	   the	   heart	   phenotype	   of	   Het	   mice	   can	   be	   attributed	   to	   haploinsufficiency.	  

However,	  our	  data	  show	  that	  Het	  mice	  developed	  a	  more	  severe	  phenotype	  than	  Lmna+/-‐	  

mice	   and	   with	   several	   different	   features.	   Both	   mouse	   strains	   displayed	   DCM,	   with	   a	  

relatively	  earlier	  onset	  for	  Lmna+/-‐	  mice.14	  However,	  only	  20%	  of	  Lmna+/-‐	  mice	  suffered	  

from	   life-‐threatening	   cardiac	   dysfunction,	   whereas	   all	   Het	   mice	   died	   from	   congestive	  
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heart	  failure.	  Het	  mice	  did	  not	  display	  cardiac	  electrical	  abnormalities	  whereas	  Lmna+/-‐	  

mice	  showed	  rhythm	  and	  conduction	  defects,	  suggesting	  specific	  mechanisms	  related	  to	  

the	   deletion	   of	   lysine	   32.	   Indeed,	   in	   contrast	   to	   what	   was	   observed	   in	   Lmna+/-‐	  mice,	  

lamin	   haploinsufficiency	   in	   Het	   mice	   was	   compatible	   with	   apparently	   normal	   heart	  

function	  and	  an	  age-‐related	  normalization	  of	  total	  (Wt	  and	  mutant)	  lamin	  A/C	  level	  was	  

associated	   with	   DCM.	   These	   results	   suggest	   another	   pathomechanism	   for	   ΔK32	  

mutation:	  a	  ‘toxic’	  effect	  of	  mutant	  lamin	  A/C.	  

	  

Dominant	  negative	  effect	  of	  ΔK32-‐lamin	  A/C	  

The	  key	  and	  original	   finding	  of	  our	  heterozygous	  mouse	  model	   is	   the	  alteration	  of	   the	  

degradation	   of	   ΔK32-‐lamin	   A/C	   restricted	   to	   the	   heart	   with	   the	   course	   of	   DCM.	   We	  

showed	  an	  increase	  in	  ΔK32-‐	  and	  Wt-‐lamin	  A/C	  amount	  in	  the	  heart	  of	  57	  week-‐old	  Het	  

mice	  and	  a	  negative	  correlation	  between	  cardiac	  level	  of	  lamin	  A/C	  and	  cardiac	  function	  

in	  those	  mice.	  These	  results	  indicate	  that	  both	  Wt	  and	  up	  to	  8.4%	  of	  mutant	  proteins	  co-‐

exist	   in	   the	   heart	   and	   suggest	   a	   dominant	   negative	   effect	   of	   ΔK32-‐lamin	   A/C.	   In	  

accordance	  with	   this	  hypothesis,	  we	  showed	   that	  degradation	  of	  ΔK32-‐lamin	   impeded	  

its	  aggregation	  into	  the	  nuclei	  and	  partially	  protected	  against	  contractile	  impairment	  in	  

EHTs.	  

Dominant	  negative	  effect	  of	  ΔK32-‐lamin	  A/C	   is	   supported	  by	  data	   from	  C.	  elegans.	  Ce-‐

ΔK46-lamin (homologous to ΔK32 in human and mouse) filaments displayed alterations in 

the lateral assembly leading to abnormal lamin network in	  vitro.27	  We	  recently	  reported	  that	  

homozygous	   LmnaΔK32/ΔK32	   mice	   died	   at	   2	   weeks	   of	   age	   because	   of	   severe	   global	  

maturation	  defects	   and	  metabolic	  disorders.15	  They	  exhibited	  only	  ΔK32-‐lamin	  A/C	   in	  

all	   tissues.	   LmnaΔK32/ΔK32	   mice	   showed	   a	   more	   severe	   phenotype	   than	   Lmna-‐/-‐	   mice	  

(which	  die	  at	  8	  weeks	  of	  age)12	  suggesting	  that	  ΔK32-‐lamin	  A/C	  is	  worse	  than	  no	  protein	  

at	  all. Thus, the presence of ΔK32-lamin in the heart of Het mice may disturb correct filament 

assembly of Wt-lamin, leading to lamina defects. All together these data support the	  notion	  

of	  ‘toxic’	  effect	  of	  ΔK32-‐lamin	  A/C.	  

	  

UPS	  dysfunction	  in	  the	  heart	  of	  Het	  mice	  

Whatever	   the	   primary	   cause	   (mechanical	   overload,	   ischemia	   or	   mutant	   proteins),	  

myocardial	   remodelling	   is	   a	   common	   feature	   of	   chronic	   heart	   failure	   and	   involves	  

several	  pathways.	  Cumulative	  evidences	  suggest	  that	  alteration	  of	  proteasome-‐mediated	  
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protein	  degradation	  contributes	  to	  the	  initiation	  and/or	  progression	  of	  cardiac	  diseases	  

in	   human	   and	   in	   experimental	   models.28	   In	   familial	   cardiomyopathies,	   reports	   have	  

demonstrated	  the	  role	  of	  UPS	  defective	  activity	   in	   the	  pathophysiological	  mechanisms.	  

For	   example,	   αB-‐crystallin	   mutations	   (CRYAB	   gene)	   responsible	   for	   familial	   desmin-‐

related	   cardiomyopathy29	   or	   cardiac	   myosin-‐binding	   protein	   C	   mutations	   (cMyBP-‐C,	  

MYPBC3	   gene)	   leading	   to	   hypertrophic	   cardiomyopathy,30	   both	   involve	   cardiac	   UPS	  

impairment	   in	   patients	   and	   mice.18,31,32	   The	   deleterious	   effects	   of	   UPS	   inappropriate	  

activity	   on	   cardiac	   physiology	   are	   also	   evidenced	   by	   the	   clinical	   use	   of	   specific	   UPS	  

inhibitors.	   Since	   2003,	   Bortezomib	   (Velcade)	   is	   approved	   for	   treatment	   of	   multiple	  

myeloma	   and	   is	   efficiently	   used	   as	   anti-‐cancer	   drug.33	   However,	   it	   exhibits	   dramatic	  

cardiotoxic	  side	  effects	  ranging	  from	  arrhythmias	  to	  heart	  failure.34	  

A	   recent	   study	   highlighted	   proteasome	   involvement	   in	   cardiac	   and	   muscular	  

laminopathies.	  Kandert	  et	  al.	  reported	  dysfunction	  of	  UPS	  associated	  with	  impairment	  of	  

proliferation	  and	  differentiation	  capacities	  of	  myoblasts	  from	  EDMD	  patients	  expressing	  

p.R545C	  lamin	  A/C.35	  In	  our	  study,	  regarding	  the	  modulation	  of	   lamin	  A/C	  level	   in	  Het	  

hearts,	   two	   hypotheses	   can	   be	   proposed.	   First,	   ΔK32-‐lamin	   A/C	   steady-‐state	  

degradation	   might	   directly	   overwhelm	   the	   proteolysis	   capacity	   of	   UPS.	   Alternatively,	  

ΔK32-‐lamin	   A/C	   might	   impair	   UPS	   function	   via	   indirect	   effects.	   It	   might	   occur	   as	   a	  

consequence	  of	  high	  degradation	  workflow	  imposed	  by	  cardiomyocytes	  remodelling	  in	  

Het	  mice.	  

Even	   if	   the	  mechanisms	   leading	   to	   UPS	   impairment	   are	   not	   fully	   established	   in	   heart	  

diseases,	   UPS	   is	   known	   to	   be	   essential	   for	   the	   balanced	   turnover	   of	   functionally	  

important	   cardiac	   proteins,	   such	   as	   contractile	   proteins36	   and	   membrane	   receptors	  

regulating	   cardiac	   function.37,38	   It	   is	   also	   largely	   involved	   in	   regulation	   of	   many	  

signalling	   pathways,	   such	   as	   NF-‐κB,39	   β-‐catenin40	   and	   p5341	   mediated	   pathways,	  

regulating	  inflammation,	  cardiac	  remodelling	  and	  apoptosis.	  Hence,	  appropriate	  activity	  

of	  UPS	  is	  essential	  to	  maintain	  normal	  cardiac	  function.	  Its	  dysfunction	  could	  therefore	  

contribute	  to	  DCM	  in	  our	  Het	  mice.	  Further	  studies	  are	  needed	  to	  elucidate	  how	  ΔK32-‐

lamin	  A/C	  plays	  its	  negative	  effect,	  either	  by	  increasing	  sensitivity	  to	  mechanical	  stress	  

and/or	  by	  modifying	  interactions	  with	  partners	  essential	  for	  heart	  functions.	  

	  

In	  conclusion,	  LmnaΔK32/+	  mice	  are	  the	  first	  mutant	  Lmna	  mice	  associated	  with	  a	  cardiac-‐

specific	  phenotype	  at	  the	  heterozygous	  state,	  and	  therefore	  recapitulate	  features	  of	  DCM	  
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associated	   with	   dominant	   A-‐type	   lamin	   mutations	   in	   patients.	   Therefore,	   LmnaΔK32/+	  

mice	  constitute	  a	  reliable	  model	  for	  further	  evaluations	  of	  potential	  therapies	  of	  A-‐type	  

lamin	   related-‐DCM.	  Our	   findings	   suggest	   sequential	  pathophysiological	  mechanisms	   in	  

the	  development	  of	  DCM:	  (i)	  Mutant	  lamin	  A/C	  disturb	  the	  assembly	  into	  protofilaments	  

and	  are	  thus	  targeted	  for	  degradation.	  (ii)	  Haploinsufficiency	  contributes	  to	  heart	  tissue	  

vulnerability.	  (iii)	  Remodelling	  mechanisms	  counteract	  the	  higher	  myocardial	  sensitivity	  

but	  have	  global	  deleterious	  effects	  (e.g.	  UPS	  impairment).	  (iv)	  ΔK32-‐lamin	  A/C	  amount	  

then	   increase	   to	   reach	   a	   threshold	   and	   play	   a	   dominant	   negative	   effect	   on	  Wt-‐lamin	  

assembly.	  (v)	  This	  precipitates	  cardiac	  dysfunction	  and	  leads	  to	  congestive	  heart	  failure	  

and	  death	  of	  Het	  mice.	  	  
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Supplemental table 3. Skeletal muscle contractile properties in 57 week-old Wt and Het mice. 
(number of animals). Iso N: specific maximal force during tetanic stimulation; TTP: time to 
peak measured during twitch stimulation; HRT: half-relaxation time measured during twitch 
stimulation. Mean ± SD. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Supplemental table 4. Oligonucleotides sequences for qPCR analysis. 
 
cDNA target Oligonucleotide Sequence (5’ - 3’) 

Nppa For AGCTTCCACCGAAGATAAC 
Rev TCGTGATAGATGAAGGCAG 

Nppb For GTCAGTCGTTTGGGCTGTAAC 
Rev AGACCCAGGCAGAGTCAGAA 

Myh7 For GACCAGACCCCAGGCAAGGG 
Rev GCCAACTTTCCTGTTGCCCC 

Rplp0 For CTCCAAGCAGATGCAGCAGA 
Rev ATAGCCTTGCGCATCATGGT 

Lmna For GCCAGCTCTACCCCACTGT 
Rev CAGACTCAGTGATGCGAAGG 

Lmna Wt  hydrolysis probe TGCAGGAGAAGGAGGACCTGC 
Lmna ΔK32  hydrolysis probe CTGCAGGAGGAGGACCTGCAGG 

   Wt  Het 

Spontaneous activity test (13)  
Active time (% test duration)     

    
79.2 ± 10.7      

 70.0  ± 22.4 

EDL (7-8) 

Muscle weight (mg)     12.1 ± 0.7      11.4 ± 1.5  
Iso N (N/mg)      135 ± 31       131 ± 41  
TTP (ms)     21.7 ± 3.0      23.1 ± 4.4  
HRT (ms)     21.9 ± 4.0      22.1 ± 4.0  

Soleus (7-8) 

Muscle weight (mg)       8.7 ± 1.7        7.8 ± 1.1  
Iso N (N/mg)       137± 41       129 ± 34  
TTP (ms)     46.7 ± 7.8      46.1 ± 13.1  
HRT (ms)     53.0 ± 17.0      74.1 ± 36.8  

Diaphragm (7-8) 

Muscle weight (mg)       6.3 ± 1.3        5.6 ± 1.6  
Iso N (N/mg)        97 ± 29       114 ± 33  
TTP (ms)     44.0 ± 8.0      44.0 ± 8.1  
HRT (ms)     42.9 ± 15.6      52.3 ± 14.3  
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Supplemental	  Materials	  and	  Methods	  

Cardiac	  function	  measurement	  

Transthoracic	   echocardiography	   was	   performed	   at	   room	   temperature	   using	   an	  

echocardiography-‐Doppler	   (General	   Electric	   Medical	   systems	   Co,	   Vivid	   7	  

Dimension/Vivid	  7	  PRO)	  with	  a	  probe	  emitting	  ultrasounds	  with	  9-‐14	  MHz	   frequency.	  

Mice	   were	   slightly	   anesthetized	   with	   0.5–1%	   isoflurane	   in	   100%	   O2.	   The	   two-‐

dimensionally	   guided	  Time	  Motion	  mode	   recording	  of	   the	   left	   ventricle	   (LV)	  provided	  

the	   following	  measurements:	   interventricular	   septal	  wall	   thickness	   in	   diastole	   (IVSd),	  

posterior	   wall	   thickness	   in	   diastole	   (PWd),	   LV	   end-‐diastolic	   (LVEDD)	   and	   LV	   end-‐

systolic	   (LVESD)	   diameters.	   Each	   set	   of	   measurements	   were	   obtained	   from	   a	   same	  

cardiac	  cycle.	  At	  least	  three	  sets	  of	  measures	  were	  obtained	  from	  three	  different	  cardiac	  

cycles.	  LV	  mass	  (LVM)	  and	  percentage	  of	  LV	  Fractional	  Shortening	  (%)	  were	  calculated	  

as	  follows:	  [(IVSd	  +	  PWd	  +	  EDD)3	  -‐	  EDD3]	  x	  1.055,1	  and	  (LVEDD	  -‐	  LVESD)/LVEDD	  x100,	  

respectively.	  
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Electrocardiographs	   (ECG)	   were	   performed	   in	   conscious	   mice.	   Mice	   were	   placed	   in	  

cages	  in	  a	  way	  that	  each	  limb	  contacted	  a	  receiver	  for	  transmission	  of	  ECG	  signals.	  ECG	  

traces	  were	  recorded	  during	  20	  min	  and	  analysed	  with	  ECG	  Auto	  software	  (EMKA).	  QRS	  

duration,	  RR	  and	  PR	  intervals	  were	  measured.	  

Histology	  and	  immunochemical	  analysis	  

Fresh	  heart	  samples	  were	  snap	  frozen	  in	  liquid-‐nitrogen-‐cooled	  isopentane,	  and	  stored	  

at	  -‐80°C	  until	   further	  processing.	  Frozen	  sections	  (8	  µm)	  of	  transversal	  cardiac	  muscle	  

were	  stained	  with	  Sirius	   red	   for	   fibrosis	  visualization.	  Sections	  were	  analyzed	  by	   light	  

microscopy.	  	  

For	   immunohistochemical	   analysis,	   tissue	   sections	   were	   fixed	   for	   10	   min	   in	   100%	  

acetone	   at	   -‐20°C	   and	   incubated	   for	   30	  min	  with	   blocking	   solution	   (5%	   bovine	   serum	  

albumin	  IgG-‐free	  in	  PBS)	  at	  room	  temperature.	  For	  detection	  of	  lamin	  A/C	  and	  lamin	  B,	  

primary	   rabbit	   anti-‐lamin	   A/C	   polyclonal	   Antibody	   (Ab)	   (1:100,	   Santa	   Cruz)	   and	  

primary	  goat	  anti-‐lamin	  B	  polyclonal	  Ab	  (1:100,	  Santa	  Cruz)	  were	  diluted	  in	  5%	  bovine	  

serum	   albumin	   IgG-‐free	   in	   PBS	   and	   sections	   were	   incubated	   for	   90	   min	   at	   room	  

temperature.	  Sections	  were	  washed	  three	  times	  with	  PBS	  and	  incubated	  with	  secondary	  

Ab	  (1:500,	  Alexa	  fluor	  488	  chicken	  anti-‐rabbit	  IgG	  and	  Alexa	  fluor	  568	  donkey	  anti-‐goat	  

IgG)	   for	   30	  min	   at	   room	   temperature.	   Cardiac	   sections	  were	  mounted	  with	  mounting	  

medium	  (Vectashield)	  with	  40,6-‐diamidino-‐2-‐phenylindole	  dihydrochloride	  (DAPI)	  and	  

images	  were	  collected	  with	  a	  Carl	  Zeiss	  Axiophot1	  fluorescence	  microscope.	  

For	  immunofluorescence	  analysis	  of	  EHTs,	  the	  entire	  EHTs	  were	  analysed	  using	  confocal	  

imaging.	  EHTs	  were	  rinsed	  with	  PBS	  and	  fixed	  with	  Histofix®	  (Roth)	  overnight	  at	  4°C.	  

The	  samples	  where	  then	  removed	  from	  the	  silicon	  post	  and	  treated	  24	  h	  with	  blocking	  

solution	   (TBS	   0.05	   M,	   pH	   7.4,	   10%	   FCS,	   1%	   BSA,	   0.5%	   Triton	   X-‐100)	   at	   4°C.	  

Immunofluorescence	   was	   performed	   with	   mouse	   anti-‐FLAG	   monoclonal	   Ab	   (1:250,	  
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Sigma	  Aldrich)	  and	  cMyBPC	  (1:500,	  gift	  of	  W.	  Linke)	  and	  Alexa-‐fluor	  488	  anti-‐mouse	  and	  

Alexa-‐fluor	  546	  anti-‐rabbit	  secondary	  Ab	  (1:600,	  Invitrogen).	  Nuclei	  were	  stained	  with	  

Topro	   (1:1000).	   Incubation	   was	   24	   h	   for	   first	   and	   secondary	   antibody,	   respectively.	  

Finally,	  the	  EHTs	  were	  fixed	  between	  a	  cover	  slip	  and	  a	  glass	  slide,	  and	  the	  fluorescence	  

signal	  was	  analyzed	  using	  a	  Carl	  Zeiss	  confocal	  microscope	  (Zeiss	  LSM	  510	  META).	  

Electron	  microscopy	  

The	  ultrastructure	  of	  the	  myocardium	  of	  12	  mice	  was	  analysed:	  6	  Het	  and	  6	  WT	  siblings	  

(4	   at	   12	   weeks,	   2	   at	   35	   weeks,	   2	   at	   51	   weeks,	   and	   4	   at	   67	   weeks	   of	   age).	   Freshly	  

harvested	   left	   ventricle	   apex	   was	   cut	   in	   small	   pieces	   and	   immediately	   fixed	   by	  

immersion	   in	   2.5%	   glutaraldehyde	   diluted	   in	   saline	   phosphate	   buffer	   (PBS)	   during	   1	  

hour	   at	   room	   temperature.	   After	   abundant	   washing	   in	   PBS,	   samples	   were	   post-‐fixed	  

with	  2%	  OsO4,	  dehydrated	  in	  a	  graded	  series	  of	  acetone	  including	  a	  2%	  uranyl	  acetate	  in	  

70%	  acetone	  step,	  and	  finally	  embedded	  in	  epoxy	  resin.	  Ultrathin	  sections	  were	  stained	  

with	   uranyl	   acetate	   and	   lead	   citrate,	   examined	   using	   a	   CM120	   Philips	   transmission	  

electron	  microscope	   and	   photographed	  with	   a	   digital	   SIS	  Morada	   camera,	   using	   iTEM	  

software.	  

mRNA	  analysis	  

Hearts	  were	  dissected	  and	  rapidly	  frozen	  in	  liquid-‐nitrogen.	  Total	  RNA	  extraction	  and	  Q-‐

PCR	   were	   performed	   as	   previously	   described.2	   Individual	   expression	   values	   were	  

normalized	  by	  comparison	  with	  Rplp0	  mRNA,	  encoding	  ribosomal	  protein	  large	  P0.	  The	  

sequences	  of	  oligonucleotides	  used	  for	  Q-‐PCR	  analysis	  are	  listed	  into	  supplemental	  table	  

4.	  Lmna	  expression	  level	  was	  measured	  using	  oligonucleotides	  matching	  with	  a	  common	  

region	  of	  Wt	  and	  mutant	  on	  the	  cDNA.	  Lmna	  Wt	  and	  ΔK32	  expression	  level,	  encoding	  Wt	  

and	   mutant	   lamin	   A/C	   protein	   respectively,	   were	   measured	   using	   hydrolysis	   probe	  
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technique.	   Hydrolysis	   probes	  were	   designed	   to	  match	   specifically	  with	  Wt	   or	   deleted	  

nucleotide	   region	   of	   Lmna	   cDNA	   with	   LightCycler	   480	   Probes	   Master	   kit	   (Roche	  

Diagnostic).	  	  

Protein	  analysis	  

For	  western	   blot	   analyses,	   proteins	   were	   extracted	   from	   frozen	   tissues	   as	   previously	  

described.2	   Total	   proteins	  were	   separated	  by	   SDS–PAGE	   and	  hybridized	  with	   primary	  

rabbit	   anti-‐lamin	   A/C	   polyclonal	   Ab	   (1:2000,	   Santa	   Cruz),	   primary	   rabbit	   anti-‐emerin	  

polyclonal	  Ab	  (1:1000,	  kindly	  provided	  by	  G.E.	  Morris,	  NEWI,	  UK),	  primary	  rabbit	  anti-‐

actin	   polyclonal	   Ab	   (1:1000,	   Sigma	  Aldrich),	  mouse	   anti-‐ubiquitinated	  monoclonal	   Ab	  

(1:5000,	   Enzo	   Lifesciences),	   rabbit	   anti-‐chymotrypsin-‐like	   subunit	   polyclonal	   Ab	  

(1:5000,	   kindly	   given	   by	   Xuejun	   Wang,	   Vermillion,	   USA),	   mouse	   anti-‐FLAG-‐M2	  

monoclonal	   Ab	   (1:1000,	   Sigma	   Aldrich),	   mouse	   anti-‐vinculin	   monoclonal	   Ab	   (1:1000,	  

Sigma	  Aldrich)	  or	   rabbit	   anti-‐GFP	  polyclonal	  Ab	   (1:1000,	  AbCam)	  and	  with	   secondary	  

rabbit	  anti-‐mouse	  (for	  monoclonal	  Ab)	  or	  goat	  anti-‐rabbit	  (for	  polyclonal	  Ab)	  IgG	  HRP-‐

conjugated	   Ab	   (1:2000,	   Dako	   A/S).	   Recognized	   proteins	  were	   visualized	   by	   enhanced	  

chemiluminescence	   (Pierce	   or	   Millipore).	   Hybridization	   signals	   were	   quantified	   using	  

MultiGauge	  software	  and	  normalized	  to	  actin,	  vinculin	  or	  Ponceau	  staining.	  

LC-‐MS/MS	  analysis	  

The	   gel	   lanes	   containing	   the	   lamin	  A	   and	   lamin	  C	   proteins	  were	   cut	   out	   and	  digested	  

separately	  using	  in-‐gel	  tryptic	  digestion	  as	  previously	  described.3	  Briefly,	  the	  gel	  bands	  

were	  shrunk	  using	  acetonitrile,	   in-‐gel	   reduced	  and	  alkylated	   followed	  by	  saturation	  of	  

the	   gel	   pieces	  with	   trypsin.	  Digestion	  was	  performed	  overnight	   at	   37°C.	   The	   resulting	  

peptides	   were	   desalted	   using	   in-‐house	   made	   StageTips	   as	   previously	   described4	   and	  

analyzed	  by	  a	  nanoLC-‐MS/MS	  system	  (LTQ-‐Orbitrap	  XL,	  Thermo	  Fisher	  Scientific).	  The	  

peptides	  were	  eluted	   from	  an	   in-‐house	  packed	   fused-‐silica	   (length:	  20	  cm;	   i.d.	  75	  µm)	  
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reversed-‐phase	  column	  (3	  µm	  C18,	  ReproSil-‐Pur	  C18	  AQ,	  Dr.	  Maisch,	  Germany)	  using	  an	  

80%	   acetonitrile	   (ACN),	   0.5%	   acetic	   acid	   gradient,	   starting	   with	   2%	   ACN	   and	   ending	  

with	  80%	  ACN.	  The	  MS	  full	  scans	  were	  detected	  in	  the	  Orbitrap,	  with	  MS/MS	  scans	  being	  

detected	   in	   the	   LTQ	   iontrap.	   The	   peptides	   were	   identified	   by	   searching	   tandem	   MS	  

spectra	  using	  the	  Mascot	  search	  engine	  (Matrix	  Science)	  against	  a	  custom-‐made	  mouse	  

database,	   containing	   the	   sequence	   of	   the	   ΔK32	   variant	   (Uniprot	   release	   2011_01,	  

restricted	   to	   UniProtKB/Swiss-‐Prot	   and	   Taxonomy:	   mus	   musculus	   (mouse)	   (49954	  

sequences)).	   The	   label-‐free	   quantification	   was	   performed	   using	   two	   different	  

approaches:	  i)	  MaxQuant's	  intensity-‐based	  label-‐free	  quantification	  where	  total	  peptide	  

signals	  were	  determined	  in	  the	  mass-‐to-‐charge,	  elution	  time	  and	  intensity	  space5	  ,6	  and	  

ii)	   integration	   of	   peptide	   extracted	   ion-‐chromatograms	   using	   the	   ICIS	   integration	  

algorithms	   in	   the	   Qual	   browser	   program	   (Thermo	   Fisher	   Scientific).7	   Details	   and	  

validation	  of	  the	  label	  free	  quantitation	  approach	  is	  provided	  in	  Supplemental	  Figure	  4A	  

and	  4B.	  

Skeletal	  muscle	  analysis	  

Spontaneous	  activity	  and	  immunostaining	  were	  performed	  as	  previously	  described.8	  For	  

measurement	   of	   isometric	   contractile	   properties	   of	   muscles,	   after	   removal,	   muscles	  

were	  soaked	  in	  an	  oxygenated	  Krebs	  solution	  (95%	  O2	  and	  5%	  CO2)	  containing	  58.5	  mM	  

NaCl,	  24	  mM	  NaHCO3,	  5.4	  mM	  KCl,	  1.2	  mM	  KH2PO4,	  1.8	  mM	  CaCl2,	  1	  mM	  MgSO4,	  and	  10	  

mM	  glucose,	  pH	  7.4,	  and	  maintained	  at	  a	  temperature	  of	  22°C.	  One	  of	  the	  muscle	  tendons	  

was	   attached	   to	   a	   lever	   arm	   of	   a	   servomotor	   system	   (300B	  Dual-‐Mode	   Lever;	   Aurora	  

Scientific).	   After	   equilibration	   (30	   min),	   electrical	   stimulation	   was	   delivered	   through	  

electrodes	  running	  parallel	  to	  the	  muscle.	  1	  ms	  pulses	  were	  generated	  by	  a	  high	  power	  

stimulator	   (701B;	   Aurora	   Scientific).	   P0	   was	   measured	   at	   L0	   during	   isometric	  

contractions	   in	   response	   to	   electrical	   stimulation	   (frequency	   of	   50–125	   Hz;	   train	   of	  
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stimulation	   of	   1500	   ms).	   Time	   to	   peak	   and	   time	   to	   half	   relaxation	   were	   recorded.	  

Muscles	   were	   weighted	   and	   the	   specific	   force	   IsoN	   was	   calculated	   by	   dividing	   P0	   by	  

muscle	  weigh.	  	  
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Résultats	  supplémentaires	  Partie	  I	  
	  

Etude	  du	  complexe	  LINC	  dans	  le	  cœur	  des	  animaux	  Het	  et	  Wt.	  
	  

L’observation	   du	   myocarde	   en	   microscopie	   électronique	   a	   montré	   que	   l’espace	  

intermembranaire	  nucléaire	  est	  très	  élargi	  chez	  les	  souris	  Het	  et	  que	  ce	  défaut	  s’aggrave	  

avec	   l’âge	   des	   animaux	   (Figure	   3	   du	   manuscrit).	   	   Ceci	   pourrait	   indiquer	   une	  

déstabilisation	  du	  complexe	  LINC,	  constitué	  par	  l’interaction	  au	  niveau	  de	  la	  lumière	  du	  

domaine	  KASH	  des	   protéines	  Nesprine	   et	   du	  domaine	   carboxy-‐terminal	   des	   protéines	  

SUN	   (Padmakumar	   et	   al,	   2005).	   Pour	   évaluer	   cette	   hypothèse,	   j’ai	   réalisé	   des	  

immunomarquages	   avec	   des	   anticorps	   reconnaissant	   spécifiquement	   les	   protéines	  

Nesprine	  1,	  SUN1	  et	  SUN2	  sur	  des	  coupes	  de	  cœur	  de	  souris	  Wt	  et	  Het	  âgées	  de	  10,	  30	  et	  

57	   semaines	   (Figure	   15).	   Les	   résultats	   de	   cette	   analyse	   indiquent	   que	   les	   protéines	  

Nesprine	   1,	   SUN1	   et	   SUN2	   sont	   correctement	   localisées	   au	   niveau	   de	   l’enveloppe	  

nucléaire.	   L’observation	   au	   microscope	   confocal	   n’a	   pas	   mis	   en	   évidence	   une	  

modification	  évidente	  de	  la	  colocalisation	  de	  ces	  protéines	  dans	  le	  cœur	  des	  souris	  Het	  

comparées	  aux	   souris	  Wt.	  Une	  analyse	  plus	   fine	  en	  microscopie	  électronique	  avec	  des	  

anticorps	   reconnaissant	   ces	   protéines	   et	   couplés	   à	   des	   billes	   d’or,	   par	   exemple,	  

permettrait	   sans	   doute	   d’affiner	   ce	   résultat.	   Pour	   aller	   plus	   loin,	   il	   serait	   intéressant	  

d’étudier	   les	   interactions	  des	  protéines	  du	   complexe	  LINC	  dans	   les	   cellules	   exprimant	  

des	  lamines	  ΔK32	  dans	  un	  contexte	  de	  stress	  mécanique.	  Ceci	  pourrait	  être	  réalisé	  par	  la	  

technique	   de	   FRET	   (Fluorescence	   Resonance	   Energy	   Transfer	   ou	   Fluorescence	   par	  

transfert	  d’énergie).	  Cette	  technique	  utilise	  deux	  fluorochromes	  couplé	  à	  des	  protéines	  

d’intérêt,	   un	   fluorochrome	   donneur	   qui	   va	   transmettre	   son	   énergie	   à	   un	   autre	  

fluorochrome	  accepteur,	   émettant	  dans	  une	   longueur	  d’onde	   connue.	   Le	  FRET	  permet	  

ainsi	  d'étudier	  des	  interactions	  entre	  deux	  molécules.	  Dans	  cette	  approche,	  les	  protéines	  

Nesprines	   1	   d’un	   côté	   et	   	   SUN	   1	   ou	   2	   de	   l’autre	   seraient	   fusionnées	   à	   des	   protéines	  

fluorescentes	  et	  transfectées	  dans	  des	  cellules	  comme	  des	  cardiomyocytes	  néonataux	  de	  

souris	  exprimant	  la	  lamine	  ΔK32.	  Nous	  disposons	  au	  laboratoire	  de	  systèmes	  de	  culture	  

cellulaire	  permettant	  d’étirer	  les	  cellules	  en	  2D	  ou	  en	  3D.	  Ces	  expériences	  apporteraient	  

des	   réponses	   sur	   la	   stabilité	   ou	   la	   labilité	   du	   complexe	   LINC	   face	   aux	   contraintes	  

mécaniques	  s’exerçant	  sur	  le	  noyau	  des	  cardiomyocytes.	  
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Etude	  complémentaire	  du	  protéasome	  :	  Inhibition	  in	  vivo	  du	  protéasome	  
	  

Lors	   de	   notre	   étude	   de	   la	   fonction	   de	   l’UPS	   dans	   le	   cœur	   des	   souris	   Het,	   nous	   avons	  

montré	   que	   le	   niveau	   des	   lamines	   A/C	   est	   modulé	   avec	   la	   progression	   de	   la	  

cardiomyopathie	  et	  que	  la	  fonction	  globale	  de	  l’UPS	  est	  altérée	  dans	  le	  cœur	  des	  souris	  
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Het.	  Il	  nous	  a	  paru	  important	  de	  montrer	  que	  la	  dégradation	  des	  lamines	  A/C	  était	  bien	  

sous	  le	  contrôle	  de	  ce	  système	  in	  vivo.	  

Nous	   avons	  donc	   choisi	   de	   traiter	   des	   souris	  Het	   âgées	  de	  10	   et	   30	   semaines	   avec	  de	  

l’époxomicine	  (epoxo),	  un	  inhibiteur	  spécifique	  de	  l'UPS	  (Meng	  et	  al,	  1999),	  à	  la	  dose	  de	  	  

0,5	  mg/kg/jour	  pendant	  une	  semaine	  via	  des	  mini-‐pompes	  osmotiques.	  Cette	  dose	  n'a	  

pas	  d'effet	  secondaire	  cardiaque	  chez	   la	  souris	  (Depre	  et	  al,	  2006;	  Vignier	  et	  al,	  2009).	  

Les	   souris	   Het	   contrôles	   ont	   été	   traitées	   avec	   du	   NaCl.	   La	   fonction	   cardiaque	   des	  

animaux	   a	   été	   mesurée	   avant	   et	   après	   le	   traitement.	   Comme	   attendu	   à	   ces	   âges,	   les	  

souris	  âgées	  de	  10	  semaines	  n'ont	  pas	  montré	  de	  dysfonction	  cardiaque,	  alors	  que	   	   les	  

souris	  Het	  âgées	  de	  30	  semaines	  souffraient	  déjà	  de	  dysfonction	  contractile	  (Fraction	  de	  

raccourcissement:	  21±7,5%).	  Après	   le	  traitement	  à	   l’époxomicine,	  aucune	  modification	  

des	   paramètres	   échocardiographiques	   n’a	   été	   observée,	   indiquant	   qu’une	   inhibition	  

pharmacologique	  courte	  de	  l’UPS	  n'a	  pas	  aggravé	  le	  phénotype	  cardiaque	  des	  souris	  Het.	  

L’époxomicine	  est	  connue	  pour	   inhiber	   l'activité	  chymotrypsine-‐like	   (CT-‐like)	  de	   l’UPS	  

par	  liaison	  covalente	  sur	  le	  site	  actif	  de	  l'enzyme	  (sous-‐unité	  β5	  du	  complexe	  20S)	  (Groll	  

et	  al,	  2000).	  La	  forme	  complexée	  à	  l’époxomicine	  de	  la	  sous-‐unité	  β5	  a	  été	  détectée	  dans	  

le	   cœur	   des	   souris	   traitées	   confirmant	   l'inhibition	   de	   l'activité	   CT-‐like	   après	   le	  

traitement	   (figure	   16	   A).	   Les	   mesures	   d’activité	   in	   vitro	   ont	   confirmé	   41%	   et	   63%	  

d'inhibition	  de	  l'activité	  CT-‐like	  dans	  le	  cœur	  des	  souris	  Het	  traitées	  âgées	  de	  10	  et	  30	  

semaines,	  respectivement	  (Figure	  16	  B).	  En	  dépit	  de	  cette	  inhibition	  de	  l’activité	  CT-‐like,	  

et	  contrairement	  à	  ce	  que	  nous	  avons	  montré	  sur	  les	  myoblastes	  et	  les	  cardiomyocytes,	  

le	   niveau	   des	   lamines	   A/C	   est	   similaire,	   voire	   légèrement	   diminué,	   dans	   le	   cœur	   des	  

souris	  traitées	  comparées	  aux	  souris	  non	  traitées	  aux	  deux	  âges	  (figure	  16	  A	  et	  C).	  
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L’inhibition	   par	   l’époxomicine	   est	   certes	   irréversible	   mais	   sélective	   de	   l’activité	  

chymotrypsine-‐like	  de	  l’UPS.	  Ainsi,	  ce	  résultat	  surprenant	  et	  allant	  contre	  l’ensemble	  des	  

résultats	   déjà	   acquis,	   peut	   être	   expliqué	   par	   plusieurs	   hypothèses	  :	   soit	   les	   lamines	  

seraient	  dégradées	  par	  une	  autre	  activité	  de	  l’UPS	  (activités	  trypsine-‐like	  et/ou	  caspase-‐

like),	   l’inhibition	   de	   la	   chymotrysine-‐like	   n’ayant	   donc	   aucun	   impact	   sur	   leur	  

dégradation	  ;	  soit	  elles	  seraient	  bien	  dégradées	  par	   l’activité	  chymotrysine-‐like	  mais	   la	  

dose	   d’époxomicine	   utilisée	   ne	   serait	   pas	   suffisante	   pour	   observée	   une	   augmentation	  

des	   lamines	   A/C	  ;	   ou	   encore	   l’inhibition	   de	   leur	   dégradation,	   conduisant	   à	   leur	  

accumulation	  dans	   le	  cœur	  des	  souris	  Het,	  aurait	  activé	  un	  mécanisme	  de	  dégradation	  
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secondaire	  comme	  l’autophagie	  par	  exemple.	  Cette	  dernière	  hypothèse	  sera	  étudiée	  par	  

l’analyse	   en	   western	   blot	   du	   niveau	   de	   protéines	   LC3-‐I	   et	   LC3-‐II	   (voir	   paragraphe	  

suivant),	   reflétant	   l’activation	   de	   la	   voie	   autophagique	   dans	   le	   cœur	   des	   souris	   Het	  

traitées	  et	  non	  traitées	  à	  l’époxomicine.	  

	  

Etude	  de	  l’autophagie	  dans	  le	  cœur	  des	  animaux	  Het	  et	  Wt.	  
	  

Chez	   les	   mammifères,	   et	   dans	   le	   cœur	   en	   particulier,	   deux	   systèmes	   protéolytiques	  

majeurs	  sont	   impliqués	  dans	   le	  contrôle	  qualité	  des	  protéines	  et	   leur	   l'homéostasie:	   la	  

voie	  lysosomale-‐autophagique	  et	  le	  système	  ubiquitine-‐protéasome	  (Wang	  et	  al,	  2008b).	  

Comme	  je	  l’ai	  montré	  dans	  le	  manuscrit	  soumis,	  la	  fonction	  de	  l’UPS	  est	  altérée	  dans	  le	  

cœur	  des	  souris	  Het	  âgées	  de	  30	  semaines.	  

Nous	  avons	  aussi	  évalué	  la	  fonction	  autophagique	  dans	  le	  cœur	  des	  souris	  Het	  et	  Wt.	  Les	  

processus	  d’autophagie	  sont	  contrôlés	  par	  de	  nombreux	  complexes	  protéiques.	  Une	  des	  

protéines	   essentielles	   à	   ce	   processus	   est	   la	   protéine	   LC3	   (microtubule-‐associated	  

protein	  1	  light	  chain	  3)	  dont	  la	  conversion	  de	  la	  forme	  soluble	  (LC3-‐I)	  en	  forme	  associée	  

aux	   vésicules	   autophagiques	   (LC3-‐II)	   est	   utilisée	   comme	   marqueur	   d'autophagie	  

(Kirisako	  et	  al,	  1999).	  Dans	   le	  cœur	  des	  souris	  Het	  âgées	  de	  10,	  30	  et	  57	  semaines,	   les	  

niveaux	   de	   LC3-‐I	   et	   LC3-‐II,	   ainsi	   que	   le	   ratio	   LC3-‐II/LC3-‐I,	   qui	   reflète	   le	   flux	  

autophagique,	  sont	  semblables	  à	  ceux	  observés	  chez	  les	  souris	  Wt	  du	  même	  âge	  (Figure	  

17).	  Ce	  résultat	  suggère	  que	  l'autophagie	  ne	  serait	  pas	  dérégulée	  dans	  le	  cœur	  des	  souris	  

Het.	  



 129 

	  
	  
	  
	  
	  

	  



 130 

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

Résultats	  :	  Partie	  II	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  

Réponse	  du	  myocarde	  et	  des	  muscles	  squelettiques	  des	  

souris	  Het	  face	  à	  un	  stress	  induit	  par	  l’exercice	  
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Problématique	  
	  

A	   l’heure	   actuelle,	   plusieurs	   hypothèses	   prédominent	   quant	   au	   rôle	   des	   lamines	   A/C	  

permettant	   d’expliquer	   la	   variété	   des	   phénotypes	   et	   la	   spécificité	   tissulaire	   liées	   aux	  

mutations	   du	   gène	   LMNA	   (voir	   introduction).	   L’une	   de	   ces	   hypothèses,	   appelée	  

«	  hypothèse	  mécanique	  /	  structurale	  »,	  est	  basée	  sur	  le	  rôle	  primordial	  des	  lamines	  A/C	  

au	  niveau	  du	  nucléosquelette.	  Les	   lamines	  A/C	  auraient	  comme	  fonction	  essentielle	  de	  

maintenir	   l’intégrité	   de	   la	   cellule	   et	   les	   mutations	   du	   gène	   LMNA	   entraineraient	   une	  

fragilisation	  du	  nucléosquelette	  et	  donc	  de	  la	  cellule	  (Hutchison	  et	  al,	  2001).	  Ceci	  a	  été	  

démontré	  in	  vitro	  sur	  des	  fibroblastes	  embryonnaires	  de	  souris	  (MEF)	  Lmna-‐/-‐.	  Lorsque	  

ces	   cellules	   sont	   soumises	   à	   un	   étirement	   cyclique,	   les	   noyaux	   se	   déforment	   de	   façon	  

plus	  importante	  que	  celui	  des	  cellules	  contrôles,	   indiquant	  un	  défaut	  de	  résistance	  aux	  

contraintes	   mécaniques	   en	   absence	   de	   lamines	   A/C	   (Lammerding	   et	   al,	   2004).	   De	   la	  

même	   manière,	   lorsqu’une	   force	   est	   appliquée	   perpendiculairement	   à	   ces	   cellules,	  

induisant	   une	   compression,	   les	   noyaux	   des	   MEF	   Lmna-‐/-‐	   sont	   plus	   enclins	   aux	  

déformations	  et	  aux	  ruptures	  membranaires	  que	  les	  MEF	  sauvages	  (Broers	  et	  al,	  2004).	  	  

Etant	  données	   les	  contraintes	  mécaniques	  fortes	  et	  permanentes	  qui	  s’exercent	  sur	   les	  

cardiomyocytes,	  et	  dans	  une	  moindre	  mesure	  sur	   les	   fibres	  musculaires	  squelettiques,	  

nous	   avons	   cherché	   à	   savoir	   si	   le	   cœur	   et	   les	   muscles	   des	   souris	   Het	   étaient	   plus	  

sensibles	  aux	  contraintes	  mécaniques	  que	  ceux	  des	  souris	  Wt.	  Dans	  ce	  but,	  les	  souris	  Het	  

et	  Wt	  ont	  été	  soumises	  à	  un	  protocole	  d’exercice	  chronique	  épuisant.	  	  

	  

Méthodes	  d’étude	  utilisées	  
	  

Nous	   avons	   choisi	   de	   réaliser	   cette	   étude	   sur	   des	   souris	   ne	   présentant	   pas	   encore	   de	  

dysfonction	  cardiaque.	  Cependant,	  afin	  d’évaluer	  une	  aggravation	  ou	  une	  anticipation	  de	  

la	  CMD	  en	  réponse	  au	  stress,	  nous	  avons	  choisi	  des	  souris	  d‘un	  âge	  correspondant	  à	  la	  

fenêtre	  d’apparition	  supposée	  des	  premiers	  signes	  pathologiques	  cardiaques.	  Cet	  âge	  a	  

été	  estimé	  à	  partir	  de	  la	  courbe	  de	  survie	  des	  animaux	  et	  de	  la	  connaissance	  de	  l’histoire	  

naturelle	  de	  la	  CMD	  (voir	  Résultats	  :	  Partie	  I).	  L’apparition	  de	  la	  dysfonction	  contractile	  

cardiaque	   précède	   de	   15	   à	   20	   semaines	   environ	   le	   décès	   des	   animaux,	   les	   premiers	  

décès	  survenant	  vers	   l’âge	  de	  35	  semaines,	   la	   fenêtre	  d’apparition	  des	  premiers	  signes	  

cardiaques	   correspond	   donc	   à	   l’âge	   de	   15	   à	   20	   semaines.	   Nous	   avons	   donc	   choisi	   de	  

réaliser	  cette	  étude	  sur	  des	  souris	  âgées	  de	  17	  semaines.	  
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Après	  une	  première	  échocardiographie,	  9	  souris	  mâles	  Wt	  et	  18	  souris	  mâles	  Het	  issues	  

de	  mêmes	  portées	  et	  âgées	  de	  17	  semaines	  ont	  effectué	  un	  test	  de	  tolérance	  à	  l’exercice	  

sur	   tapis	   roulant.	   Ce	   test,	   permettant	   d’évaluer	   les	   capacités	   des	   animaux	   à	   soutenir	  

l’effort,	   consiste	   en	   une	   augmentation	   progressive	   de	   la	   vitesse	   de	   course	   de	   7	   à	   21	  

m/min	   par	   intervalle	   d’une	   minute,	   l’inclinaison	   du	   tapis	   étant	   nulle.	   La	   vitesse	   est	  

ensuite	   fixée	   à	   21	   m/min	   et	   le	   temps	   pendant	   lequel	   les	   animaux	   sont	   capables	   de	  

soutenir	   le	   rythme	   est	   enregistré.	   Le	   point	   d’épuisement	   est	   considéré	   comme	   atteint	  

lorsque	  les	  souris	  sont	  incapables	  de	  maintenir	  la	  vitesse	  de	  course	  en	  dépit	  des	  stimuli	  

électriques	  reçus	  à	  partir	  d'une	  grille	  placée	  à	  la	  base	  de	  chaque	  couloir.	  

Les	   souris	   Wt	   et	   Het	   ont	   ensuite	   été	   aléatoirement	   réparties	   en	   4	   groupes	  :	   5	   Wt-‐

exercées	  (Wt	  Ex),	  4	  Wt-‐sédentaires	  (Wt	  Sed),	  9	  Het-‐exercées	  (Het	  Ex),	  9	  Het-‐sédentaires	  

(Het	   Sed).	   Les	   souris	   des	   groupes	   exercés	   ont	   été	   soumises	   à	   un	   protocole	   de	   course	  

chronique	  épuisant	  sur	  tapis	  roulant.	  	  Après	  15	  min	  d’acclimatation	  et	  d’échauffement	  à	  

une	  vitesse	  faible,	  les	  animaux	  ont	  été	  forcés	  à	  courir	  à	  une	  vitesse	  comprise	  entre	  16	  et	  

21m/min	  pendant	  45	  minutes	  par	  session.	  Ce	  protocole	  a	  été	  répété	  5	  fois	  par	  semaine,	  

pendant	   5	   semaines	   (Figure	   18).	   Après	   5	   semaines,	   les	   animaux	   (Ex	   et	   Sed)	   ont	   été	  

échocardiographiés	   et	   sacrifiés.	   La	   mesure	   des	   propriétés	   contractiles	   du	   muscle	  

soléaire,	   très	   sollicité	   dans	   ce	   type	   d’exercice,	   a	   été	   réalisée.	   J’ai	   ensuite	   analysé	   la	  

morphologie	   musculaire	   et	   cardiaque,	   et	   un	   éventuel	   remodelage	   cardiaque	   par	  

histologie,	   et	   q-‐PCR.	   Le	   détail	   des	   méthodes	   utilisées	   est	   présenté	   en	   Annexe	   de	   ce	  

manuscrit.	  
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Résultats	  
	  

Deux	  souris	  Het	  sont	  mortes	  au	  cours	  des	  5	  semaines	  de	  suivi	  des	  animaux.	  L’une	  d’elles	  

était	  sédentaire,	  l’autre	  était	  une	  souris	  Het	  exercée	  et	  est	  morte	  après	  le	  protocole,	  à	  la	  

veille	   du	   sacrifice.	   L’exercice	   n’a	   donc	   pas	   eu	   d’incidence	   directe	   sur	   la	   survie	   des	  

animaux	  exercés.	  

	  	  

Aptitude	  à	  l’exercice	  
	  

Tolérance	  à	  l’exercice	  

La	   première	   étape	   de	   notre	   protocole	   a	   été	   d’évaluer	   si	   la	   capacité	   à	   l’exercice	   était	  

différente	  chez	  les	  souris	  Wt	  et	  Het.	  Pour	  cela	  nous	  avons	  réalisé	  un	  test	  de	  tolérance	  à	  

l’effort,	  décrit	  plus	  haut	  dans	  la	  section	  Méthodes	  d’étude	  utilisées.	  

Ce	  test,	  réalisé	  chez	  toutes	  les	  souris	  Wt	  et	  Het,	  a	  montré	  que	  la	  capacité	  des	  animaux	  à	  

soutenir	  l’effort	  imposé	  était	  identique,	  quelque	  soit	  le	  génotype	  (Figure	  19A).	  

	  

	  

Evaluation	  du	  temps	  de	  course	  

De	  la	  même	  manière,	  il	  était	  important	  de	  s’assurer	  que	  les	  souris	  Het	  et	  Wt	  effectuent	  

une	   même	   durée	   d’exercice	   à	   chaque	   séance.	   L’enregistrement	   du	   temps	   de	   course	  

présenté	   figure	  19	  B	  montre	  qu’en	  moyenne	   les	  souris	  des	  deux	  groupes	  ont	  couru	  de	  

façon	  similaire	  tout	  au	  long	  du	  protocole.	  	  
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Analyses	  fonctionnelles	  
	  

Fonction	  cardiaque	  

Nous	  avons	   tout	  d’abord	  vérifié	  que	   les	   souris	  Het	  ne	  présentaient	  pas	  de	  dysfonction	  

contractile	  ni	  dilatation	  ventriculaire	   au	  début	  du	  protocole,	   comme	  attendu	  à	   cet	   âge	  

(Tableau	  7).	  

	  
Tableau	   7.	   Paramètres	   échocardiographiques	   des	   souris	  Wt	   et	   Het	   avant	   (âgées	   de	   17	  
semaines)	  et	  après	  5	  semaines	  d’exercice	  (âgées	  de	  22	  semaines).	  (nombre	  d’animaux).	  
	  

	  
BW:	   poids	   du	   corps	   (body	   weight),	   IVSd:	   épaisseur	   du	   septum	   interventriculaire	   en	  
diastole	   (Interventricular	   septum	   thickness	   in	   diastole),	   PWd:	   épaisseur	   de	   la	   paroi	  
postérieure	   en	   diastole	   (Posterior	   wall	   thickness	   in	   diastole),	   LVEDD:	   diamètre	  
ventriculaire	   gauche	   en	   fin	   de	   diastole	   (Left	   ventricular	   end-‐diastolic	   diameter),	   IVSs:	  
épaisseur	  du	  septum	  interventriculaire	  en	  systole	  (Interventricular	  septum	  thickness	  in	  
systole),	  PWs:	  épaisseur	  de	   la	  paroi	  postérieure	  en	  systole	  (Posterior	  wall	   thickness	   in	  
systole),	  LVES	  D:	  diamètre	  ventriculaire	  gauche	  en	  fin	  de	  diastole	  (Left	  ventricular	  end-‐
systolic	  diameter),	  LVM:	  masse	  du	  ventricule	  gauche	  (Left	  ventricular	  mass),	  FS:	  fraction	  
de	   raccourcissement	   (Fractional	   shortening),	   HR:	   rythme	   cardiaque	   (Heart	   rate).	  
*p<0.05	  et	  **p<0.01	  comparés	  aux	  souris	  Wt	  exercées,	  #p<0.05	  et	  	  ##p<0.01	  comparés	  
aux	  souris	  Het	  sédentaires.	  ANOVA,	  Holm-‐Sidak	  test.	  Moyenne	  ±	  SD.	  
	  
Après	   les	   5	   semaines	   du	   protocole,	   les	   souris	   Het	   sédentaires	   âgées	   de	   22	   semaines	  

présentaient	   une	   tendance	   à	   la	   diminution	   de	   la	   fraction	   de	   raccourcissement	  

comparées	   aux	   souris	  Wt	   Sédentaires	   (p=0.084	  vs	  Wt	   Sed,	  Holm-‐Sidak	   test).	  De	   façon	  

intéressante,	   cette	   dysfonction	   contractile	   débutante	   a	   été	   légèrement	   aggravée	   par	  

	   Avant	  l’exercice	   	   Après	  5	  semaines	  d’exercice	  

	   	   Sédentaires	   	   Exercées	  

	   Wt	  (9)	   	   Het	  (18)	   	   Wt	  (4)	   	   Het	  (9)	   	   Wt	  (5)	   	   Het	  (9)	  
BW	  (g)	   29.7	  ±	  1.6	   	   30.1	  ±	  3.2	   	   33.2	  ±	  3.1	   	   31.9	  ±	  3.1	   	   29.8	  ±	  2.6	   	   29.9	  ±	  1.7	  
IVSd	  (mm)	   0.66	  ±	  0.05	   	   0.63	  ±	  0.07	   	   0.65	  ±	  0.06	   	   0.60	  ±	  0.05	   	   0.62	  ±	  0.05	   	   0.60	  ±	  0.05	  
PWd	  (mm)	   0.83	  ±	  0.09	   	   0.81	  ±	  0.07	   	   0.83	  ±	  0.10	   	   0.80	  ±	  0.10	   	   0.78	  ±	  0.04	   	   0.73	  ±	  0.07	  
LVEDD	  
(mm)	  

4.00	  ±	  0.35	   	   4.11	  ±	  0.29	   	   4.00	  ±	  0.28	   	   4.00	  ±	  0.14	   	   4.10	  ±	  0.26	   	   4.30	  ±	  0.21	  
##	  

IVSs	  (mm)	   1.23	  ±	  0.13	   	   1.17	  ±	  0.15	   	   1.20	  ±	  0.12	   	   1.08	  ±	  0.12	   	   1.16	  ±	  0.11	   	   1.01	  ±	  0.11*	  
PWs	  (mm)	   1.24	  ±	  0.15	   	   1.19	  ±	  0.16	   	   1.33	  ±	  0.17	   	   1.23	  ±	  0.15	   	   1.18	  ±	  0.11	   	   1.11	  ±	  0.13	  
LVESD	  (mm)	   2.34	  ±	  0.43	   	   2.53	  ±	  0.29	   	   2.33	  ±	  0.34	   	   2.57	  ±	  0.26	   	   2.54	  ±	  0.37	   	   2.93	  ±	  0.39#*	  
LVM	  (mg)	   107	  ±	  13.6	   	   106	  ±	  15.2	   	   105	  ±	  4.6	   	   99	  ±	  12.9	   	   103	  ±	  10.6	   	   105	  ±	  8.8	  
FS	  (%)	   41.5	  ±	  5.8	   	   38.2	  ±	  4.8	   	   42.3	  ±	  4.3	   	   36.3	  ±	  5.4	   	   38.9	  ±	  4.9	   	   31.7	  ±	  6.21	  **	  
HR	  (bpm)	   503	  ±	  43	   	   475	  ±	  47	   	   540	  ±	  19	   	   539	  ±	  38	   	   517	  ±	  22	   	   515	  ±	  42	  
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l’exercice,	   puisque	   la	   fraction	   de	   raccourcissement	   des	   souris	   Het	   exercées	   est	  

significativement	  plus	  basse	  que	  celle	  des	  Wt	  exercées	  (Tableau	  7).	  De	  plus,	  alors	  que	  le	  

diamètre	   ventriculaire	   gauche	   était	   identique	   chez	   les	   souris	  Het	   et	  Wt	   sédentaires,	   il	  

était	   significativement	   augmenté	   chez	   les	   souris	   Het	   exercées	   comparées	   aux	   Het	  

sédentaires.	   Ces	   résultats	   suggèrent	   un	   effet	   modéré	   mais	   significatif	   de	   l’exercice	  

chronique	  épuisant	  sur	  le	  développement	  du	  phénotype	  cardiaque	  chez	  les	  souris	  Het.	  Il	  

apparaît,	  en	  effet,	  une	  anticipation	  de	  l’apparition	  des	  symptômes	  chez	  les	  Het	  exercées.	  	  

L’apparition	   plus	   précoce	   de	   la	   dilatation	   suggère	   un	   possible	   défaut	   d’élasticité	   du	  

myocarde	   en	   réponse	   à	   l’étirement	   lié	   à	   la	   surcharge	  de	  volume	   induite	  par	   l’exercice	  

chez	   les	   souris	   Het.	   Ce	   défaut	   pourrait	   provenir	   d’une	   trop	   grande	   déformabilité	   des	  

cardiomyocytes	   d’une	   part,	   et/ou	   d’un	   remodelage	   inadéquat	   de	   la	   matrice	  

extracellulaire	  assurant	  la	  cohésion	  et	  l’élasticité	  du	  tissu,	  d’autre	  part.	  

Propriétés	  contractiles	  du	  muscle	  soleus	  

Comme	  je	  l’ai	  indiqué	  dans	  la	  première	  partie	  des	  résultats,	  les	  souris	  Het	  ne	  présentent	  

aucun	   phénotype	  musculaire	   pathologique,	   au	   repos	   du	  moins.	   Un	   des	   objectifs	   de	   ce	  

protocole	   de	   course	   était	   d’évaluer	   si	   la	   surcharge	   de	   travail	   induite	   par	   l’exercice	  

induisait	  le	  «	  démasquage	  »	  de	  défauts	  musculaires	  sous-‐jacents.	  	  

L’étude	   ex	   vivo	   des	   propriétés	   contractiles	   du	   muscle	   soleus,	   muscle	   de	   la	   patte	  

postérieure	   particulièrement	   sollicité	   dans	   ce	   type	   d’exercice,	   n’a	   cependant	   révélé	  

aucun	   impact	   délétère	   de	   l’exercice	   sur	   la	   fonction	   de	   ce	   muscle	   chez	   souris	   Het.	   Le	  

muscle	   n’est	   ni	   plus	   fatigable,	   ni	   hypertrophique	   ou	   atrophique	   et	   la	   force	   qu’il	  

développe	  est	  similaire	  dans	  tous	  les	  groupes	  (Tableau	  8).	  	  
	  
Tableau	   8.	   Propriétés	   contractiles	   du	   muscle	   soleus	   des	   souris	   Wt	   et	   Het	   après	   le	  
protocole	  d’exercice.	  (nombre	  d’animaux).	  	  

	  

L0:	  Longueur	  au	  repos	  ;	  sP0:	  Force	  maximale	  spécifique.	  Moyenne	  ±	  SD.	  	  

	   	   Sédentaires	   	   Exercées	  

	   	   Wt	  (4)	   	   Het	  (8)	   	   Wt	  (5)	   	   Het	  (8)	  
Poids	  du	  muscle	  (mg)	   	   13.6	  ±	  1.12	   	   12.8	  ±	  1.27	   	   13.2	  ±	  2.14	   	   12.8	  ±	  1.47	  

L0	  (mm)	   	   13.0	  ±	  0.00	   	   12.9	  ±	  0.50	   	   12.9	  ±	  0.22	   	   13.3	  ±	  0.12	  

sP0	  (mN/mm2)	   	   176.6	  ±	  14.2	   	   167.1	  ±	  29.4	   	   148.4	  ±	  37.1	   	   184.2	  ±	  21.1	  

Fatigue	  (sec)	   	   35.9	  ±	  3.7	   	   32.8	  ±	  4.5	   	   33.2	  ±	  7.3	   	   31.8	  ±	  6.3	  
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Le	   marquage	   histologique	   à	   l’hématéine/éosine	   de	   coupes	   transversales	   du	   muscle	  

plantaris,	   autre	   muscle	   de	   la	   patte	   postérieure,	   n’a	   révélé	   aucune	   anomalie	   chez	   les	  

souris	  Het	   sédentaires	   et	   exercées,	   ni	   chez	   les	   souris	  Wt	   exercées.	   La	   taille	   des	   fibres	  

apparait	   similaire	   dans	   les	   quatre	   groupes,	   il	   n’y	   a	   pas	   de	   centralisation	  nucléaire	   qui	  

indiquerait	  des	  processus	  de	  régénération,	  ni	  d’infiltrat	  inflammatoire	  (Figure	  20).	  

	  

	  
	  

Remodelage	  cardiaque	  
	  

Etant	  donné	  l’effet	  de	  l’exercice	  sur	  la	  fonction	  et	  la	  dilatation	  cardiaque	  chez	  les	  souris	  

Het,	   nous	   nous	   sommes	   intéressés	   à	   la	   morphologie	   cardiaque.	   Le	   ratio	   du	   poids	   du	  

cœur	   rapporté	   à	   la	   longueur	   du	   tibia	   est	   similaire	   dans	   les	   quatre	   groupes,	   indiquant	  

l’absence	  d’hypertrophie	  en	  réponse	  à	  l’exercice	  chez	  les	  animaux	  Wt	  et	  Het	  (Figure	  21	  

A).	  	  
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Taille	  des	  cardiomyocytes	  

Bien	  que	  le	  poids	  du	  cœur	  ne	  révèle	  aucun	  changement,	  nous	  avons	  évalué	  si	  l’exercice	  

avait	   eu	   un	   effet	   au	   niveau	   cellulaire,	   en	   évaluant	   la	   surface	   transversale	   des	  

cardiomyocytes.	   Pour	   cela,	   un	  marquage	  avec	  un	  anticorps	   reconnaissant	   la	   vinculine,	  

protéine	   des	   costamères	   utilisée	   pour	   matérialiser	   les	   limites	   des	   cardiomyocytes	  

(Figure	   21B),	   a	   été	   réalisé	   et	   la	   surface	   intérieure	   des	   cellules	   a	   été	   mesurée.	   Les	  

résultats	  montrent	  que	  la	  section	  moyenne	  des	  cardiomyocytes,	  ainsi	  que	  la	  répartition	  

des	  cardiomyocytes	  en	  fonction	  de	  leur	  surface,	  sont	  similaires	  dans	  les	  quatre	  groupes	  

(Figure	  21C).	  
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Longueur	  des	  noyaux	  

Comme	  je	   l’ai	  présenté	  plus	  haut,	   les	  noyaux	  des	  MEF	  n’exprimant	  pas	  de	  lamines	  A/C	  

(Lmna-‐/-‐)	  sont	  sensibles	  à	  la	  déformation	  mécanique.	  Nous	  avons	  donc	  évalué	  l’effet	  de	  

l’exercice	   sur	   la	   morphologie	   des	   noyaux	   dans	   les	   cœurs	   des	   animaux	   Wt	   et	   Het,	  

sédentaires	   et	   exercés.	   Un	   marquage	   avec	   un	   anticorps	   reconnaissant	   la	   lamine	   B1,	  

protéine	   de	   l’enveloppe	   nucléaire	   utilisée	   pour	   matérialiser	   les	   limites	   des	   noyaux	  

(Figure	   22A),	   a	   été	   réalisé	   et	   la	   longueur	   des	   noyaux	   a	   été	   mesurée	   dans	   les	   zones	  

myocardiques	   où	   les	   cardiomyocytes	   sont	   orientés	   de	   manière	   longitudinale.	   Les	  

résultats	   indiquent	  que	   la	   longueur	  moyenne	  des	  noyaux	  ainsi	  que	   leur	   répartition	  en	  

fonction	   de	   leur	   surface,	   sont	   globalement	   similaires	   dans	   les	   quatre	   groupes	   (Figure	  

22B).	   En	   revanche,	   il	   est	   à	   noter	   une	   disparité	   de	   taille	   des	   noyaux	   dans	   le	   cœur	   des	  

souris	   Het	  :	   une	   plus	   grande	   proportion	   de	   «	  petits	  »	   noyaux	   (5-‐10	   μm)	   et	   une	   plus	  

grande	  proportion	  de	  noyaux	  allongés.	  En	  effet,	  65%	  et	  57%	  des	  noyaux	  mesurent	  entre	  

5	   et	   10	   μm	   dans	   le	   cœur	   des	   souris	   Het	   sédentaires	   et	   exercées,	   respectivement.	   Les	  

noyaux	  de	   cette	   taille	   ne	   représentent	   que	  53%	  et	   55%	  des	  noyaux	  dans	   le	   cœur	  des	  

souris	  Wt	  sédentaires	  et	  exercées,	  respectivement	  (Figure	  22B).	  De	  même,	  la	  proportion	  

de	  noyaux	   allongés	   tend	   à	   être	   supérieure	   chez	   les	   souris	  Het,	   sans	   effet	   de	   l’exercice	  

dans	  le	  cœur	  des	  souris	  Het	  (Figure	  22C).	  Les	  noyaux	  sont	  considérés	  comme	  allongés	  

lorsque	  leur	  longueur	  excéde	  20	  μm,	  longueur	  correspondant	  au	  double	  de	  la	  longueur	  

moyenne	  des	  noyaux	  des	  animaux	  Wt	  sédentaires	  (moyenne	  =	  10,3	  µm).	  L’absence	  de	  

significativité	   de	   ce	   paramètre	   entre	   les	   groupes	   est	   liée	   au	   faible	   échantillonnage,	   ce	  

nombre	  sera	  augmenté	  dans	  la	  suite	  de	  cette	  étude.	  
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Expression	  de	  marqueurs	  de	  remodelage	  myocardique	  

Lors	  de	  la	  caractérisation	  phénotypique	  des	  souris	  Het	  (Résultats	  :	  Partie	  I),	  j’ai	  montré	  

que	   l’expression	   de	   certains	   facteurs	   classiques	   de	   remodelage	  myocardique	   (peptide	  

natriurétique	  cérébral	  Nppb,	  chaine	  lourde	  β	  de	  la	  myosine	  Myh7)	  est	  augmentée	  dans	  le	  
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cœur	   des	   souris	   Het.	   Nous	   avons	   évalué	   si	   l’exercice	   avait	   un	   effet	   additif	   sur	   ce	  

remodelage.	  L’expression	  des	  gènes	  à	  expression	  rapide	  dits	  «	  mécanosensibles	  »	  Egr1	  

et	   Iex1	   (Early	   growth	   response	   1,	   Immediate	   early	   gene	   response	   X-‐1)	   a	   aussi	   été	  

mesurée.	  	  

Les	  niveaux	  d’expression	  des	  gènes	  Nppa	   (codant	   le	   facteur	  atrial	  natriurétique,	  ANF),	  

Nppb,	  Egr1	  et	  Iex-‐1	  ne	  sont	  pas	  statistiquement	  différents	  entre	  les	  quatre	  groupes.	  On	  

note	   toutefois	   une	   tendance	   à	   l’augmentation	   de	   l’expression	   de	  Egr1	   et	   Iex-‐1	   dans	   le	  

cœur	   des	   souris	  Het	   exercées	   comparées	   aux	   souris	  Het	   sédentaires	   et	   aux	   souris	  Wt	  

exercées	  (Figure	  23).	  	  

En	   revanche,	   l’expression	   du	   gène	  Myh7,	   est	   augmentée	   d’un	   facteur	   4,	   indiquant	   un	  

remodelage	   des	   protéines	   contractiles	   chez	   les	   souris	   Het	   (exercées	   et	   sédentaires),	  

mais	  il	  n’y	  a	  pas	  d’effet	  de	  l’exercice	  sur	  ce	  paramètre.	  
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Remodelage	  matriciel	  

Une	   hypothèse	   pour	   expliquer	   l’apparition	   plus	   précoce	   de	   la	   dilatation	   est	   un	  

remodelage	   inadéquat	   de	   la	   matrice	   cellulaire	   assurant	   la	   cohésion	   et	   l’élasticité	   du	  
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tissu.	  L’exercice	  est	  connu	  pour	  induire	  une	  dilatation	  relative	  du	  ventricule	  gauche	  afin	  

d’augmenter	   le	   volume	  d’éjection	   (Goodman	  et	   al,	   2005;	  Woodiwiss	  &	  Norton,	  1995	  ).	  

Cette	   dilatation	   s’accompagne	   généralement	   d’une	   dégradation	   du	   collagène	  

myocardique	  (Brower	  et	  al,	  2006).	  Nous	  avons	  d’abord	  évalué	  si	  l’exercice	  a	  induit	  une	  

modification	  du	  contenu	  en	  collagène	  myocardique	  dans	  le	  cœur	  des	  souris	  exercées.	  Un	  

marquage	  au	  rouge	  Sirius,	  colorant	  les	  dépôts	  de	  collagène	  en	  rouge	  et	  la	  quantification	  

des	   surfaces	   marquées,	   a	   montré	   que	   le	   contenu	   en	   collagène	   myocardique	   était	  

similaire	  dans	  les	  quatre	  groupes	  (Figure	  24A	  et	  B).	  	  

	  
Pour	   évaluer	   la	   proportion	   de	   collagène	   de	   type	   1	   (plus	   rigide)	   et	   de	   type	   3	   (plus	  

élastique)	  (Mukherjee	  &	  Sen,	  1990),	  une	  étude	  en	  lumière	  polarisée	  va	  être	  réalisée.	  De	  

façon	   concordante,	   le	  niveau	  d’expression	  des	   gènes	   codant	   les	   facteurs	  de	   croissance	  
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pro-‐fibrotiques	  Tgfb1	  et	  Tgfb2	  (Transforming	  Growth	  Factor	  β)	  n’est	  pas	  différent	  dans	  

les	  quatre	  groupes	  (Figure	  24C	  et	  D).	  En	  complément,	  une	  étude	  d’expression	  des	  gènes	  

codant	  des	  composants	  matriciels	  comme	  le	  collagène	  I	  (Col1a1,	  Col1a2)	  va	  être	  réalisée.	  

	  

Il	   est	   à	   noter	   qu’aucune	   modification	   de	   tous	   ces	   paramètres	   fonctionnels	   et	  

morphologiques	   n’a	   été	   observée	   chez	   les	   souris	   Wt	   exercées	   comparées	   aux	   Wt	  

sédentaires.	  

	  

Discussion	  
	  

Il	   est	   incontestablement	   reconnu	   que	   l’exercice	   physique	   est	   bénéfique	   pour	   la	  

physiologie	  cardiaque,	  tant	  en	  préventif	  qu’en	  rééducation	  après	  un	  accident	  cardiaque	  

avec	   des	   effets	   positifs	   sur	   la	   qualité	   de	   vie	   et	   la	  mortalité	   des	   patients	   (Piepoli	   et	   al,	  

2011).	   L’exercice	   physique	   améliore,	   en	   effet,	   la	   fonction	   endothéliale	   (Whyte	   &	  

Laughlin,	  2010)	  et	  la	  fonction	  cardiaque	  (Goodman	  et	  al,	  2005).	  	  

En	  revanche,	  il	  est	  plus	  difficile	  de	  faire	  une	  synthèse	  concernant	  l’effet	  cardiaque	  d’un	  

exercice	  soutenu	  chez	  la	  souris,	  tant	  les	  protocoles	  utilisés	  sont	  différents	  et	  complexes.	  

Il	  a	  en	  effet	  été	  décrit	  des	  protocoles	  de	  nage,	  de	  course	  sur	  tapis	  roulant	  et	  de	  course	  sur	  

roue.	   La	   nature	   et	   l’intensité	   de	   l’exercice	   variant	   d’un	   protocole	   à	   l’autre	   (exercice	  

fractionné,	  exercice	  continu,	  à	  plat	  ou	  avec	  différents	  degrés	  d’inclinaison	  du	  tapis…)	  il	  

est	  difficile	  de	  stéréotyper	  leurs	  effets.	  Par	  exemple,	  d’un	  point	  de	  vue	  physiologique,	  il	  a	  

en	  effet	  été	  décrit	  une	  hypertrophie	  cardiaque	  (Kemi	  et	  al,	  2008;	  Kemi	  et	  al,	  2002	  )	  en	  

réponse	   à	   l’exercice	   chronique	   soutenu.	   Dans	   d’autres	   études	   en	   revanche,	   aucune	  

modification	  morphologique	  cardiaque	  n’a	  été	  observée	  (Ericsson	  et	  al,	  2010;	  Nakamura	  

et	  al,	  2002	  ).	  

	  

Pour	  notre	  étude,	  le	  protocole	  appliqué	  aux	  souris	  Wt	  et	  	  Het	  correspond	  à	  un	  exercice	  

chronique	  épuisant	  sur	  tapis	  roulant.	  Les	  animaux	  doivent	  en	  effet	  soutenir	  un	  exercice	  

correspondant	   à	   81	   à	   87%	   de	   leur	   consommation	   maximale	   en	   oxygène	   (VO2	   max)	  

(Fernando	  et	  al,	  1993)	  de	  façon	  continue	  pendant	  toute	  la	  séance.	  Le	  stress	  myocardique	  

consécutif	   à	   cet	   exercice	   a	   eu	  pour	   conséquence	  une	  anticipation	  de	   l’apparition	  de	   la	  

dysfonction	   cardiaque	   et	   de	   la	   dilatation	   chez	   les	   souris	   Het,	   sans	   remodelage	   ni	  

hypertrophie	   cardiaque	   et	   sans	   remodelage	   matriciel.	   Seule	   une	   augmentation	   de	   la	  

proportion	  de	  noyaux	  allongés	  a	  été	  observée	  dans	  les	  cœurs	  des	  souris	  Het	  exercées.	  	  
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Une	  étude	  du	  même	  type	  a	  été	  réalisée	  de	  façon	  concomitante	  chez	   les	  souris	  Lmna+/-‐,	  

développant	   une	   CMD	   proche	   de	   celle	   observée	   chez	   les	   souris	   Het	   mais	   de	   sévérité	  

moindre	  (Chandar	  et	  al,	  2010).	   	  Dans	  cette	  étude,	  des	  animaux	  de	  12	  semaines	  n’ayant	  

pas	  encore	  développé	  de	  dysfonction	  cardiaque	  ont	  été	  soumis	  à	  un	  protocole	  de	  course	  	  

modéré	   (17	  m/min	   à	   5°	   d’inclinaison,	   40	  min/session,	   5	   sessions/semaine	   pendant	   6	  

semaines)	  ou	  à	  un	  protocole	  de	  course	  «	  épuisant	  »	  (15	  à	  22	  m/min	  à	  15°	  d’inclinaison,	  

40	  min/session,	  2	  sessions/semaine	  pendant	  6	  semaines).	  	  Les	  résultats	  ont	  montré	  que,	  

bien	   loin	  d’être	  plus	  sensibles	  au	  stress	  mécanique	  comme	  supposé,	   les	  souris	  Lmna+/-‐	  

ont	   vu	   leur	   fonction	   cardiaque	   se	   maintenir	   avec	   le	   protocole	   modéré.	   Ces	   effets	  

bénéfiques	   n’ont	   en	   revanche	   pas	   été	   retrouvés	   avec	   le	   protocole	   soutenu	   mais	   leur	  

fonction	  cardiaque	  n’a	  pas	  été	  aggravée	  par	  cet	  exercice	  intense.	  	  

Dans	  notre	  étude,	   le	  protocole	  que	  nous	  avons	  choisi	  peut	  être	   considéré	  comme	  plus	  

intense	  que	  le	  protocole	  «	  épuisant	  »	  appliqué	  aux	  souris	  Lmna+/-‐,	  puisque	  les	  animaux	  

ont	  couru	  aux	  mêmes	  vitesses,	  pendant	  le	  même	  temps	  mais	  de	  façon	  plus	  répétée.	  Ceci	  

explique	  sans	  doute	  l’effet	  délétère	  observé	  chez	  nos	  souris	  Het.	  	  	  	  

	  Les	  mécanismes	   physiopathologiques	   conduisant	   au	   déclenchement	   plus	   précoce	   des	  

défauts	  cardiaques	  observables	  chez	  les	  souris	  Het	  restent	  inconnus.	  L’allongement	  des	  

noyaux	  pourrait	  résulter	  d’un	  défaut	  de	  rigidité	  du	  réseau	  nucléocytoplasmique,	  comme	  

observé	   par	   un	   «	  détachement	  »	   périnucléaire	   de	   la	   desmine	   dans	   le	   cœur	   des	   souris	  

Lmna-‐/-‐	   et	   Lmna+/-‐	   (Chandar	   et	   al,	   2010).	   De	   façon	   générale,	   la	   rigidité	   nucléaire	   et	  

cytosquelettique	   des	   cellules	   exprimant	   un	   défaut	   des	   lamines	   A/C	   est	   altérée	   et	   se	  

traduit	   par	   un	   allongement	   de	   la	   taille	   des	   noyaux	   et	   un	  défaut	   de	   transmission	  de	   la	  

force	   conduisant	   à	   la	   CMD	   (Broers	   et	   al,	   2004	   ;	   Cupesi	   et	   al,	   2010;	   Lammerding	   et	   al,	  

2004	   ;	  Nikolova	  et	   al,	   2004).	  De	  plus	   amples	   analyses	   sont	  nécessaires	  pour	   établir	   si	  

une	   telle	   désorganisation	   du	   cytosquelette	   existe	   dans	   le	   cœur	   des	   souris	   Het	   et	   si	  

l’exercice	   a	   eu	   un	   impact	   sur	   celle-‐ci.	   En	   complément	   d’études	   classiques	   en	  

immunofluorescence	  sur	  coupes	  de	  cœur,	  un	  outil	   	  utile	  pour	   l’étude	  de	   la	  réponse	  du	  

cytosquelette	   aux	   contraintes	   mécaniques	   est	   le	   tissu	   cardiaque	   reconstitué	   in	   vitro	  

(EHTs).	  J’ai	  présenté	  ce	  système	  dans	  la	  partie	  I	  des	  résultats	  de	  ce	  mémoire.	  Nous	  avons	  

utilisé	   cette	   approche	   pour	   évaluer	   l’impact	   de	   la	   lamine	   ΔK32	   sur	   les	   propriétés	  

contractiles	  des	  cardiomyocytes.	  Ici,	  une	  expérience	  informative	  serait	  de	  préparer	  des	  

EHTs	   avec	   des	   cardiomyocytes	   néonataux	   de	   souris	   Het	   ou	   de	   souris	   homozygotes	  

LmnaΔK32/ΔK32	  et	  d’évaluer	  l’effet	  d’un	  étirement	  cyclique	  ou	  d’une	  stimulation	  électrique	  
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(pacing)	  afin	  d’évaluer	  la	  viabilité	  des	  cardiomyocytes,	  l’organisation	  du	  cytosquelette	  et	  

la	  forme	  des	  noyaux	  face	  à	  ce	  stress	  mécanique	  contrôlé.	  

	  

Nos	   résultats	   sont	   compatibles	   avec	   une	   étude	   clinique	   rétrospective	   réalisée	   sur	   94	  

sujets	   porteurs	   de	   mutation	   du	   gène	   LMNA	   associée	   à	   une	   cardiolaminopathie	   qui	   a	  

montré	  une	  association	  entre	  la	  pratique	  d’un	  sport	  de	  compétition,	  incluant	  la	  course	  à	  

pieds,	  et	  la	  survenue	  d’événements	  cardiaques	  majeurs	  de	  type	  «	  mort	  subite	  »	  (Pasotti	  

et	  al,	  2008).	  Le	  risque	  est	  en	  effet	  augmenté	  d’un	  facteur	  3,38	  chez	  ces	  sujets	  comparés	  

aux	  sujets	  porteurs	  de	  mutation	  ne	  pratiquant	  pas	  ce	   type	  d’activité	  physique	   intense.	  

Les	   auteurs	   soulignent,	   de	   plus,	   la	   «	  perception	  »	   d’un	   effet	   négatif	   du	   sport	   de	  

compétition	  sur	  l’évolution	  de	  la	  pathologie	  et	  déconseillent	  donc	  la	  pratique	  de	  ce	  type	  

de	  sport	  chez	  les	  sujets	  porteurs	  de	  mutation	  LMNA.	  

	  
L’impact	   de	   l’exercice	   sur	   le	   phénotype	   cardiaque	   des	   souris	   Het	   reste	   malgré	   tout	  

limité.	  Une	  des	  limites	  des	  protocoles	  de	  course	  imposés	  dans	  le	  but	  d’induire	  un	  stress	  

est	   la	   nature	   intermittente	   de	   ce	   stimulus,	   l’implication	   de	   nombreux	   paramètres	  

métaboliques	  et	  fonctionnels,	  et	  la	  variabilité	  interindividuelle	  (Bernstein,	  2003).	  Il	  a	  en	  

effet	   été	   montré	   qu’en	   fonction	   des	   lignées	   génétiques,	   les	   performances	   des	   souris	  

variaient	  du	  simple	  au	  double,	  les	  souris	  C57Bl/6J	  (fond	  génétique	  nos	  souris)	  étant	  les	  

moins	  performantes	  en	  exercice	  imposé	  (Lerman	  et	  al,	  2002).	  De	  plus,	  la	  «	  motivation	  »	  

des	  animaux	  a	  aussi	  été	  mise	  en	  avant	  pour	  expliquer	   les	  différences	  de	  performances	  

entre	   l’exercice	   spontané	   et	   l’exercice	   forcé,	   encore	   une	   fois	   les	   souris	   C57Bl/6J	   étant	  

celles	  qui	  ont	  montré	  le	  plus	  de	  différence	  entre	  ces	  deux	  types	  d’exercice	  (Lerman	  et	  al,	  

2002).	   Ce	   point	   peut	   paraître	   quelque	   peu	   sur-‐interprété	   ou	   anecdotique	   mais	   il	   est	  

particulièrement	  vrai	  pour	  ceux	  qui	  ont	  eu	   l’occasion	  de	  «	  faire	  courir	  »	  des	  souris.	  En	  

effet,	   indépendamment	   de	   tout	   défaut	   phénotypique	   observable,	   certaines	   souris	   Wt	  

refusaient	  de	  soutenir	  l’effort,	  quand	  d’autres	  s’y	  soumettaient	  aisément.	  

Ainsi,	  pour	  explorer	  de	  façon	  plus	  standardisée	  l’effet	  du	  stress	  mécanique	  sur	  le	  cœur,	  

une	  étude	  de	  réponse	  cardiaque	  à	  une	  surcharge	  de	  pression	  induite	  par	  la	  constriction	  

de	   l’aorte	   thoracique	   est	   à	   envisager	   chez	   les	   souris	   Het.	   D’autre	   part,	   une	   infusion	  

d’agonistes	   β-‐adrénergiques	   comme	   l’isoprotérénol,	   induisant	   un	   stress	   myocardique	  

indépendant	   d’une	   élévation	   de	   la	   post-‐charge,	   renseignerait	   sur	   la	   résistance	  

mécanique	  du	  myocarde	  des	  souris	  Het.	  
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De	  façon	  intéressante,	  aucun	  phénotype	  musculaire	  pathologique	  n’a	  été	  démasqué	  par	  

le	   stress	   induit	   par	   l’exercice.	   L’effet	   délétère	   de	   la	   mutation	   ΔK32	   des	   lamines	   A/C	  

semble	  donc	  ne	  s’exprimer	  qu’au	  niveau	  cardiaque	  chez	  les	  souris	  Het.	  
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Résultats	  :	  Partie	  III	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  
Recherche	  de	  mécanismes	  physiopathologiques	  précoces	  

	  
A-‐	  Profil	  d’expression	  génique	  

B-‐	  Implication	  des	  voies	  MAP	  kinases	  
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Profil	  d’expression	  génique	  	  
	  

Problématique	  
	  

Comme	   je	   l’ai	   indiqué	   dans	   l’introduction	   de	   ce	   manuscrit,	   les	   lamines	   A/C	   sont	  

impliquées	  dans	  la	  régulation	  de	  l’expression	  des	  gènes	  et	  la	  régulation	  de	  nombreuses	  

voies	   de	   signalisation.	   L’objectif	   de	   cette	   partie	   du	   projet	   était	   d’étudier	   l’expression	  

différentielle	  des	  gènes	  dans	   le	  cœur	  de	  souris	  Wt	  et	  Het	  âgées	  de	  10	  semaines,	  avant	  

l’apparition	  des	  premiers	  signes	  de	  dysfonction	  cardiaque	  afin	  de	  :	  	  	  

-‐	  déterminer	  s’il	  existe	  un	  profil	  d’expression	  génique	  spécifique	  à	  la	  mutation	  ΔK32	  ou	  

si	  une	  signature	  moléculaire	  commune	  peut	  être	  mise	  en	  évidence	  entre	  les	  souris	  Het	  et	  

les	  souris	  	  LmnaH222P/H222P	  (Muchir	  et	  al,	  2007b).	  	  

-‐	   identifier	  des	  voies	  de	  signalisation	  précoces	   impliquées	  dans	   la	  physiopathologie	  de	  

l’atteinte	  cardiaque.	  

Pour	  cela	  nous	  avons	  analysé	  le	  profil	  d’expression	  de	  tous	  les	  ARNm,	  autrement	  appelé	  

transcriptome,	  dans	  le	  cœur	  de	  souris	  Wt	  et	  Het	  mâles	  âgées	  de	  10	  semaines.	  

	  

Méthodes	  d’étude	  utilisées	  
	  

Les	  ARN	  totaux	  ont	  été	  extraits	  des	  cœurs	  de	  8	  souris	  Wt	  et	  10	  souris	  Het	  âgées	  de	  10	  

semaines,	   chaque	   animal	   Het	   et	   son	   contrôle	  Wt	   étant	   issus	   de	   la	  même	   portée	   pour	  

minimiser	  les	  variations	  géniques	  non	  spécifiques.	  Après	  amplification	  et	  marquage	  à	  la	  

biotine,	   les	  ARN	  ont	  été	  hybridés	  sur	  une	  puce,	  autrement	  appelée	  «	  microarray	  ».	  Les	  

puces	  se	  présentent	  sous	  la	  forme	  d’une	  lame	  sur	  laquelle	  sont	  fixées	  des	  petites	  sondes	  

d’ADN	  dont	  la	  séquence	  est	  complémentaire	  à	  celle	  des	  ARNm	  cibles.	  Il	  existe	  différents	  

types	  de	  puces	  pour	  l’étude	  du	  transcriptome.	  Sur	  certaines	  d’entre-‐elles	  (Affymetrix	  ou	  

Agilent),	   deux	   échantillons	   d’ARN,	   correspondant	   à	   deux	   conditions	   biologiques	  

différentes	   et	   marqués	   par	   deux	   fluorochromes	   différents,	   sont	   mélangés	   et	   déposés	  

ensemble	  sur	  une	  lame.	  Ces	  puces	  sont	  dites	  «	  bi-‐couleur	  ».	  	  

Pour	  notre	  étude,	  nous	  avons	  utilisé	  une	  puce	  de	  type	  «	  mono-‐couleur	  »	  Illumina	  Mouse	  

Whole	   Genome-‐6	   v2	   expression	   BeadChip.	   Elle	   contient	   45281	   sondes	   couvrant	  

l’intégralité	   du	   génome	   murin.	   Contrairement	   aux	   autres	   puces,	   les	   sondes	   sont	   ici	  

accrochées	   à	   la	   surface	   de	   microbilles	   fixées	   sur	   la	   lame.	   Ce	   système	   augmente	   le	  
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nombre	   de	   sonde	   par	   unité	   de	   surface	   de	   la	   puce	   et	   permettrait	   ainsi	   une	   meilleure	  

capture	  des	  ARNm.	  De	  plus,	  sur	  ce	  type	  de	  puce,	  un	  seul	  échantillon	  est	  déposé	  par	  lame	  

et	   l’analyse	   se	   fait	   ensuite	   en	   comparant	   les	   lames,	   et	   donc	   les	   différents	   échantillons	  

entre	   eux.	   Les	   différentes	   manipulations	   techniques	   ont	   été	   réalisées	   avec	   l’aide	   de	  

Wassila	  Carpentier	  sur	  la	  plateforme	  P3S	  de	  la	  Pitié-‐Salpêtrière.	  

Après	   le	   scanne	   de	   la	   puce,	   les	   données	   recueillies	   ont	   été	   extraites	   grâce	   au	   logiciel	  

BeadStudio	   et	   analysées	  par	  Nicolas	  Cagnard	   sur	   la	   plateforme	  de	  biostatistique	  de	   la	  

faculté	  de	  Necker.	  Le	  plan	  d’analyse	  statistique	  de	  la	  puce	  a	  été	  le	  suivant	  :	  

	  

1) Pas	  de	  soustraction	  du	  bruit	  de	  fond	  des	  puces.	  La	  soustraction	  du	  bruit	  de	  fond	  a	  

une	  incidence	  sur	  la	  variabilité	  inter	  et	  intrapuce	  des	  données	  sur	  ce	  type	  de	  puce	  

mono-‐couleur.	   Il	  est	  donc	  préférable	  de	  ne	  pas	   l’éliminer.	  Le	  niveau	  du	  bruit	  de	  

fond	   est	   évalué	   grâce	   à	   des	   contrôles	   négatifs	   internes	   à	   la	   puce	   (sonde	   ne	  

reconnaissant	   aucune	   cible	   et	   bille	   sans	   sonde).	   	   Le	   logiciel	   BeadStudio	   évalue	  

ensuite	  la	  probabilité	  que	  le	  niveau	  de	  fluorescence	  émis	  par	  une	  sonde	  donnée	  

soit	  supérieur	  à	   la	   fluorescence	  du	  bruit	  de	   fond.	  Si	  cette	  probabilité,	  appelée	  p	  

value,	  est	  inférieure	  ou	  égale	  à	  0,05,	  la	  sonde	  en	  question	  est	  considérée	  comme	  

exprimée	  dans	  l’échantillon	  biologique.	  	  

	  

2) Normalisation	  par	  la	  méthode	  des	  quantiles.	  Cette	  méthode	  permet	  de	  réduire	  les	  

variations	  artefactuelles,	  mettant	  ainsi	  l’emphase	  sur	  les	  variations	  biologiques	  et	  

elle	   est	   la	   plus	   couramment	   utilisée	   dans	   ce	   type	   d’analyse.	   Cette	   méthode	  

suppose	   que	   la	   distribution	   de	   l’abondance	   des	   gènes	   est	   quasiment	   la	   même	  

dans	  tous	  les	  échantillons.	  Elle	  rend	  ainsi	  identique	  la	  distribution	  des	  intensités	  

des	  sondes	  pour	  tous	  les	  échantillons.	  

	  

3) Analyse	   statistique	  non	   supervisée.	   Cette	   première	   analyse	  présente	   avant	   tout	  

un	  intérêt	  technique	  puisqu’elle	  permet	  d’évaluer	  le	  facteur	  d’échelle	  du	  bruit	  de	  

fond	   et	   d’appréhender	   la	   proportion	   de	   gènes	   exprimés	   dans	   les	   différents	  

échantillons.	   Si	   le	   nombre	   de	   sondes	   exprimées	   est	   identique	   dans	   tous	   les	  

échantillons,	   on	   peut	   considérer	   le	   bruit	   de	   fond	   et	   la	   qualité	   technique	   de	  

l’expérience	   comme	   satisfaisante.	   De	   plus,	   cette	   analyse	   permet	   d’étudier	  

l’homogénéité	  des	  groupes	  Wt	  et	  Het,	  et	  éventuellement	  d’écarter	  un	  échantillon	  

dont	  le	  profil	  général	  d’expression	  serait	  trop	  éloigné	  des	  autres.	  
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Pour	   cette	   analyse,	   différents	   critères	   de	   stringence	   peuvent	   être	   utilisés	   en	  

fonction	   de	   la	   représentation	   des	   sondes	   dans	   les	   échantillons.	   Si	   une	   sonde	  

donnée	   est	   exprimée	   dans	   tous	   les	   échantillons	   (p	   value	   ≤	   0,05),	   on	   parle	   de	  

représentation	  de	  100%	  pour	  cette	  sonde.	  Si	  elle	  est	  exprimée	  dans	  la	  moitié	  ou	  

plus	  des	  échantillons,	  sa	  représentation	  n’est	  que	  de	  50%.	  	  

Les	  échantillons	  peuvent	  donc	  être	  clusterisés	  sans	  critère	  de	  stringence	  (toutes	  

les	   sondes	   exprimées	   sont	   alors	  prises	   en	   compte),	   avec	  une	   représentation	  de	  

50%	  ou	  100%.	  

	  

4) Analyse	  statistique	  supervisée	  de	  comparaison	  des	  groupes	  expérimentaux.	  

Après	  avoir	  défini	  les	  deux	  groupes	  expérimentaux	  Wt	  et	  Het,	  le	  ratio	  Het/Wt	  est	  

calculé	  pour	  chaque	  sonde	  et	  un	  test	  statistique	  de	  Student	  évalue	  si	  la	  différence	  

du	   niveau	   d’expression	   est	   significative	   pour	   chaque	   sonde.	   Le	   ratio	  minimum	  

retenu	  pour	  l’analyse	  était	  de	  1,5,	  soit	  une	  expression	  différentielle	  de	  50%	  entre	  

les	  souris	  Wt	  et	  Het.	  De	  la	  même	  manière	  que	  pour	  l’analyse	  non	  supervisée,	  des	  

critères	  de	  stringence	  peuvent	  être	  appliqués	  dans	  cette	  analyse.	  

	  	  	  

Après	   cette	   première	   étape	   d’analyse	   statistique,	   une	   analyse	   ontologique	   et	  

fonctionnelle	   des	   sondes	   différentiellement	   exprimées	   dans	   le	   cœur	   des	   souris	   Het	  

comparées	   aux	   Wt	   a	   été	   réalisée	   avec	   les	   logiciels	   FunNet	   et	   String	   Database.	   En	  

parallèle,	  les	  résultats	  de	  la	  puce	  ont	  été	  vérifiés	  par	  q-‐PCR.	  Je	  reviendrai	  plus	  loin	  sur	  la	  

stratégie	  que	  nous	  avons	  choisi	  d’utiliser	  pour	  cette	  analyse.	  

	  

Résultats	  
	  

Analyse	  supervisée	  
	  

Après	  avoir	  validé	  les	  aspects	  techniques	  de	  l’expérience,	  nous	  avons	  réalisé	  une	  analyse	  

supervisée	   avec	   deux	   critères	   de	   stringence	  :	   sans	   filtre	   (liste	   «	  All	  »)	   et	   avec	   50%	   de	  

représentation	  des	  sondes	  dans	   les	  échantillons	  (liste	  «	  P50	  »).	  Cette	  analyse	  a	  montré	  

que	  les	  profils	  d’expression	  génique	  étaient	  bien	  distincts	  entre	  les	  cœurs	  des	  souris	  Wt	  

et	  Het	  (Figure	  25A	  et	  B).	  	  
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Dans	   l’analyse	  sans	   filtre	  de	  stingence,	  365	  transcrits	  sont	  différentiellement	  exprimés	  

dans	  le	  cœur	  des	  souris	  Het	  :	  157	  transcrits	  sont	  surexprimés	  et	  208	  sont	  sous-‐exprimés	  

chez	  les	  Het.	  Dans	  l’analyse	  avec	  50%	  de	  représentation	  de	  transcrits,	  seuls	  35	  transcrits	  

sont	   statistiquement	   exprimés	   de	   façon	   différente	   dans	   le	   cœur	   des	   animaux	  Het	  :	   29	  

transcrits	  sont	  surexprimés	  et	  6	  sont	  sous-‐exprimés	  chez	  les	  Het	  (Tableau	  9).	  
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Tableau	  9.	  Liste	  «	  P50	  »	  des	  gènes	  différentiellement	  exprimés	  dans	  le	  cœur	  des	  souris	  Het.	  
CH	  :	  chromosome,	  Score	  :	  valeur	  statistique	  du	  ratio.	  *	  gènes	  identifiés	  comme	  impliqués	  
dans	  des	  fonctions	  ou	  pathologies	  cardiaques.	  
	  

Gène	   Protéine	   CH	   Annotation	  GO;	  Fonction	  ;	  
localisation	   Score	   Ratio	  

Het/Wt	  

Pde4dip*	   Phosphodiesterase	  4D	  
interacting	  protein	  ;	  Myomegalin	   3	  

Enzyme	  binding	  ;	  myofibrilles,	  
noyau,	  cytoplasme	   0.030	   2.56	  

Trp53rk*	   Transformation	  related	  protein	  
53	  regulating	  kinase	   2	   kinase	  ;	  membrane,	  noyau	   0.007	   2.33	  

Gtse1*	   G	  two	  S	  phase	  expressed	  protein	  
1	   15	   Cytosquelette,	  microtubules	   0.001	   2.22	  

Wars2*	   Tryptophanyl	  tRNA	  synthetase	  2	  
(mitochondrial)	   3	   Traduction	  ;	  mitochondrie	   0.005	   2.13	  

Ear4*	   eosinophil-‐associated	  
ribonuclease	  A	  family,	  member	  4	   14	   Endonuclease	  ;	  lysosome	   0.025	   2.08	  

Tnc*	   Tenascin	  C	   4	   fibronectine,	  syndecan,	  integrin	  
binding	  ;	  matrice	  extracellulaire	   0.004	   2.06	  

D830027M14Rik	   inconnue	   -‐	   -‐	   0.001	   1.98	  

Itgb1bp3*	  
Integrin	  β1	  binding	  protein	  3	  ;	  
muscle	  integrin	  binding	  protein	  
(MIBP)	  

10	   Ribosylnicotinamide	  kinase	  ;	  
cytoplasmique	   0.012	   1.96	  

Zfp553*	   Zinc	  finger	  protein	  553	   7	   DNA	  binding,	  régulation	  de	  la	  
transcription	  ;	  noyau	   0.036	   1.86	  

Rnf208*	   Ring	  finger	  protein	  208	   2	   Zinc	  binding	  ;	  -‐	   0.004	   1.85	  

2310002L09Rik	   inconnue	   -‐	   -‐	   0.002	   1.85	  

A930018I09Rik	   inconnue	   -‐	   -‐	   0.002	   1.77	  

Igh-‐VJ558	   Immunoglobulin	  heavy	  chain	  
(J558	  family)	   12	   -‐	   0.024	   1.73	  

Slc1a2*	  
Solute	  carrier	  family	  1	  (glial	  high	  
affinity	  glutamate	  transporter),	  
member	  2	  

2	   Symport	  Glutamate/Na+	  ;	  
membrane	  plasmique	   0.019	   1.71	  

Rin1*	   Ras	  and	  Rab	  interactor	  1	   19	  
Activateur	  de	  GTPase,	  
endocytose	  ;	  cytoplasme,	  
cytosquelette,	  membrane	  

0.030	   1.70	  

Pacsin1*	   Protein	  kinase	  C	  and	  casein	  
kinase	  substrate	  in	  neurons	  1	   17	  

kinase,	  organisation	  du	  
cytosquelette,	  endocytose	  ;	  
réseau	  trans-‐golgien	  

0.024	   1.65	  
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Gène	   Protéine	   CH	   Annotation	  GO;	  Fonction	  ;	  
localisation	   Score	   Ratio	  

Het/Wt	  

Dpep2	   Dipeptidase	  2	  
(metallopeptidase)	   8	   métallopeptidase	  ;	  membrane	   0.029	   1.64	  

E2f1*	   E2F	  transcription	  factor	  1	   2	   Facteur	  de	  transcription,	  
prolifération	  ;	  noyau	   0.023	   1.64	  

Sfrs15*	   Serine/arginine	  rich	  splicing	  
factor	  15	   -‐	   -‐	   0.047	   1.64	  

LOC384348	   inconnue	   6	   -‐	   0.030	   1.62	  

G430064E20Rik	   inconnue	   -‐	   -‐	   0.009	   1.61	  

Baalc*	   Brain	  and	  acute	  leukemia,	  
cytoplasmic	   15	   -‐	  ;	  cytoplasme,	  noyau	   0.039	   1.60	  

5830409B07Rik	   inconnue	   4	   -‐	   0.008	   1.58	  

Pgm2l1*	   Phosphoglucomutase	  2-‐like	  1	   7	   glucose-‐1,6-‐biphosphate	  
synthase	  ;	  cytosol	   0.028	   1.58	  

scl0001356,1_58	   inconnue	   -‐	   -‐	   0.041	   1.57	  

Kif22*	   Kinesin	  family	  member	  22	   7	  
Moteur	  moléculaire	  ;	  
microtubule,	  noyau,	  fuseau	  
mitotique	  

0.049	   1.54	  

H2-‐DMb2	   Histocompatibility	  2,	  class	  II,	  
locus	  Mb2	   17	   Présentation	  d’antigène	  ;	  

membrane,	  lysosome	   0.011	   1.52	  

Ear2	   eosinophil-‐associated,	  
ribonuclease	  A	  family,	  member	  2	   14	   Endonuclease	  ;	  noyau	   0.014	   1.52	  

D830014E11Rik	   inconnue	   5	   -‐	   0.028	   1.51	  

Clm3	   CMRF-‐35-‐like	  molecule	  3	   -‐	   -‐	   0.050	   0.66	  

Them4*	   Thioesterase	  superfamily	  
member	  4	   3	   thioestérase	  ;	  module	  

phosphorylation	  d’Akt1	   0.013	   0.65	  

Kctd14*	  
Potassium	  channel	  
tetramerisation	  domain	  
containing	  14	  

-‐	   -‐	   0.044	   0.64	  

scl0003985,1_232	   inconnue	   -‐	   -‐	   0.017	   0.63	  

Car7*	   Carbonic	  anhydrase	  7	   8	   carbonate	  déshydratase	  ;	  
cytoplasme	   0.046	   0.61	  

Cmya5*	   Cardiomyopathy	  associated	  5,	  
myospryn	   13	  

Protéine	  binding	  ;	  Disque	  Z,	  
interaction	  avec	  desmine,	  titine,	  
alpha-‐actinine	  2,	  dystrophine,	  	  
PKA,	  calpaïne	  3	  

0.015	   0.50	  
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Analyse	  in	  silico	  des	  résultats	   	  
	  

Stratégie	  d’analyse	  différente	  des	  deux	  listes	  obtenues	  
	  

Nous	   avons	   opté	   pour	   deux	   types	   différents	   d’analyse	   pour	   étudier	   les	   résultats	   des	  

listes	   «	  All	  »	   et	   «	  P50	  ».	   Au	   vue	   du	   grand	   nombre	   de	   transcrits	   détectés	   dans	   la	   liste	  

«	  All	  »,	  une	  analyse	  de	  type	  «	  ontologique	  »	  et	  «	  réseau	  d’interactions	  fonctionnelles	  »	  a	  

été	   utilisée	   via	   les	   logiciels	   FunNet	   (http://www.funnet.info)	   et	   String	   database	  

(http://string-‐db.org).	   Ces	   logiciels	   utilisent	   les	   bases	   de	   données	   d’annotations	  

ontologiques	  pour	  déterminer	  s’il	  existe	  un	  «	  enrichissement	  »	  d’une	  classe	  de	  protéine	  

(FunNet)	   ou	  pour	   construire	  des	   réseaux	  d’interaction	   fonctionnelle	   (String	  database),	  

s’ils	   existent,	   entre	   les	   différentes	   protéines	   codées	   par	   les	   ARNm	   différentiellement	  

exprimés	  dans	  les	  analyses	  de	  transcriptome.	  	  

	  

Une	  analyse	  du	  même	  type	  a	  été	  faite	  à	  partir	  de	  la	  liste	  «	  P50	  »	  via	  String	  database.	  Cette	  

analyse	   a	   été	   complétée	   par	   une	   étude	   bibliographique	   pour	   identifier	   des	   «	  gènes	  

d’intérêt	  »	  à	  partir	  des	  35	  ARNm	  identifiés.	  

	  

Analyse	  de	  la	  liste	  «	  All	  »	  	  
	  

Parmi	   les	   157	   transcrits	   surexprimés	   et	   les	   208	   transcrits	   réprimés	   dans	   le	   cœur	   des	  

souris	   Het,	   seuls	   95	   et	   122	   transcrits	   respectivement,	   ont	   pu	   être	   identifiés	   comme	  

associés	   à	   un	   gène.	   Les	   autres	   sont	   des	   transcrits	   de	   type	   «	  Riken	  »	   ou	   «	  LOC	  »,	  

correspondant	  à	  des	  transcrits	  identifiés	  par	  criblage	  de	  banques	  d’ARNm	  mais	  dont	  le	  

gène	  est	  inconnu	  à	  l’heure	  actuelle.	  A	  partir	  de	  ceux	  deux	  listes	  de	  transcrits,	  le	  logiciel	  

FunNet	   analyse	   les	   classes	   ontologiques	   pour	   identifier	   les	   fonctions	  moléculaires,	   les	  

composants	   cellulaires	   et	   les	   processus	   biologiques	   auxquels	   appartiennent	   chaque	  

protéine	   codée	   par	   ces	   transcrits,	   si	   elles	   ont	   été	   annotées	   précédemment.	   En	   plus,	  

FunNet	  compare	  le	  nombre	  de	  transcrits	  différentiellement	  exprimés	  au	  nombre	  total	  de	  

transcrits	  de	  chaque	  catégorie	  ontologique	  représentée	  sur	  la	  puce,	  et	  détermine	  ainsi,	  si	  

certaines	   fonctions	   biologiques,	   cellulaires	   ou	   moléculaires	   sont	   particulièrement	  

modifiées	  dans	  l’expérience.	  Les	  profils	  obtenus	  sont	  présentés	  sur	  la	  figure	  26.	  
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L’analyse	   de	   ces	   profils	   indique	   qu’aucun	   processus	   biologiquement	   annoté	   n’est	  

particulièrement	  altéré	  dans	  le	  cœur	  des	  souris	  Het	  de	  cet	  âge.	  En	  effet,	  seul	  un	  transcrit	  

de	   chaque	   catégorie	   est	   surexprimé	   dans	   notre	   expérience	   (Figure	   26A,	   colonne	   de	  

gauche	  ;	   gènes	   «	  up-‐régulés	  »).	   On	   note	   un	   enrichissement	   très	   relatif	   des	   transcrits	  

correspondant	   aux	   processus	   de	   développement	   (23,1%)	   et	   du	   transport	   ionique	  
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(19,2%)	  parmi	   les	   transcrits	   réprimés	   (Figure	  X	  A,	   colonne	  de	  droite	   ;	   gènes	   «	   down-‐

régulés	   »).	   En	   matière	   de	   compartimentation	   cellulaire,	   88,2%	   des	   transcrits	  

surexprimés	  annotés	  codent	  des	  protéines	  retrouvées	  dans	   le	  cytoplasme	  (Figure	  26A,	  

colonne	   de	   gauche).	   En	   concordance	   avec	   les	   résultats	   de	   l’analyse	   des	   processus	  

biologiques,	   la	   fonction	  moléculaire	  des	  protéines	   codées	  par	   les	  principaux	   transcrits	  

réprimés	  est	  de	  type	  «	  canal	  ionique	  »	  (Figure	  26A,	  colonne	  de	  droite).	  Seuls	  5	  gènes	  ont	  

été	  identifiés	  :	  	  

-‐	  Cacng1	  :	  code	  la	  sous-‐unité	  γ1	  du	  canal	  calcique	  voltage	  dépendant	  de	  type	  L	  (calcium	  

channel,	  voltage-‐dependent,	  gamma	  subunit	  1).	  Cette	  protéine	  est	  exprimée	  dans	  le	  cœur	  

et	   le	   muscle	   squelettique	   chez	   la	   souris.	   Elle	   régule	   négativement	   la	   conductance	  

calcique	  de	  la	  sous-‐unité	  α1	  du	  canal	  et	  est	  ainsi	  impliquée	  dans	  le	  couplage	  excitation-‐

contraction	  dans	  le	  muscle	  squelettique	  (Ahern	  et	  al,	  2001	  ;	  Magnusson	  et	  al,	  2005).	  

-‐	  Kcnn2	  :	   code	   le	   canal	   à	   conductance	   potassique	   faible	   ou	   intermédiaire	   activé	   par	   le	  

calcium	  (potassium	  intermediate/small	  conductance	  calcium-‐activated	  channel,	  subfamily	  

N,	   member	   2).	   Ce	   canal	   est	   exprimé	   dans	   les	   oreillettes	   et	   la	   diminution	   de	   son	  

expression	   est	   responsable	   de	   la	   prolongation	   du	   potentiel	   d’action	   et	   de	   fibrillation	  

atriale	  chronique	  chez	  l’homme	  (Li	  et	  al,	  2009;	  Yu	  et	  al,	  2012	  ).	  

-‐	   Kcnj15	  :	   code	   le	   canal	   potassique	   rectifiant	   entrant	   (potassium	   inwardly-‐rectifying	  

channel,	   subfamily	   J,	  member	   15).	   Ce	   gène,	   codant	   le	   canal	   Kir4.2,	   est	   localisé	   dans	   la	  

région	   chromosomique	   associée	   au	   syndrome	   de	   Down	   chez	   l’homme	   (Thiery	   et	   al,	  

2000).	  Ce	   locus	  a	  été	  associé	  à	  un	  syndrome	  de	  QT	   long	  dans	  une	   famille	  australienne	  

(Summers	  et	  al,	  2010).	  

-‐	  Kcns2	  :	  code	   le	   canal	  potassique	  voltage	  dépendant	  (potassium	  voltage-‐gated	  channel,	  

subfamily	  S,	  2).	   Ce	   gène,	   codant	   le	   canal	   Kir9.2,	   ne	   serait	  a	  priori	   pas	   exprimé	   dans	   le	  

cœur	  chez	  la	  souris	  (Salinas	  et	  al,	  1997).	  Ce	  canal	  n’est	  pas	  à	  proprement	  parlé	  un	  canal	  

potassique	  en	   lui-‐même	  mais	   il	   régule	   l’activité	  du	   canal	  potassique	  Kv2.1	  et	  du	   canal	  

potassique	  Kv2.2,	  exprimés	  eux	  dans	  le	  cœur	  (Hwang	  et	  al,	  1992).	  

-‐	   Cnnm1	  :	   code	   la	   cycline	   M1.	   Cette	   protéine,	   localisée	   à	   la	   membrane	   plasmique	   des	  

neurones	  de	  l’hippocampe	  chez	  la	  souris,	  contient	  quatre	  domaines	  transmembranaires.	  

Par	  homologie	  avec	  la	  protéine	  bactérienne	  CorC,	  la	  cycline	  M1	  serait	  impliquée	  dans	  le	  

transport	  ionique	  chez	  les	  mammifères	  (Wang	  et	  al,	  2004).	  
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Comme	  je	  l’ai	  indiqué	  dans	  l’introduction	  de	  ce	  mémoire,	  les	  lamines	  A/C	  participent	  à	  la	  

régulation	  de	  l’expression	  génique	  en	  modulant	  le	  positionnement	  de	  certaines	  régions	  

chromatiniennes	   à	   la	   périphérie	   nucléaire	   (Meaburn	   et	   al,	   2007).	   Je	   me	   suis	   aussi	  

intéressée	  à	  la	  localisation	  chromosomique	  des	  gènes	  dérégulés	  dans	  le	  cœur	  des	  souris	  

Het.	  La	  souris	  possède	  19	  paires	  d’autosomes	  et	  une	  paire	  de	  gonosomes.	  La	  répartition	  

chromosomique	  des	  transcrits	  est	  représentée	  sur	  la	  figure	  27.	  	  

	  

	  
	  

Les	  résultats	  de	  cette	  analyse	  indiquent	  qu’aucun	  gène	  dérégulé	  dans	  le	  cœur	  des	  souris	  

Het	   n’est	   localisé	   sur	   les	   chromosomes	   sexuels.	   Les	   gènes	   surexprimés	   sont	  

principalement	  localisés	  sur	  les	  chromosomes	  2,	  3,	  4	  et	  17.	  Les	  gènes	  réprimés	  eux	  sont	  

principalement	  localisés	  sur	  les	  chromosomes	  4,	  6,	  7,	  16	  et	  17.	  Il	  est	  difficile	  d’aller	  plus	  

loin	  dans	  cette	  analyse,	  étant	  donné	  le	  faible	  nombre	  de	  transcrits	  identifiés	  et	  annotés.	  

	  

Analyse	  de	  la	  liste	  «	  P50	  »	  	  
	  

Les	   résultats	   de	   l’analyse	   de	   cette	   liste	   via	   le	   logiciel	   String	   database	   sont	   présentés	  

figure	  28.	  	  
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Le	  panel	  A	  montre	  qu’aucune	   interaction	  fonctionnelle	  directe	  n’a	  été	  décrite	  entre	   les	  

protéines	   codées	   par	   ces	   35	   transcrits	   dérégulés	   dans	   le	   cœur	   des	   souris	   Het.	   En	  

élargissant	  le	  «	  cercle	  »	  des	  interactions	  (panel	  B),	  il	  apparaît	  que	  deux	  de	  ces	  protéines	  

(Kif22	  et	  E2f1,	  cerclé	  de	  rouge	  dans	   le	  panel	  B)	  appartiennent	  à	  un	  réseau	  fonctionnel	  
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centré	   sur	   la	   protéine	   Rb1	   (cercle	   orange	   sur	   le	   panel	   B).	   En	   élargissant	   encore,	   la	  

protéine	   Trp53	   (autrement	   appelée	   p53)	   forme	   l’autre	   «	  nœud	  »	   central	   d’un	   réseau	  

parallèle	   et	   interagissant	   avec	   le	   réseau	   de	   la	   protéine	   Rb1.	   Cette	   protéine	   p53	   est	  

notamment	   régulée	   par	   Trp53rk,	   une	   kinase	   dont	   le	   transcrit	   est	   surexprimé	   dans	   le	  

cœur	  des	  souris	  Het	  dans	  cette	  étude	  (Tableau	  9).	  	  

	  

Nous	  avons	  recherché	  si	  les	  gènes	  dérégulés	  dans	  le	  cœur	  des	  souris	  Het	  avaient	  déjà	  été	  

montrés	   comme	   différentiellement	   exprimés	   dans	   d’autres	   contextes	   pathologiques	  

cardiaques.	   Pour	   cela,	   nous	   avons	   interrogé	   la	   base	   de	   données	   GEO	   profiles	  	  	  

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geoprofiles),	  rassemblant	  les	  données	  d’études	  de	  profils	  

d’expression.	   Sur	   les	   35	   gènes	   de	   notre	   étude,	   21	   gènes	   ont	   été	   impliqués	   dans	   des	  

modèles	   d’hypertrophie	   ou	   de	   cardiomyopathies,	   ou	   dans	   des	   voies	   de	   signalisation	  

régulant	   la	   fonction	   cardiaque	   (signalés	   par	   une	   *	   dans	   le	   tableau	   9).	   On	   peut	   citer	  

notamment	  des	  études	  sur	  des	  cardiomyocytes	  néonataux	  traités	  à	  la	  phényléphrine	  ou	  

étirés	   (Frank	   et	   al,	   2008),	   sur	   l’hypertension	   (Schroen	   et	   al,	   2007),	   sur	   l’hypertrophie	  

cardiaque	  induite	  par	  l’exercice	  (Galindo	  et	  al,	  2009),	  sur	  des	  cardiomyopathies	  dilatée	  

(Barth	  et	  al,	  2006;	  Kittleson	  et	  al,	  2005	  ),	  ischémiques	  (Andersson	  et	  al,	  2006	  ;	  Harpster	  

et	  al,	  2006;	  Lachtermacher	  et	  al,	  2010	  ),	  induite	  par	  l’isoprotérénol	  (Galindo	  et	  al,	  2009),	  

par	  la	  déficience	  en	  facteurs	  de	  transcription	  spécifiques	  (Mef2A,	  FOG2)	  (Durham	  et	  al,	  

2006;	  Zhou	  et	  al,	  2009	  ),	  par	  pacing	  (Ojaimi	  et	  al,	  2007)…	  Ces	  gènes	  sont	  aussi	  dérégulés	  

en	   réponse	   à	   l’activation	   de	   voies	   MAPK	   (surexpression	   de	   p38	   chez	   le	   rat,	   de	   Ras	  

activée	   ou	   de	   MKK3b	   chez	   la	   souris,	   activant	   respectivement	   les	   voies	   ERK	   et	   p38)	  

(Mitchell	  et	  al,	  2006;	  Tenhunen	  et	  al,	  2006	  ),	  ou	  encore	  dans	  des	  modèles	  de	  dystrophies	  

musculaires	  associées	  à	  une	  cardiomyopathie	  comme	  chez	  la	  souris	  mdx	  (déficiente	  en	  

dystrophine)	   (Porter	  et	  al,	  2004	  ;	  Reynolds	  et	  al,	  2008),	   la	   souris	  Emdy/-‐	   (Muchir	  et	  al,	  

2007a)	  ou	  la	  souris	  LmnaH222P/H222P	  (Muchir	  et	  al,	  2007b).	  Enfin,	  Pacsin1	  et	  Pgm2l1	  sont	  

surexprimés	   dans	   les	   processus	   de	   régénération	   cardiaque	   après	   amputation	   d’un	  

fragment	  de	  cœur	  chez	  le	  poisson-‐zèbre	  (Sleep	  et	  al,	  2010).	  	  

Le	  degré	  de	  variation	  d’expression	  de	  ces	  gènes	  est	  variable	  d’une	  étude	  à	  l’autre.	  
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Validation	  technique	  de	  la	  puce	  
	  

En	  parallèle	  de	  l’analyse	  in	  silico,	  nous	  avons	  analysé	  la	  fiabilité	  technique	  des	  résultats	  

de	  la	  puce.	  Pour	  ce	  faire,	  nous	  avons	  choisi	  d’analyser	  par	  qPCR	  le	  niveau	  d’expression	  

de	  11	  gènes	  de	  la	  liste	  «	  P50	  »	  dont	  le	  niveau	  de	  variation	  était	  parmi	  les	  plus	  hauts	  ou	  

les	  plus	  bas	  (entre	  1,54	  et	  2,56	  et	  entre	  0,50	  et	  0,54),	  avec	  un	  score	  statistique	  moyen	  à	  

élevé	   (0,049≤p≤0,004)	  :	   Kif22,	   Gste1,	   E2f1,	   Tnc,	   D830027M14Rik,	   Pde4dip,	   Itgb1bp3	  

(MIBP),	  Trp53rk,	  Rin1,	  Kcdt14,	  Cyma5.	  Les	  résultats,	  présentés	  figure	  29,	  se	  sont	  révélés	  

décevants.	  	  

	  

	  
	  

En	   effet,	   nous	  n’avons	  pas	   reproduit	   les	   variations	  observées	   sur	   la	  puce.	   Les	  niveaux	  

d’expression	  de	  certains	  gènes	  sont	  très	  hétérogènes.	  Il	  est	  à	  noter	  que	  l’échantillonnage	  

reste	   assez	   faible	   et	   demande	   à	   être	   complété.	   En	   revanche,	   l’expression	   de	   Gtse1	   et	  

MIBP	   (Muscle	   Integrin	   Binding	   Protein)	   s’est	   révélée	   effectivement	   modifiée	   dans	   le	  

cœur	  des	  souris	  Het.	  	  
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Gtse1	  est	  une	  protéine	  associée	  aux	  microtubules	   (Utrera	  et	   al,	  1998).	  Elle	  est	   induite	  

par	  p53	  et	  en	  réponse	  à	  des	  dommages	  de	  l’ADN	  (Utrera	  et	  al,	  1998)	  et	  inhibe	  l’action	  de	  

p53	   en	   interagissant	   directement	   et	   empêchant	   ainsi	   la	   localisation	   nucléaire	   de	   p53	  

(Monte	  et	  al,	  2003).	  Elle	  joue	  donc	  un	  rôle	  anti-‐apoptotique.	  

	  

MIBP,	  aussi	  appelé	  Itgb1bp3	  ou	  NRK2	  (Nicotinamide	  Riboside	  Kinase)	  est	  une	  protéine	  

kinase	   spécifiquement	   exprimée	   dans	   le	   muscle	   strié	   squelettique	   et	   cardiaque.	   Elle	  

s’associe	   aux	   intégrines	   et	   est	   impliquée	   dans	   la	   voie	   de	   biosynthèse	   du	   NAD	  

(Nicotinamide	   Adénine	   Dinucléotide).	   MIBP	   est	   fortement	   exprimé	   dans	   les	   cellules	  

souches	   embryonnaires	   et	   est	   réprimé	   pendant	   la	   différenciation	   en	   cardiomyocytes	  

(Barberi	   et	   al,	   2005	  ;	   Cao	   et	   al,	   2008).	   Dans	   le	   cœur	   adulte,	   son	   induction	   est	   liée	   à	  

l’altération	   de	   la	   biogénèse	   mitochondriale	   (Dufour	   et	   al,	   2007)	   et	   à	   l’ischémie	  

(Lachtermacher	  et	  al,	  2010).	  	  

De	   façon	   intéressante,	   MIBP	   est	   aussi	   surexprimé	   dans	   le	   cœur	   des	   souris	  

LmnaH222P/H222P	  (Muchir	   et	   al,	   2007b),	   dans	   le	   cœur	   des	   souris	   déficientes	   en	   émerine	  	  

(Muchir	  et	  al,	  2007a)	  et	  dans	  un	  modèle	  de	  cardiomyopathie	  dilatée	  due	  à	  la	  déplétion	  

du	   facteur	   de	   transcription	   SRF	   (Serum	   Response	   Factor,	   N.	   Diguet	   et	   M.	   Merisckay,	  

données	  non	  publiées).	  Dans	   le	  cœur	  des	  souris	  LmnaH222P/H222P	  âgées	  de	  10	  semaines,	  

présentant	   les	   premiers	   signes	   de	   dysfonction	   cardiaque,	   l’expression	   de	   MIBP	   est	  

augmentée	  d’un	  facteur	  20	  comparée	  aux	  souris	  Wt.	  	  

MIBP	  est	  surexprimé	  d’un	  facteur	  2,3	  et	  10,5	  dans	  le	  cœur	  des	  souris	  Het	  âgées	  de	  10	  et	  

57	   semaines,	   respectivement	   (Figure	   30).	   Cependant,	   la	   variabilité	   des	   niveaux	  

d’expression	  est	  plus	  grande	  chez	  les	  souris	  Het	  de	  57	  semaines	  que	  chez	  les	  souris	  Het	  

de	  10	  semaines,	  expliquant	  l’absence	  de	  significativité	  du	  résultat	  à	  57	  semaines.	  
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Discussion	  	  
	  

Cette	   étude	   n’a	   pas	  mis	   en	   évidence	   de	   signature	  moléculaire	   claire	   dans	   le	   cœur	   de	  

souris	   Het	   avant	   l’apparition	   des	   signes	   de	   dysfonction	   cardiaque.	   Ceci	   pourrait	  

s’expliquer	   par	   l’âge	   des	   animaux.	   Une	   étude	   similaire	   réalisée	   plus	   tardivement	  

apporterait	   sans	   doute	   plus	   d’informations.	   Un	   âge	   plus	   propice	   pour	   identifier	   les	  

premiers	  mécanismes	  pathologiques	  liés	  à	   la	  mutation	  serait	   l’âge	  de	  17	  semaines,	  âge	  

correspondant	   aux	   souris	   étudiées	   dans	   la	   partie	   II	   des	   résultats.	   On	   peut	   en	   effet	  

supposé	  qu’à	  cet	  âge,	  précédent	  d’environ	  5	  semaines	   l’apparition	  des	  premiers	  signes	  

de	  dysfonction	  cardiaque,	  les	  mécanismes	  délétères	  sont	  déjà	  à	  l’œuvre	  dans	  le	  cœur	  des	  

animaux	  Het.	  

	  

Une	  autre	  explication	  à	  ce	  manque	  de	  résultats	  est	  d’ordre	  technique.	  L’utilisation	  de	  ce	  

type	  de	  puces	  mono-‐couleur	  Illumina	  est	  assez	  récent	  et	  encore	  limité.	  Dans	  les	  études	  

d’analyse	  de	  transcriptome	  publiées,	  le	  nombre	  d’études	  utilisant	  des	  puces	  Illumina	  est	  

dix	   fois	   inférieur	   à	   celui	   d’études	   utilisant	   des	   puces	   Affymetrix.	   Malgré	   les	   analyses	  

statistiques	  standardisées	  et	  les	  contrôles	  internes,	  on	  ne	  peut	  pas	  exclure	  un	  biais	  lié	  au	  

bruit	  de	  fond	  dans	  ce	  type	  de	  techniques.	  De	  plus,	  un	  problème	  récurent	  lié	  aux	  analyses	  

transcriptomiques	  est	   que	   l’analyse	   in	   silico	   des	   résultats	   dépend	   grandement	   de	   la	  

richesse	  et	  de	  la	  qualité	  d’annotation	  ontologique	  des	  sondes	  (Figure	  31).	  Ainsi,	  plus	  le	  

nombre	  de	  gènes	  dérégulés	  appartenant	  à	  la	  même	  catégorie	  ontologique	  est	  important,	  

plus	   la	   puissance	   sera	   grande.	   Les	   analyses	   transcriptomiques	   sont	   donc,	   à	  mon	   sens,	  

plus	   adaptées	   pour	   mettre	   en	   évidence	   des	   différences	   majeures	   entre	   différentes	  
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populations	   biologiques	   que	  pour	   identifier	   des	   variations	   fines,	   liés	   au	   stade	   précoce	  

chez	  nos	  souris	  Het.	  

	  

	  
	  

Cependant,	  quelques	  informations	  intéressantes	  ont	  émergé	  de	  cette	  analyse	  :	  

	  

1)	   L’analyse	   in	   silico	   de	   la	   liste	   «	  All	  »	   a	   révélé	   que	   la	   catégorie	   moléculaire	  

principalement	  réprimée	  dans	  le	  cœur	  des	  souris	  Het,	  bien	  que	  modeste,	  correspond	  à	  

des	   canaux	   ioniques	   potassiques	   et	   calciques.	   Une	   dysfonction	   de	   ces	   canaux	   a	   été	  

impliquée	   dans	   des	   pathologies	   rythmiques	   comme	   le	   syndrome	   de	   QT	   long	   ou	   la	  

fibrillation	   atriale.	   En	   revanche,	   aucun	   défaut	   rythmique	   ou	   conductif	   n’a	   été	   observé	  

chez	   les	   souris	  Het	  par	   l’enregistrement	  ECG	   sur	   animaux	   conscients.	   Ces	   résultats	  de	  

niveau	   d’expression	   sont	   à	   valider	   par	   qPCR	   mais	   s’ils	   se	   confirment,	   une	   étude	  

électrocardiographique	   plus	   fine	   sur	   des	   enregistrements	   plus	   longs	   réalisés	   par	  

télémétrie	  permettrait	  peut-‐être	  d’observer	  des	  anomalies	  discrètes	  du	  rythme	  chez	  les	  

souris	  Het.	  	  
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2)	  L’analyse	  in	  silico	  de	  la	  liste	  «	  P50	  »,	  plus	  stringente	  que	  la	  première	  liste,	  a	  révélé	  que	  

quatre	   gènes	   surexprimés	   dans	   le	   cœur	   des	   souris	   Het	   (Kif22,	   E2f1,	   Gtse1,	   Trp53rk)	  

peuvent	   être	   associés	   de	   façon	   plus	   ou	   moins	   directe	   aux	   voies	   de	   signalisation	   des	  

protéines	  Rb	  et	  p53,	  deux	  protéines	  dites	  suppresseur	  de	  tumeur.	  Ces	  deux	  facteurs	  de	  

transcription	   sont	   impliqués	   dans	   la	   transcription	   de	   gènes	   régulant	   l’arrêt	   du	   cycle	  

cellulaire,	  l’apoptose,	  la	  réparation	  de	  l’ADN	  et	  la	  sénescence.	  	  

	  

Ces	   résultats	   sont	   particulièrement	   intéressants	   dans	   le	   contexte	   d’une	   mutation	   des	  

lamines	  A/C	   conduisant	   à	  une	  atteinte	   cardiaque.	  En	  effet,	   comme	   je	   l’ai	   indiqué	  dans	  

l’introduction	  de	  ce	  mémoire,	   la	  protéine	  Rb	   interagit	  directement	  avec	   les	   lamines	  au	  

niveau	  du	  nucléoplasme.	  Au	  niveau	   cardiaque,	  Rb	   est	   impliqué	  dans	   la	   différenciation	  

cardiogénique	   (Papadimou	  et	  al,	  2005)	  et	   l’altération	  de	   la	  voie	  Rb/E2F	  conduit	   à	  des	  

défauts	  myocardiques	  létaux	  (Cloud	  et	  al,	  2002	  ;	  Ziebold	  et	  al,	  2001).	  La	  phosphorylation	  

de	   Rb	   et	   l’activation	   de	   E2F	   sont,	   de	   plus,	   nécessaires	   au	   développement	   de	  

l’hypertrophie	  de	  cardiomyocytes	  en	  culture	  (Hinrichsen	  et	  al,	  2008).	  En	  revanche,	   les	  

souris	   déficientes	   pour	   Rb	   développent	   une	   réponse	   hypertrophique	   plus	   importante	  

que	  les	  souris	  sauvages	  en	  réponse	  à	  une	  constriction	  de	  l’aorte	  thoracique	  (Angelis	  et	  

al,	  2008).	  Ces	  études	  soulignent	  l’importance	  de	  Rb	  dans	  le	  développement	  et	  la	  réponse	  

adaptative	  du	  cœur.	  

	  

p53	  joue	  un	  rôle	  clé	  dans	  l’adaptation	  cellulaire	  en	  réponse	  à	  une	  large	  variété	  de	  stimuli	  

de	   stress	   comme	   l’hypoxie,	   le	   stress	   oxydatif	   ou	   infectieux…	   Dans	   le	   système	  

cardiovasculaire	  en	  particulier,	   il	  est	   impliqué	  dans	   le	  développement	  de	   l’insuffisance	  

cardiaque,	   l’athérosclérose,	   l’angiogenèse,	   la	   sénescence	   cellulaire	   et	   le	   métabolisme,	  

notamment	   (Fujita	  &	   Ishikawa,	   2011).	  Une	  méta-‐analyse	   réalisée	   à	   partir	   de	   7	   études	  

d’expression	  génique	  de	  cœurs	  de	  patients	  souffrant	  de	  cardiomyopathie	  dilatée	  a	  révélé	  

que	   les	   principaux	   gènes	   dérégulés	   appartenaient	   à	   la	   voie	   de	   signalisation	   de	   p53	  

(Asakura	   &	   Kitakaze,	   2009).	   De	   plus,	   p53	   est	   augmenté	   et	   associé	   à	   des	   processus	  

d’apoptose	  dans	  les	  cardiomyocytes	  de	  biopsies	  myocardiques	  provenant	  de	  patients	  en	  

insuffisance	  cardiaque	  transplantés	  (Song	  et	  al,	  1999).	  L’augmentation	  et	  l’activation	  de	  

p53	  apparaissent	  donc	  comme	  délétères	  pour	  la	  fonction	  cardiaque.	  
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Ces	  deux	  voies	  sont	  à	  explorer	  plus	  en	  détails	  dans	  le	  cœur	  des	  souris	  Het.	  

	  

3)	  Comme	  je	  l’ai	  indiqué	  plus	  haut,	  MIBP,	  aussi	  appelé	  Itgb1bp3	  ou	  NRK2	  (Nicotinamide	  

Riboside	  Kinase)	  est	  une	  protéine	  kinase	  spécifiquement	  exprimée	  dans	  le	  muscle	  strié	  

squelettique	  et	  cardiaque.	  Elle	  s’associe	  aux	  intégrines	  (Li	  et	  al,	  1999)	  et	  est	   impliquée	  

dans	  la	  voie	  de	  biosynthèse	  du	  NAD	  (Nicotinamide	  Adénine	  Dinucléotide).	  Ce	  cofacteur	  

des	   réactions	   d’oxydo-‐réduction	   est	   aussi	   utilisé	   par	   les	   PARP	   (Poly-‐ADP-‐Ribosyl	  

Polymérase),	  impliquées	  dans	  la	  réparation	  de	  l’ADN	  et	  l’apoptose	  (Chen	  et	  al,	  2004);	  et	  

les	  Sirtuines,	  enzymes	  déacétylases,	   impliquées	  dans	   la	   longévité,	   la	   transcription	  et	   le	  

blocage	  de	  la	  réponse	  hypertophique	  (Alcendor	  et	  al,	  2007	  ;	  Sundaresan	  et	  al,	  2009).	  Les	  

PARP	  et	  les	  Sirtuines	  sont	  aussi	  impliquées	  dans	  le	  remodelage	  chromatinien	  (Ghosh	  et	  

al,	  2010).	  La	  surexpression	  de	  MIBP	  pourrait	  donc	  être	  liée	  à	  une	  surconsommation	  de	  

NAD	  par	  ces	  enzymes	  pour	  répondre	  à	  un	  stress	  cellulaire	  ou	  des	  dommages	  de	   l’ADN	  

dans	   le	   cœur	   des	   souris	   Het.	   Pour	   valider	   cette	   hypothèse,	   il	   serait	   nécessaire	   de	  

mesurer	   le	  niveau	  de	  NAD	  et	  d’évaluer	  d’éventuels	  défauts	  de	   l’ADN	  dans	   le	   cœur	  des	  

souris	  Het.	  

Alternativement,	   l’induction	   de	   MIBP	   pourrait	   s’inscrire	   dans	   des	   processus	   de	  

remodelage	  métabolique	  précoces	  dans	   le	  cœur	  des	  souris	  Het.	  En	  effet,	   le	  NAD	  est	  un	  

cofacteur	   essentiel	   à	   la	   glycolyse	   et	   au	   métabolisme	   oxydatif.	   Toutes	   les	   analyses	  

réalisées	   sur	   les	   souris	  Het	  n’ont	  pas	  mis	  en	  évidence	  de	  défaut	  métabolique	   chez	   ces	  

animaux.	   En	   revanche,	   les	   souris	   homozygotes	   LmnaΔK32/ΔK32	  montrent	   des	   désordres	  

métaboliques	  majeurs	   (hypoglycémie	   sévère,	   absence	   de	   tissu	   adipeux	   sous-‐cutané…)	  

conduisant	  au	  décès	  précoce	  (Bertrand	  et	  al,	  2012).	  On	  ne	  peut	  donc	  pas	  exclure	  que	  les	  

lamines	   A/C	   mutées	   joueraient	   un	   rôle	   discret	   mais	   délétère	   sur	   le	   métabolisme	  

cardiaque,	  prélude	  au	  changement	  métabolique	  associé	  à	  l’insuffisance	  cardiaque.	  

Enfin,	   l’induction	   de	   MIBP	   pourrait	   être	   intégrée	   dans	   des	   processus	   de	  

mécanotransduction	   dans	   le	   cœur	   des	   souris	   Het.	   Il	   a	   été	   montré	   que	   MIBP,	   en	  

interagissant	   avec	   les	   intégrines	   et	   la	   paxilline	   joue	   un	   rôle	   dans	   la	   régulation	   des	  

complexes	   d’adhésion	   cellule-‐matrice	   et	   participe	   ainsi	   à	   la	   morphogenèse	   chez	   le	  

poisson-‐zèbre	   (Goody	   et	   al,	   2010)	   et	   à	   la	   différenciation	  myogénique	   des	  myoblastes	  

C2C12	   de	   souris	   (Li	   et	   al,	   1999).	   L’équipe	   de	   M.	   Merisckay	   a	   montré	   que	   MIBP	   est	  

localisé	   au	   niveau	   des	   disques	   intercalaires	   dans	   le	   cœur	   de	   souris	   adulte	   et	   est	  

augmenté	  dans	  la	  cardiomyopathie	  dilatée	  induite	  par	  la	  délétion	  du	  facteur	  SRF	  (Diguet	  
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et	  al,	  2011	  ;	  données	  non	  publiées).	  Cependant,	  à	  l’heure	  actuelle,	  le	  rôle	  de	  MIBP	  dans	  la	  

physiologie	  cardiaque	  reste	  très	  peu	  connu.	  

Implication	  des	  voies	  MAP	  kinases	  	  
	  

Problématique	  
	  

Comme	  indiqué	  en	  introduction,	  l’activation	  des	  voies	  MAPK	  ERK1/2	  et	  JNK	  a	  été	  mise	  

en	  évidence	  dans	  le	  cœur	  des	  souris	  LmnaH222P/H222P	  et	  des	  souris	  Emd-‐/y,	  deux	  modèles	  

développant	  une	  CMD.	  La	  question	  s’est	  posée	  quant	  à	   l’activation	  de	  ces	  voies	  dans	  le	  

cœur	  des	   souris	  LmnaΔK32,	   constituant	   ainsi	   un	  mécanisme	   canonique	   à	   l’origine	  de	   la	  

CMD	  liée	  à	  des	  défauts	  de	  l’enveloppe	  nucléaire.	  

	  

Méthodes	  d’étude	  utilisées	  
	  

L’activation	  des	  voies	  MAPK	  se	   fait	  par	  phosphorylation.	  Une	   fois	  activées,	  ces	  kinases	  

phosphorylent	   à	   leur	   tour	   leurs	   cibles	   et	   régulent	   notamment	   l’expression	   de	   gènes	   à	  

induction	  précoce	  ou	  immediate	  early	  genes.	  

Dans	   notre	   étude,	   l’évaluation	   du	   niveau	   d’activation	   des	   voies	   ERK1/2	   et	   JNK1	   a	   été	  

évaluée	  à	  deux	  échelons	  de	  la	  cascade	  de	  signalisation.	  	  

1)	   Le	  degré	  d’activation	  de	   ces	   kinases	   a	   été	   évalué	  directement	  par	  Western	  blot.	   La	  

proportion	   de	   ERK1/2	   et	   JNK1	   phosphorylées	   a	   été	   quantifiée	   grâce	   à	   l’utilisation	  

d’anticorps	   reconnaissant	   spécifiquement	   les	   sites	   phosphorylés	   de	   ces	   protéines	   et	  

rapportée	  au	  signal	  	  des	  formes	  totales	  de	  ERK1/2	  et	  JNK1.	  	  	  

2)	   L’activation	   transcriptionnelle	   de	   certaines	   cibles	   en	   aval	   de	   ERK1/2	   et	   JNK1	   a	   été	  

évaluée	  par	  PCR	  quantitative.	  J’ai	  mesuré	  le	  niveau	  d’expression	  de	  quatre	  gènes	  cibles	  

communs	  des	  deux	  voies	  :	  Elk1,	  Elk4,	  c-‐jun	  et	  JunD.	  Les	  protéines	  Elk1	  et	  Elk4	  font	  partie	  

de	   la	   famille	  des	   facteurs	  du	  complexe	   ternaire	  ou	  TCF	  (Ternary	  Complex	  Factor).	  Ces	  

protéines	   s’associent	   au	   facteur	   SRF	   et	   induisent	   la	   transcription	   de	   gènes	   dont	   le	  

promoteur	  contient	  un	  élément	  de	  réponse	  au	  sérum	  (SRE),	  comme	  c’est	  le	  cas	  du	  gène	  

c-‐fos	  par	  exemple	  (Dalton	  &	  Treisman,	  1992	  ;	  Herrera	  et	  al,	  1989).	  Les	  protéines	  c-‐jun	  et	  

JunD	   s’associent	   au	   facteur	   c-‐fos	   et	   forment	   le	   complexe	   transcriptionnel	   AP-‐1	  

(Activating	  Protein-‐1)	  (Hai	  &	  Curran,	  1991).	  
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Comme	   pour	   le	   reste	   des	   analyses	   faites	   sur	   les	   souris	  Wt	   et	   Het,	   ces	   études	   ont	   été	  

réalisées	   dans	   le	   cœur	   et	   le	   muscle	   gastrocnemius	   de	   souris	   âgées	   de	   10,	   30	   et	   57	  

semaines	  pour	  les	  raisons	  précédemment	  évoquées.	  

Afin	   d’évaluer	   une	   activation	   de	   ces	   voies	   chez	   les	   souris	   homozygotes	   LmnaΔK32/ΔK32	  

(Hom),	  j’ai	  aussi	  analysé	  des	  cœurs	  de	  souris	  Wt,	  Het	  et	  Hom	  âgées	  de	  2	  semaines.	  

	  

Résultats	  
	  

Activation	  des	  MAP	  kinases	  
	  

Les	   résultats	   de	   quantification	   des	  westerns	   blot	   présentés	   figure	   32	   n’ont	   pas	   révélé	  

d’activation	   statistiquement	   significative	   de	   ERK1,	   représentée	   par	   le	   ratio	   ERK1	  

phosphorylé	  (p-‐ERK1)	  sur	  ERK1	  total,	  dans	   le	  cœur	  des	  souris	  Het	  et	  Hom	  comparées	  

aux	  souris	  Wt	  âgées	  de	  2	  semaines	  (p=0.125,	  ANOVA	  à	  un	  critère).	  	  

Ceci	   peut	   s’expliquer	   par	   le	   petit	   échantillonnage	   biologique	   utilisé	   pour	   cette	  

expérimentation	   (3	   et	   4	   animaux	   par	   groupe).	   Cependant,	   on	   note	   une	   tendance	   à	  

l’augmentation	  de	  ce	  ratio,	  bien	  que	  modeste	  (x2.2),	  chez	  les	  souris	  Hom	  comparées	  aux	  

souris	  Wt	  (p=0.054,	  Student	  t-‐test).	  Ce	  résultat	  est	  à	  confirmer	  sur	  d’autres	  échantillons.	  



 168 

	  
	  

En	  revanche,	  l’activation	  de	  la	  voie	  ERK1	  dans	  le	  cœur	  d’animaux	  Het	  de	  10	  semaines	  est	  

nette	  (x1.9)	  (Figure	  33A	  et	  B).	  Elle	  est	  cependant	  transitoire	  puisque	  le	  niveau	  revient	  à	  

celui	  observé	  dans	  le	  cœur	  des	  souris	  Wt	  à	  30	  et	  57	  semaines.	  Le	  niveau	  d’activation	  de	  

ERK1	  est	  positivement	  corrélé	  à	  la	  fonction	  cardiaque	  des	  animaux	  Het	  (Figure	  33C).	  	  
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De	   façon	   intéressante,	   aucune	   activation	  de	   cette	   kinase	  n’a	   pu	   être	  mise	   en	   évidence	  

dans	  le	  muscle	  gastrocnemius	  des	  souris	  Het	  quelque	  soit	  l’âge	  testé	  (Figure	  34).	  Il	  est	  à	  
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noter	   la	   grande	  variabilité	  des	  niveaux	  de	  phosphorylation	  de	  ERK1/2	  dans	   le	  muscle	  

gastrocnemius	   aux	   différents	   âges,	   peut-‐être	   due	   à	   un	   problème	   de	   préparation	   des	  

échantillons.	  	  

	  
	  

Aucune	  activation	  de	  la	  voie	  JNK	  n’a	  été	  observée	  dans	  le	  cœur	  des	  souris	  Het	  quelque	  

soit	  l’âge	  (Figure	  33D	  et	  E).	  

	  

Transcription	  des	  gènes	  cibles	  
	  

L’activation	   de	   ERK1/2	   à	   10	   semaines	   ne	   se	   traduit	   cependant	   pas	   par	   une	  

augmentation	  de	  l’expression	  des	  immediate	  early	  genes	  Elk1,	  Elk4,	  c-‐jun	  et	  JunD	  (Figure	  

35),	  même	  s’il	  existe	  une	  tendance	  à	  l’augmentation	  du	  niveau	  d’ARNm	  Elk1	  à	  cet	  âge.	  De	  

façon	  surprenante,	  en	  revanche,	  l’expression	  des	  gènes	  Elk1	  et	  JunD	  est	  statistiquement	  
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augmentée	  dans	  le	  cœur	  des	  souris	  Het	  âgées	  de	  57	  semaines	  comparés	  aux	  souris	  Wt	  

du	  même	  âge	  (p=0.016	  et	  p=0.034,	  respectivement),	  lorsque	  l’activation	  de	  ERK1/2	  est	  

revenue	  au	  niveau	  des	  cœurs	  Wt.	  	  Ceci	  semble	  être	  du	  à	  la	  légère	  diminution	  du	  niveau	  

d’expression	   de	   Elk1	   et	   JunD	   dans	   le	   cœur	   des	   souris	   Wt	   de	   cet	   âge,	   plutôt	   qu’à	  

l’augmentation	  à	  proprement	  parler	  des	  niveaux	  d’expression	  dans	   le	   cœur	  des	  souris	  

Het.	  Le	  niveau	  d’expression	  de	  Elk4	  et	  c-‐jun	  n’est	  pas	  différent	  dans	  le	  cœur	  des	  souris	  

Het	  et	  Wt,	  malgré	  une	  tendance	  à	  l’augmentation	  de	  l’expression	  de	  c-‐jun	  dans	  le	  cœur	  

des	  souris	  Het	  âgées	  de	  57	  semaines.	  
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Discussion	  
	  

Comme	   dans	   le	   cœur	   des	   souris	   LmnaH222P/H222P	   (Muchir	   et	   al,	   2007b)	   une	   activation	  

spécifiquement	  cardiaque	  de	  la	  voie	  MAPK	  ERK1/2	  a	  été	  mise	  en	  évidence	  dans	  le	  cœur	  

des	  souris	  LmnaΔK32.	  Le	  niveau	  d’activation	  de	  ERK1/2	  dans	  le	  cœur	  des	  souris	  Het	  est	  

du	  même	  ordre	  que	  dans	  le	  cœur	  des	  souris	  LmnaH222P/H222P	  et	  LmnaH222P/+.	  	  

Cependant,	   l’ensemble	  des	   résultats	   indique	  que	   le	   profil	   d’activation	  des	   voies	  MAPK	  

dans	   le	   cœur	   des	   souris	   Het	   est	   distinct	   de	   celui	   des	   souris	   LmnaH222P/H222P	   et	  

LmnaH222P/+.	   La	   voie	   JNK	   n’est,	   en	   effet,	   pas	   activée	   dans	   le	   cœur	   des	   souris	   Het	   et	  

l’expression	   des	   gènes	   Elk1,	   Elk4,	   c-‐jun	   et	   JunD	   n’est	   pas	   augmentée	   en	   réponse	   à	  

l’activation	   de	   la	   voie	   ERK1/2	   dans	   le	   cœur	   des	   souris	   Het	   âgées	   de	   10	   semaines,	  

contrairement	  à	  ce	  qui	  est	  observé	  dans	  le	  cœur	  des	  animaux	  des	  souris	  LmnaH222P/H222P	  

(Muchir	  et	  al,	  2007b).	  

Ce	  profil	  d’activation	  cardiaque	  chez	  les	  souris	  Het	  est	  plus	  proche	  de	  celui	  décrit	  chez	  

les	   souris	   Emd-‐/y	   où	   l’activation	   cardiaque	   de	   la	   voie	   ERK1/2	   est	   environ	   deux	   fois	  

supérieure	  aux	  souris	  Wt	  mais	  où	  la	  voie	  JNK	  n’est	  pas	  dérégulée	  (Muchir	  et	  al,	  2007a).	  

De	  plus,	  les	  gènes	  Elk1	  et	  Elk4	  ne	  sont	  pas	  surexprimés	  dans	  le	  cœur	  des	  souris	  Emd-‐/y.	  	  

Se	  pose	  alors	  la	  question	  d’une	  corrélation	  entre	  la	  sévérité	  de	  l’atteinte	  cardiaque	  et	  le	  

profil	   d’activation	  de	   ces	   voies	  MAPK.	  En	  effet,	   les	   souris	  Emd-‐/y	   ne	  présentent	  pas	  de	  

dysfonction	  contractile	  cardiaque	  mais	  une	  légère	  prolongation	  de	   la	  conduction	  atrio-‐

ventriculaire	  (Ozawa	  et	  al,	  2006),	  alors	  que	  les	  souris	  LmnaH222P/H222P	  développent	  une	  

cardiomyopathie	  dilatée	  plus	  sévère	  que	  celle	  observée	  chez	  les	  souris	  Het	  (Arimura	  et	  

al,	   2005).	   Bien	   que	   séduisante,	   cette	   hypothèse	   est	   contredite	   par	   le	   phénotype	   des	  

souris	   LmnaH222P/+	  qui	  montrent	   la	  même	   activation	   de	   la	   voie	   ERK1/2	   que	   les	   souris	  

LmnaH222P/H222P	   mais	   ne	   développent	   aucun	   signe	   pathologique	   cardiaque	   ou	   très	  

tardivement	  (après	  l’âge	  de	  deux	  ans)	  (Arimura	  et	  al,	  2005;	  Muchir	  et	  al,	  2007b	  ).	  

	  

L’activation	   cardiaque	   de	   la	   voie	   ERK1/2	   tend	   à	   être	   plus	   importante	   chez	   les	   souris	  

Hom	  que	  chez	  les	  souris	  Het.	  Si	  cette	  tendance	  se	  confirme,	   il	  pourrait	  donc	  exister	  un	  

«	  effet-‐dose	  »	  des	  lamines	  A/C	  ΔK32	  dans	  le	  cœur	  des	  souris.	  Nous	  avons	  en	  effet	  montré	  

que	  la	  quantité	  de	  lamines	  A/C	  ΔK32	  ne	  représente	  que	  8,4%	  du	  total	  des	  lamines	  dans	  

le	  cœur	  des	  souris	  Het	  âgées	  de	  10	  semaines	  (Partie	  I	  des	  résultats),	  alors	  que	  les	  souris	  
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Hom	   expriment	   environ	   20%	   de	   lamines	  mutées	   dans	   tous	   les	   tissus	   (Bertrand	   et	   al,	  

2012).	  

Il	  a	  été	  montré	  que	  ERK1/2	  interagit	  avec	  le	  domaine	  coil2	  des	  lamines	  A/C	  lorsqu’elles	  

sont	  incorporées	  dans	  la	  lamina	  nucléaire	  (Gonzalez	  et	  al,	  2008).	  La	  mutation	  ΔK32,	  bien	  

que	   localisée	   dans	   le	   domaine	   N-‐terminal	   des	   lamines	   A/C,	   pourrait	   perturber	   cette	  

interaction.	   En	   effet,	   il	   a	   été	   montré	   que	   chez	   C.	   elegans,	   la	   délétion	   de	   la	   lysine	   46	  

(résidu	  homologue	  de	   la	   lysine	  32	  des	  mammifères)	  perturbe	   l’assemblage	   latéral	  des	  

protofilaments	   au	   sein	  de	   la	   lamina	   (Bank	   et	   al,	   2011).	  Ainsi,	   l’exposition	  du	  domaine	  

coil2	   à	   ses	   partenaires	   protéiques	   comme	   ERK1/2	   pourrait	   être	   modifiée	   par	   la	  

mutation.	  	  

Alternativement,	   la	   localisation	  différente	  des	   lamines	  ΔK32	  dans	   les	  noyaux	  de	  souris	  

Hom	  pourrait	  modifier	  leur	  interaction	  avec	  ERK1/2	  et	  en	  moduler	  ainsi	  l’activité.	  Nous	  

avons	   montré	   que	   chez	   les	   souris	   Hom,	   les	   lamines	   mutées	   ne	   s’assemblent	   pas	  

correctement	  au	  sein	  de	  la	  lamina	  mais	  restent	  en	  partie	  dans	  le	  nucléoplasme.	  Là,	  elles	  

interagissent	   avec	   le	   facteur	  de	   transcription	   SREBP	  et	   perturbent	   sa	   fonction	  dans	   le	  

foie,	   limitant	   l’induction	   de	   ces	   cibles	   transcriptionnelles	   et	   induisant	   des	   défauts	  

métaboliques	   chez	   les	   souris	   Hom	   (Bertrand	   et	   al,	   2012).	   Un	   mécanisme	   similaire	  

pourrait	  exister	  entre	  les	  lamines	  ΔK32	  et	  ERK1/2	  dans	  le	  cœur	  et	  expliquerait	  donc	  le	  

défaut	  d’activation	  des	  gènes	   cibles	  de	  ERK1/2.	  Ceci	   reste	  bien	  sur	  à	  explorer	  par	  des	  

immunomarquages	  par	  exemple.	  

Enfin,	   l’induction	   des	   gènes	   cibles	   de	   ERK1/2	   dépend	   aussi	   du	   type	   de	   stimulus	   à	  

l’origine	  de	  l’activation	  de	  cette	  MAPK.	  Par	  exemple,	  il	  a	  été	  montré	  in	  vitro	  que	  Elk1	  et	  

Elk4	  ne	  répondent	  pas	  aux	  mêmes	  signaux	  inducteurs.	  Elk1	  peut	  être	  induit	  par	  le	  TNFα,	  

l’interleukine	  10,	  en	  réponse	  aux	  UV…	  En	  revanche,	  Elk4	  ne	  semble	  être	  activé	  que	  par	  

des	  stimuli	  mitotiques	   (Shaw	  &	  Saxton,	  2003).	  Une	  autre	  différence	  entre	  Elk1	  et	  Elk4	  

est	   le	   niveau	   d’activation	   des	   MAPK	   nécessaire	   à	   leur	   induction	  :	   Elk1	   répond	   à	   des	  

concentrations	  d’agonistes	  50	   fois	   inférieures	  à	  celles	  nécessaires	  pour	   induire	  Elk4	   in	  

vitro	  (Bevan	  et	  al,	  1998).	  Ces	  observations	  pourraient	  expliquer	  en	  partie	   la	  différence	  

de	  profil	  d’expression	  entre	  ces	  deux	  facteurs	  dans	  le	  cœur	  des	  souris	  Het.	  	  

De	   plus,	   l’activation	   transcriptionnelle	   des	   gènes	   Elk	   1,	   Elk4	   et	   c-‐jun	   en	   réponse	   à	  

l’activation	   de	   ERK1/2	   est	   aussi	   dépendante	   du	   type	   cellulaire	   étudié.	   En	   effet,	  

l’invalidation	  du	  gène	  Emd	  par	  ARN	   interférence	  conduit	  à	   l’activation	  de	  ERK1/2	  et	  à	  
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l’augmentation	  d’expression	  de	  Elk1,	  Elk4	  et	  c-‐jun	  dans	  les	  cellules	  Hela,	  alors	  que	  seul	  le	  

niveau	  d’ARN	  c-‐jun	  est	  augmenté	  dans	  les	  myoblastes	  C2C12	  (Muchir	  et	  al,	  2009b).	  

	  

Comme	   je	   l’ai	   exposé	   dans	   l’introduction	   de	   ce	   mémoire,	   l’activation	   des	   voies	   MAP	  

kinases	   apparait	   comme	   un	   mécanisme	   commun	   observé	   dans	   le	   cœur	   de	   patients	  

porteurs	  de	  mutations	  des	  lamines	  A/C	  (Muchir	  et	  al,	  2012)	  et	  dans	  différents	  modèles	  

de	  cardiomyopathie	  liée	  à	  des	  modifications	  des	  lamines	  A/C	  (mutations	  ou	  déplétion)	  

ou	  à	  une	  absence	  de	   l’émerine.	  Les	  mécanismes	  conduisant	  à	  cette	  activation	  restent	  à	  

élucider.	   Plusieurs	   hypothèses	   peuvent	   cependant	   être	   avancées	   pour	   expliquer	  

l’activation	  de	  cette	  voie	  dans	  le	  cœur	  des	  souris	  Het.	  	  

	  

1)	  Les	  défauts	  de	  la	  lamina	  nucléaire	  sont	  associés	  à	  des	  anomalies	  du	  cytosquelette	  de	  

desmine	  et	  d’actine	  notamment.	  Ces	  modifications	  perturbent	  la	  «	  mécanosensation	  »	  et	  

induisent	   une	   plus	   grande	   «	  sensibilité	  »	   des	   cellules	   aux	   contraintes	   mécaniques	  

(Chandar	   et	   al,	   2010	  ;	   Cupesi	   et	   al,	   2010;	   Lammerding	   et	   al,	   2005	  ;	   Lammerding	   et	   al,	  

2004	  ;	  Nikolova	   et	   al,	   2004	  ).	   L’activation	  de	  ERK1/2	  pourrait	   donc	   s’inscrire	   dans	  un	  

processus	   de	   remodelage	   compensatoire	   visant	   à	   contrecarrer	   cette	   fragilité.	   La	  

signalisation	   ERK1/2	   joue	   en	   effet	   un	   rôle	   important	   de	   l’établissement	   de	  

l’hypertrophie	   cardiaque	   en	   réponse	   à	   différents	   stimuli	   mécaniques	   ou	   chimiques	  

(Kehat	   et	   al,	   2011	  ;	   Rose	   et	   al,	   2010).	   Son	   rôle	   serait	   donc	   plutôt	   bénéfique	   dans	   le	  

contexte	  d’un	  cœur	   fragilisé.	  Cette	  hypothèse	  est	  appuyée	  par	   l’observation	  des	  souris	  

surexprimant	   une	   forme	   active	   de	  MEK1	   dans	   le	   cœur,	   protéine	   kinase	   activatrice	   de	  

ERK1/2.	   Ces	   souris	   ont	   une	   meilleure	   fonction	   contractile	   que	   les	   souris	   Wt	   et	  

développent	   une	   hypertrophie	   marquée	   sans	   signe	   de	   décompensation	   (Bueno	   et	   al,	  

2000).	  

De	  plus,	  la	  corrélation	  positive	  entre	  l’activation	  de	  ERK1	  et	  la	  fonction	  cardiaque	  dans	  le	  

cœur	  des	  souris	  Het	  semble	  suggérer	  que	   l’activation	  de	   la	  voie	  est	  bénéfique	  chez	   les	  

souris	  Het.	  	  

En	   revanche,	   en	   l’état	   actuel,	   nos	   résultats	   ne	   nous	   permettent	   pas	   d’exclure	   que	   la	  

signalisation	   ERK1/2	   ait	   un	   rôle	   délétère	   dans	   le	   cœur	   des	   Het,	   participant	   à	   un	  

remodelage	   inadéquat	   du	   myocarde,	   comme	   c’est	   le	   cas	   dans	   le	   cœur	   des	   souris	  

LmnaH222P/H222P	   (Muchir	   et	   al,	   2012	  ;	   Muchir	   et	   al,	   2009a	  ;	   Wu	   et	   al,	   2011).	   Seul	   le	  

traitement	  des	  souris	  Het	  âgées	  de	  10	  semaines	  avec	  des	  inhibiteurs	  de	  la	  voie	  ERK1/2	  
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(PD98059	  ou	  Selumitinib)	  permettrait	  de	  distinguer	  un	  effet	  protecteur	  ou	  délétère	  de	  

cette	  voie	  dans	  le	  cœur	  des	  souris	  Het.	  

	  

3)	  Plus	  qu’une	  activation,	   l’augmentation	  de	   la	  part	  de	  ERK1/2	  phosphorylée	  pourrait	  

résulter	  d’un	  défaut	  de	  désactivation	  plutôt	  que	  d’une	  activation	  directe	  de	  la	  voie.	  Les	  

lamines	   A/C,	   de	   par	   leur	   interaction	   physique	   avec	   p-‐ERK1/2	   (Gonzalez	   et	   al,	   2008;	  

Ivorra	  et	  al,	  2006	  ),	  pourrait	  en	  effet	  servir	  de	  plateforme	  moléculaire	  «	  protégeant	  »	  	  p-‐

ERK1/2	   de	   l’action	   de	   phosphatases	   (comme	   PP2A)	   et	   empêchant	   ainsi	   sa	  

déphosphorylation.	  Un	  mécanisme	  similaire	  a	  été	  observé	  dans	  le	  nerf	  sciatique	  lésé	  où	  

des	   fragments	   du	   coil2	   de	   la	   vimentine,	   protéine	   de	   la	   famille	   des	   filaments	  

intermédiaires,	  interagissent	  avec	  p-‐ERK1/2	  et	  empêche	  sa	  déphosphorylation	  (Perlson	  

et	  al,	  2006).	  Cette	  protection	  face	  aux	  phosphatases	  est	  rendue	  possible	  par	  le	  masquage	  

des	  sites	  phosphorylés	  de	  p-‐ERK1/2.	  	  

En	  revanche,	  si	  ce	  mécanisme	  est	  séduisant,	  il	  n’explique	  pas	  l’induction	  transitoire	  de	  p-‐

ERK1/2	  observée	  dans	  le	  cœur	  des	  souris	  Het.	  

	  

J’ai	  montré	  qu’il	   n’y	   a	  pas	  d’induction	  précoce	  de	   l’expression	  des	   gènes	   cibles	  mais	   il	  

reste	   cependant	   à	   déterminer	   si	   ces	   cibles	   sont	   activées	   au	   niveau	   protéique	  

(phosphorylées)	   et	   si	   la	   forme	   phosphorylée	   de	   ERK1/2	   est	   bien	   transloquée	   dans	   le	  

noyau.	   Il	   a	   en	   effet	   été	   montré	   que	   des	   mutations	   des	   lamines	   A/C	   associées	   à	   des	  

syndromes	   progéroïdes	   perturbent	   l’import	   nucléaire	   (Busch	   et	   al,	   2009;	   Kelley	   et	   al,	  

2011	  ).	  Un	  défaut	  de	  translocation	  nucléaire	  expliquerait	  l’absence	  d’induction	  des	  cibles	  

trancriptionnelles	   de	   ERK1/2.	   D’autre	   part,	   les	   4	   gènes	   testés	   sont	   loin	   d’offrir	   une	  

représentation	  exhaustive	  des	  cibles	  de	  ERK1/2	  décrites	  à	  ce	  jour	  (Yoon	  &	  Seger,	  2006).	  

L’activation	   de	   ERK1/2	   pourrait	   s’exercer	   probablement	   aussi	   sur	   d’autres	   de	   ses	  

partenaires	   comme	   des	   composants	   du	   cytosquelette	   tels	   que	   la	   dystrophine,	   la	  

paxilline,	  la	  protéine	  Tau	  associée	  aux	  microtubules	  ou	  la	  FAK	  (Focal	  Adhesion	  Kinase)	  

associée	  à	  la	  signalisation	  des	  intégrines,	  des	  facteurs	  de	  transcription	  important	  dans	  la	  

réponse	  adaptative	  cardiaque	  comme	  GATA4,	  NFAT,	  p53…(Yoon	  &	  Seger,	  2006).	  

	  

La	  voie	  ERK1/2,	  et	  les	  voies	  MAPK	  plus	  généralement,	  ont	  été	  impliquées	  dans	  un	  grand	  

nombre	  de	  pathologies	  cardiaques	  (cf.	  Introduction	  de	  ce	  mémoire).	  Elles	  conduisent	  à	  

un	  panel	  innombrable	  de	  réponses	  physiologiques	  différentes.	  L’intensité	  de	  l’activation	  
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des	   voies	   MAPK	   mais	   aussi	   la	   nature	   du	   stimulus	   inducteur	   et	   la	   régulation	   spatio-‐

temporelle	   de	   cette	   activation	   permettent	   sans	   doute	   d’expliquer	   les	   différences	  

observées	  entre	  les	  différents	  modèles	  reproduisant	  des	  mutations	  des	  lamines	  A/C.	  
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DISCUSSION	  GENERALE	  
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Discussion	  générale	  	  
	  

Les	   laminopathies	   du	   muscle	   strié	   (LMS)	   représentent	   la	   forme	   majoritaire	   de	  

laminopathies.	   Elles	   affectent	   les	  muscles	   squelettiques	   et/ou	   le	  muscle	   cardiaque.	   La	  

cardiomyopathie	   dilatée	   avec	   troubles	   du	   rythme	   et	   de	   la	   conduction	   est	   une	  

manifestation	   clinique	   majeure	   des	   LMS.	   D’évolution	   agressive,	   elle	   met	   en	   péril	   la	  

survie	  de	  ces	  patients.	  

L’ensemble	  de	  mes	   travaux	  de	   thèse	  visaient	   à	   caractériser	   le	  phénotype	   cardiaque	  et	  

musculaire	  d’un	  modèle	  murin	  d’EDMD	  sévère,	   la	   souris	  hétérozygote	  LmnaΔK32/+,	   et	  à	  

étudier	  les	  mécanismes	  physiopathologiques	  à	  l’origine	  de	  ce	  phénotype.	  Ma	  thèse	  s’est	  

divisée	   en	   trois	   projets	  :	   le	   phénotypage	   des	   souris	   Het	   et	   l’étude	   de	   l’implication	   du	  

système	  ubiquitine-‐protéasome	  dans	  la	  stabilité	  des	  lamines	  A/C	  mutées	  ;	   l’étude	  de	  la	  

réponse	  du	  myocarde	  et	  des	  muscles	  squelettiques	  des	  souris	  Het	  face	  à	  un	  stress	  induit	  

par	  l’exercice	  ;	  la	  recherche	  de	  mécanismes	  physiopathologiques	  précoces	  par	  l’étude	  du	  

profil	  cardiaque	  d’expression	  génique	  et	  de	  l’implication	  des	  voies	  MAP	  Kinases	  dans	  le	  

cœur	   des	   souris	   Het.	   Nous	   avons	   étudié	   les	   souris	   Het	   à	   différents	   âges	   dans	   les	  

différents	   projets	   (10,	   17,	   22,	   30	   et	   57	   semaines).	   Ceci	   nous	   a	   permis	   d’établir	  

l’enchainement	  séquentiel	  des	  événements	  moléculaires	  et	  fonctionnels	  à	  l’origine	  de	  la	  

CMD	  des	  souris	  Het.	  

Après	  avoir	  résumé	  ici	  l’histoire	  naturelle	  de	  la	  cardiomyopathie	  dilatée	  chez	  les	  souris	  

Het,	   j’en	  discuterai	   les	   résultats	  majeurs	  acquis	  au	  cours	  de	  ma	   thèse	  à	   la	   lumière	  des	  

données	  actuelles	  de	  la	  littérature.	  

	  

Histoire	  naturelle	  de	  la	  cardiomyopathie	  chez	  les	  souris	  Het	  
	  

Première	  phase	  :	  la	  fonction	  cardiaque	  est	  normale	  chez	  les	  souris	  Het	  âgées	  de	  10	  
semaines.	  
	  

Dans	   le	   cœur	   des	   souris	   Het	   âgées	   de	   10	   semaines,	   les	   noyaux	   myocardiques	   sont	  

allongés,	   l’espace	   intermembranaire	   nucléaire	   est	   élargi,	   mais	   les	   lamines	   A/C	   sont	  

correctement	   localisées	   à	   l’enveloppe	   nucléaire.	   En	   revanche,	   le	   niveau	   protéique	   des	  

lamines	   A/C	   est	   diminué	   de	   moitié	   et	   seuls	   8,4%	   de	   lamines	   A/C	  mutées	   ΔK32	   sont	  
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détectées	  dans	  le	  cœur	  des	  souris	  Het.	  Les	  lamines	  A/C	  mutées	  sont	  en	  effet	  dégradées	  

par	  le	  système	  ubiquitine-‐protéasome	  (UPS)	  (cf.	  Partie	  I	  des	  résultats).	  	  

L’haploinsuffisance	   des	   lamines	   n’a	   pas	   de	   répercution	   fonctionnelle	   à	   cet	   âge,	   la	  

fonction	  et	   les	  dimensions	  ventriculaires	  gauches	  des	  souris	  Het	  âgées	  de	  10	  semaines	  

sont	  normales.	  Cependant,	  des	  processus	  de	  remodelage	  discret	  sont	  déjà	  mis	  en	  place,	  

comme	   en	   témoigne	   l’augmentation	   modérée	   de	   l’expression	   du	   transcrit	   codant	   le	  

peptide	  natriurétique	  cérébral	  (Nppb).	  D’un	  point	  de	  vue	  moléculaire,	  la	  voie	  ERK1/2	  est	  

activée	  et	  l’expression	  des	  gènes	  Itgb1bp3	  (codant	  MIBP)	  et	  Gtse1	  est	  augmentée	  dans	  le	  

cœur	   des	   souris	   Het.	   L’implication	   des	   protéines	   codées	   par	   ces	   gènes	   dans	   la	  

physiopathologie	  cardiaque	  chez	  les	  souris	  Het	  n’est	  pas	  encore	  très	  claire	  mais	  pourrait	  

s’inscrire	  dans	  des	  processus	  de	  remodelage	  métabolique,	  de	  réparation	  de	  l’ADN	  et/ou	  

d’apoptose	  (cf.	  Partie	  III	  des	  résultats).	  

	  

Deuxième	  phase	  :	  l’apparition	  d’altérations	  fonctionnelles	  cardiaques	  chez	  les	  
souris	  Het	  âgées	  de	  22	  à	  30	  semaines.	  
	  

A	  22	  semaines,	  les	  souris	  Het	  commencent	  à	  montrer	  les	  premiers	  signes	  de	  dysfonction	  

contractile	  cardiaque,	  associés	  à	  une	  progression	  du	  remodelage	  myocardique	  comme	  le	  

montre	   l’induction	   de	   l’expression	   de	   la	   chaine	   lourde	   β	   de	   la	   myosine	   (Myh7).	   La	  

dysfonction	   contractile	   est	   accrue	   par	   le	   stress	   induit	   par	   l’exercice	   (cf.	   Partie	   II	   des	  

résultats).	  	  

A	   30	   semaines,	   la	   dysfonction	   contractile	   est	   installée	  mais	   la	   dilatation	   ventriculaire	  

reste	  modérée.	  Le	  remodelage	  myocardique	  apparaît	  plus	  prononcé	  avec	  l’augmentation	  

du	   niveau	   de	   tubuline	   d’un	   facteur	   1,8	   dans	   le	   cœur	   des	   souris	   Het	   (donnée	   non	  

montrée),	   traduisant	   probablement	   un	   remodelage	   du	   cytosquelette	   de	  microtubules.	  

En	   revanche,	   la	   voie	   ERK1/2	   n’est	   plus	   activée.	   Les	   noyaux	   des	   cardiomyocytes	  

présentent	   des	   anomalies	   structurelles	   importantes	   avec	   parfois	   des	   ruptures	   de	  

l’enveloppe	   nucléaire.	   Le	   niveau	   des	   lamines	   A/C	   est	   toujours	   diminué	   de	   moitié,	  

suggérant	   que	   l’haploinsuffisance	  des	   lamines	   et	   la	   présence,	  même	   faible,	   de	   lamines	  

mutées	  joue	  un	  rôle	  délétère	  sur	  la	  fonction	  cardiaque	  et	  la	  morphologie	  nucléaire	  chez	  

les	  souris	  Het.	  En	  parallèle,	  la	  fonction	  de	  l’UPS	  est	  altérée	  dans	  le	  cœur	  des	  souris	  Het	  à	  

cet	  âge.	  
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Troisième	   phase	  :	   l’aggravation	   de	   la	   dysfonction	   cardiaque,	   dilatation	  
ventriculaire	   gauche	   et	   insuffisance	   cardiaque	   chez	   les	   souris	   Het	   âgées	   de	   57	  
semaines.	  
	  

A	  57	  semaines,	  la	  dysfonction	  contractile	  s’est	  aggravée	  et	  est	  associée	  à	  une	  dilatation	  

ventriculaire.	  Les	  souris	  Het	  sont	  en	   insuffisance	  cardiaque	  congestive	  pour	   la	  plupart.	  

La	   structure	  du	  myocarde	   et	   des	  noyaux	   est	   très	   altérée.	   Le	   remodelage	  myocardique	  

apparaît	   majeur	   avec	   l’augmentation	   de	   l’expression	   des	   transcrits	   codant	   la	   chaine	  

lourde	  β	  de	  la	  myosine,	  le	  peptide	  natriurétique	  cérébral	  et	  l’augmentation	  du	  niveau	  de	  

tubuline	   d’un	   facteur	   3,2	   dans	   le	   cœur	   des	   souris	   Het	   (donnée	   non	   montrée).	  

L’expression	  du	  transcrit	  codant	  MIBP	  est	  toujours	  élevée	  dans	  le	  cœur	  des	  souris	  Het.	  

La	  proportion	  de	   lamines	  ΔK32	  est	   toujours	  de	   l’ordre	  de	  8%	  dans	   le	  cœur	  des	  souris	  

Het	  mais	  le	  niveau	  cardiaque	  total	  des	  lamines	  A/C	  est	  augmenté	  d’un	  facteur	  1,5	  à	  2,	  en	  

lien	  avec	  l’altération	  de	  l’UPS	  dans	  le	  cœur	  des	  souris	  Het.	  La	  quantité	  de	  lamines	  ΔK32	  a	  

donc	  quasiment	  doublé	  dans	   le	   cœur	  des	   souris	  Het	  âgées	  de	  57	   semaines	   comparées	  

aux	   souris	   Het	   âgées	   de	   10	   semaines.	   Nous	   avons	   montré,	   en	   parallèle,	   que	  

l’accumulation	  de	  lamines	  ΔK32	  après	  l’inhibition	  de	  l’UPS	  semble	  être	  délétère	  pour	  le	  

tissu	  cardiaque	  in	  vitro	  (EHT).	  	  

	  

L’ensemble	   de	   nos	   résultats	   suggèrent	   donc	   fortement	   l’existence	   d’un	   mécanisme	  

physiopathologique	  double	  dans	  le	  cœur	  des	  souris	  Het	  :	  l’haploinsuffisance	  fragiliserait	  

le	   cœur	   et	   l’effet	   dominant	   négatif	   des	   lamines	   ΔK32,	   avec	   sans	   doute	   un	   effet	   seuil,	  

précipiterait	   la	   décompensation	   cardiaque	   et	   la	   survenue	   de	   l’insuffisance	   cardiaque	  

congestive,	  conduisant	  au	  décès	  chez	  les	  souris	  Het.	  	  

	  

En	   parallèle,	   toutes	   les	   études	   réalisées	   sur	   le	  muscle	   squelettique	   ont	   indiqué	   que	   la	  

mutation	  ΔK32	  des	  lamines	  A/C	  n’affecte	  pas	  la	  morphologie	  ou	  la	  fonction	  musculaire.	  

Le	  muscle	   squelettique	  apparaît	  normal	   chez	   les	   souris	  Het	   et	  n’est	  pas	  vulnérable	   au	  

stress	   mécanique	   induit	   par	   l’exercice	   intense	   chez	   les	   souris	   Het,	   et	   ce	   malgré	   une	  

diminution	   stable	   de	   l’ordre	   de	   60%	  du	  niveau	   total	   des	   lamines	  A/C	   (cf.	   Partie	   I	   des	  

résultats).	  	  
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Comment	  expliquer	  la	  différence	  de	  sensibilité	  du	  muscle	  squelettique	  et	  du	  
cœur	  dans	  les	  LMS	  ?	  
	  

Dans	  l’introduction	  de	  ce	  mémoire,	  j’ai	  présenté	  le	  concept	  selon	  lequel	  les	  LMS	  seraient	  

des	   cardiomyopathies	   associées	   ou	   non	   à	   des	   défauts	   musculaires	   squelettiques.	  

Comprendre	   la	   différence	   de	   sensibilité	   du	   cœur	   et	   des	   muscles	   squelettiques	   aux	  

mutations	   du	   gène	   LMNA	   reste,	   à	   mon	   sens,	   un	   enjeu	   majeur	   de	   l’étude	   des	  

laminopathies	  affectant	  le	  muscle	  strié.	  

	  

Bien	  qu’ils	  soient	  tous	  deux	  de	  type	  strié,	  il	  existe	  des	  différences	  majeures	  entre	  le	  cœur	  

et	   le	  muscle	   squelettique	  :	   1)	   l’organisation	  morphologique,	   conduisant	   à	   un	  mode	   de	  

contraction	   différent	  ;	   2)	   le	   positionnement	   des	   noyaux	   au	   sein	   des	   cellules	   et	   3)	   le	  

potentiel	  régénératif,	  entre	  autres.	  

	  

1)	  La	  contraction	  myocardique	  ne	  se	  fait	  pas	  sur	  un	  plan	  linéaire	  mais	  s’apparente	  à	  une	  

torsion,	   la	   base	   et	   l’apex	   du	   cœur	   tournant	   dans	   des	   sens	   opposés.	   L’image	   la	   plus	  

appropriée	   pour	   décrire	   la	   contraction	   cardiaque	   est	   celle	   d’une	   «	  serpillère	   qu’on	  

essore	  »	  (Taber	  et	  al,	  1996).	  Cette	  observation	  s’explique	  par	  une	  structure	  anatomique	  

particulière	  du	  myocarde	  ventriculaire.	  Une	  étude	  de	  dissection	  d’un	  cœur	  entier	  a,	  en	  

effet,	   montré	   que	   le	   myocarde	   ventriculaire	   est	   formé	   d’une	   seule	   bande	   de	   tissu	  

contractile,	  enroulée	  sur	  elle-‐même	  pour	  former	  les	  deux	  ventricules	  (Torrent-‐Guasp	  et	  

al,	   2001).	   Cette	   observation	   a	   été	   confirmée	   in	   vivo	   par	   l’analyse	   de	   la	   contraction	  

cardiaque	   à	   thorax	   fermé	   grâce	   aux	   techniques	   de	   sonomicrométrie	   (Castella	   et	   al,	  

2005).	   Cette	   technique	   est	   basée	   sur	   la	   mesure	   du	   temps	   de	   transit	   d’un	   signal	  

ultrasonique	  entre	  deux	  quartz	  pièzo-‐électriques.	  Les	  ultrasons	  produits	  par	  l’excitation	  

d’un	  des	  cristaux	  	  pièzo-‐électriques	  sont	  détectés	  à	  leur	  arrivée	  sur	  l’autre	  cristal	  à	  l’aide	  

d’un	   sonomicromètre.	   Le	   temps	   de	   transit	   entre	   les	   deux	   cristaux	   est	   converti	   en	  

distance.	   	   Grâce	   à	   l’implantation	   de	   ces	   cristaux	   dans	   toute	   l’épaisseur	   du	  myocarde,	  

cette	   méthode	   permet	   de	   mesurer	   des	   dimensions	   ventriculaires	   et	   des	   épaisseurs	  

myocardiques,	  reflétant	  la	  contraction	  ou	  le	  raccourcissement	  cardiaque	  chez	  l’animal.	  

Le	  muscle	  squelettique	  est,	  quant	  à	   lui,	  composé	  de	   faisceaux	  de	   fibres	  parallèles	  et	  sa	  

contraction	  produit	  un	  raccourcissement	  linéaire	  du	  muscle,	  selon	  l’axe	  des	  faisceaux	  de	  

myofibrilles.	   Cette	   organisation	   est	   clairement	   observable	   en	   microscopie	   sur	   des	  

coupes	  transversales	  de	  muscle	  (Schiaffino	  et	  al,	  1970).	  	  	  



 182 

	  

Il	   est	   donc	   facilement	   concevable	   que	   les	   contraintes	   multidirectionnelles	   appliquées	  

aux	  cardiomyocytes	  soient	  bien	  différentes	  de	  celles	  unidirectionnelles	  	  appliquées	  aux	  

fibres	  musculaires.	  Ainsi,	   tout	  défaut	  mécanique	  cellulaire	  comme	  ceux	  induits	  par	  des	  

perturbations	   du	   cytosquelette	   ou	   du	   nucléosquelette	   n’aura	   pas	   les	   mêmes	  

conséquences	  sur	  un	  cardiomyocyte	  ou	  sur	  une	  fibre	  musculaire.	  De	  telles	  perturbations	  

du	   cytosquelette	  de	  desmine	  et	  d’actine,	  notamment,	   sont	  observées	  dans	  des	   cellules	  	  

issues	  de	  souris	  déficientes	  en	  lamines	  A/C	  (MEF	  et	  cardiomyocytes	  de	  souris	  Lmna-‐/-‐	  et	  

Lmna+/-‐)	   ou	   au	   niveau	   myocardique	   chez	   les	   souris	   Lmna-‐/-‐	   et	   Lmna+/-‐,	   et	   les	   souris	  

exprimant	   des	   lamines	   A/C	   mutées	   (souris	   LmnaN195K/N195K)	   (Broers	   et	   al,	   2004	  ;	  

Chandar	  et	  al,	  2010	  ;	  Lammerding	  &	  Lee,	  2005	  ;	  Lammerding	  et	  al,	  2004	  ;	  Mounkes	  et	  al,	  

2005	  ;	   Nikolova	   et	   al,	   2004	  ;	   Nikolova-‐Krstevski	   et	   al,	   2011).	   Les	   souris	   Lmna+/-‐	   et	  

LmnaN195K/N195K	   développent	   une	   atteinte	   cardiaque	   isolée,	   aussi	   l’architecture	   du	  

cytosquelette	   musculaire	   n’a	   pas	   été	   étudiée	   dans	   ces	   modèles.	   Chez	   nos	   souris	   Het,	  

l’organisation	   du	   cytosquelette	   des	   cardiomyocytes	   et	   des	   fibres	   musculaires	   reste	   à	  

analyser.	   Des	   résultats	   préliminaires	   indiquent	   que	   les	   niveaux	   d’expression	   de	   la	  

desmine	  et	  de	  l’actine	  sont	  stables	  avec	  l’âge	  dans	  le	  cœur	  des	  souris	  Het	  (données	  non	  

montrées).	  Ceci	  ne	  présage	  cependant	  pas	  de	  l’architecture	  de	  ces	  réseaux.	  En	  revanche,	  

une	  augmentation	  progressive	  du	  contenu	  cardiaque	  en	  tubuline	  a	  été	  observée	  dans	  le	  

cœur	  des	  souris	  Het,	  suggérant	  que	  le	  réseau	  microtubulaire	  pourrait	  être	  altéré	  avec	  la	  

progression	  de	  la	  CMD.	  Ce	  phénomène	  de	  densification	  du	  réseau	  de	  microtubules	  a	  déjà	  

été	  rapporté	  dans	  plusieurs	  modèles	  animaux	  d’hypertrophie	  (chat,	  chien,	  rat)	  et	  semble	  

précipiter	  la	  décompensation	  hypertrophique	  et	  l’apparition	  de	  l’insuffisance	  cardiaque	  

(Cooper,	  2006;	  Watkins	  et	  al,	  1987	  ).	  	  

	  

2)	   Les	   différences	   architecturales	   que	   je	   viens	   d’évoquer	   se	   traduisent	   aussi	   dans	   le	  

positionnement	  des	  noyaux	  au	  sein	  des	  cellules	  cardiaques	  et	  musculaires.	  Les	  noyaux	  

des	  cardiomyocytes	  sont	  localisés	  en	  position	  centrale	  des	  cellules.	  Les	  myonuclei	   	  sont	  

en	   revanche	   «	  repoussés	  »	   à	   la	   périphérie	   des	   fibres	   et	   occupent	   une	   position	   sous-‐

sarcolemmale.	   Ainsi,	   les	   contraintes	   mécaniques	   s’appliquant	   sur	   ces	   noyaux	   via	   le	  

complexe	   LINC	   sont	   de	   nature	   différente.	   Les	   noyaux	   des	   souris	   Het	   présentent	   des	  

anomalies	   structurelles	   importantes	   (élargissement	   de	   l’espace	   intermembranaire,	  

rupture	   de	   l’enveloppe,	   disparité	   de	   taille…)	   et	   s’aggravant	   avec	   la	   progression	   de	   la	  
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CDM.	   Ce	   type	   d’altérations	   est	   aussi	   retrouvé	   dans	   d’autres	   modèles	   de	  

cardiomyopathies	  liées	  à	  des	  défauts	  nucléaires	  (délétion	  de	  la	  nesprin-‐1,	  souris	  Lmna-‐/-‐	  

et	   Lmna+/-‐,	   souris	   Emd-‐/y,	   souris	   Lmna	   N195K/N195K	   (Chandar	   et	   al,	   2010	  ;	   Gnocchi	   et	   al,	  

2011	  ;	  Mounkes	   et	   al,	   2005;	  Ozawa	   et	   al,	   2006	  ;	   Puckelwartz	   et	   al,	   2010	  ;	   Zhang	   et	   al,	  

2007b	  ).	  

Une	  analyse	  est	  nécessaire	  pour	  déterminer	  si	  ces	  défauts	  nucléaires	  sont	  aussi	  observés	  

dans	  le	  muscle	  squelettique	  des	  souris	  Het.	  

	  

Une	   des	   limites	   souvent	   avancées	   quant	   à	   l’utilisation	   de	   modèles	   animaux	   pour	  

reproduire	   une	   pathologie	  musculaire	   est	   d’une	   part	   la	   station	   quadrupède	   et	   d’autre	  

part	   la	   sédentarité	   des	   animaux.	   Pour	   évaluer	   si	   l’absence	   de	   défauts	   musculaire	  

observables	  chez	  les	  souris	  Het	  était	  liée	  à	  la	  sédentarité	  des	  animaux,	  les	  souris	  ont	  été	  

soumises	  à	  un	  protocole	  d’exercice	  chronique	  épuisant	  (Partie	  II	  des	  résultats).	  Bien	  que	  

de	   rythme	   très	   soutenu,	   cet	   exercice	   n’a	   démasqué	   aucune	   pathologie	   musculaire,	  

indiquant	  que	  la	  sédentarité	  n’est	  pas	  un	  facteur	  «	  masquant	  »	  des	  défauts	  musculaires	  

chez	  la	  souris	  Het.	  

	  

3)	   Il	   est	  bien	  connu	  que	   le	  cœur	  et	   le	  muscle	  sont	   très	  éloignés	  en	   terme	  de	  capacités	  

régénératives.	  Le	  dogme	  est	  de	  considérer	  que	  le	  cœur	  ne	  se	  régénère	  pas	  (ou	  très	  peu)	  

alors	   que	   le	   muscle	   à	   des	   capacités	   de	   régénération	   très	   importantes,	   même	   si	   elles	  

diminuent	  avec	  l’âge	  (Mouly	  et	  al,	  2005).	  	  

Grâce	  à	  la	  mesure	  de	  la	  concentration	  de	  14C	  incorporé	  dans	  l’ADN	  des	  cardiomyocytes,	  

Bergman	  et	  al.	   ont	  montré	  que	   le	   taux	  de	   renouvellement	  des	   cardiomyocytes	  dans	   le	  

cœur	  adulte	  est	  de	   l’ordre	  de	  1%	  par	  an	  à	   l’âge	  de	  25	  ans	  et	  diminue	  progressivement	  

pour	  n’être	  plus	  que	  de	  0,45%	  à	  l’âge	  de	  75	  ans	  chez	  l’homme	  (Bergmann	  et	  al,	  2009).	  

En	   revanche,	   dans	   le	   muscle	   normal	   de	   rat	   adulte,	   le	   taux	   de	   renouvellement	   des	  

myonuclei	  est	  de	  l’ordre	  de	  1	  à	  2%	  par	  semaine	  (Schmalbruch	  &	  Lewis,	  2000).	  Même	  s’il	  

est	  délicat	  de	   comparer	   ces	  deux	  observations,	   elles	   supportent	   toutefois	   l’idée	  que	   la	  

régénération	   du	   muscle	   squelettique	   est	   bien	   meilleure	   que	   celle	   du	   cœur.	   Ainsi,	   de	  

façon	  schématique,	   tout	  défaut	   conduisant	  à	  une	  mort	   cellulaire	   sera	  donc	  moins	  bien	  

«	  corrigée	  »	  dans	  le	  cœur	  que	  dans	  le	  muscle	  squelettique.	  

Les	  capacités	  régénératives	  des	  cellules	  progénitrices	  cardiaques	  n’ont	  pas	  été	  étudiées	  

dans	  le	  champ	  des	  laminopathies.	  Cependant,	  des	  altérations	  de	  la	  capacité	  myogénique	  
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des	  cellules	  satellites,	  cellules	  souches	  résidentes	  du	  muscle	  squelettique	  (Zammit	  et	  al,	  

2006),	  ont	  été	  mises	  en	  évidence	  dans	  des	  modèles	  cellulaires	  et	  animaux	  d’EDMD	  (Emd-‐

/y,	   Lmna-‐/-‐,	   mutation	   de	   Nesprine1…)	   (Gnocchi	   et	   al,	   2008),	   induisant	   des	   défauts	   de	  

sortie	  du	  cycle	  cellulaire,	  des	  délais	  d’expression	  de	  facteurs	  myogéniques	  comme	  MyoD	  

et	  des	  défauts	  de	  régénération	  musculaire	  (Frock	  et	  al,	  2006	  ;	  Melcon	  et	  al,	  2006	  ;	  Zhang	  

et	  al,	  2007b).	  De	  plus,	   le	  nombre	  de	  cellules	  satellites	  est	  diminué	  dans	   le	  muscle	  EDL	  

des	  souris	  Lmna-‐/-‐	  (Gnocchi	  et	  al,	  2011).	  Des	  observations	  similaires	  non	  publiées	  chez	  

les	   souris	   LmnaH222P/H222P	   indiquent	   que	   le	   nombre	   de	   cellules	   satellites	   est	   diminué	  

dans	  le	  muscle	  soleus,	  muscle	  le	  plus	  atteint	  dans	  ce	  modèle,	  suggérant	  une	  régénération	  

accrue	   ou	   un	   problème	   d’auto-‐renouvellement	   de	   ces	   cellules.	   Ce	   défaut	   de	   cellules	  

progénitrices,	   extrapolé	   aux	   cellules	   cardiaques,	   laisse	   supposer	   que	   la	   régénération	  

myocardique	  ou	  le	  renouvellement	  naturel	  des	  cardiomyocytes	  pourrait	  être	  défectueux	  

dans	   le	   cœur	   des	   souris	   présentant	   des	   défauts	   des	   lamines	  A/C.	   Je	   reviendrai	   sur	   ce	  

point	  dans	  la	  suite	  de	  la	  discussion.	  	  

Le	  pouvoir	  myogénique	  des	  cellules	  satellites	   issues	  de	  muscles	  des	  souris	  Het	  n’a	  pas	  

encore	  été	   investigué.	   Il	  serait	   intéressant	  d’analyser	   le	  nombre	  de	  ces	  cellules	  dans	   le	  

muscle	  de	  souris	  Het	  et	  de	  tester	  leur	  capacité	  régénérative	  en	  réponse	  à	  un	  dommage	  

sévère	  que	  constitue	  par	  exemple	  une	  injection	  dans	  la	  patte	  de	  souris	  Het	  de	  substances	  

toxiques	  comme	  la	  cardiotoxine	  ou	  la	  notexine.	  

	  

Le	  cœur	  des	  souris	  Het	  est-‐il	  sénescent	  ?	  
	  

L’insuffisance	  cardiaque	  est	  souvent	   la	  conséquence	  de	   la	  perte	  de	  cardiomyocytes.	  La	  

perte	   de	   cardiomyocytes	   par	   apoptose	   est	   impliquée	   dans	   la	   physiopathologie	   des	  

atteintes	   cardiaques.	   L’accélération	   de	   la	   mort	   cellulaire	   est	   aussi	   observée	   dans	   le	  

myocarde	   «	  vieillissant	  »	   et	   a	   été	   proposée	   comme	   un	   mécanisme	   contribuant	   à	   la	  

diminution	   des	   performances	   hémodynamiques	   et	   à	   l’augmentation	   du	   risque	  

d’insuffisance	  cardiaque	  chez	  le	  sujet	  âgé.	  Dans	  le	  contexte	  des	  laminopathies,	  l’apoptose	  

spécifique	  des	  cellules	  du	  tissu	  conductif	  cardiaque	  a	  été	  montré	  comme	  jouant	  un	  rôle	  

majeur	   dans	   l’apparition	   d’arythmies	   et	   de	   troubles	   de	   conduction	   chez	   les	   souris	  

Lmna+/-‐	  (Wolf	  et	  al,	  2008).	  En	  revanche,	  l’apoptose	  cardiomyocytaire	  ne	  constitue	  pas	  un	  

processus	  majeur	  dans	  le	  cœur	  des	  souris	  Lmna+/-‐	  (Chandar	  et	  al,	  2010).	  Ce	  paramètre	  

n’a	  pas	  encore	  été	  évalué	  dans	  le	  cœur	  des	  souris	  Het.	  
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Contrairement	  à	  l’apoptose	  qui	  élimine	  les	  cellules	  endommagées	  du	  tissu,	  la	  sénescence	  

cellulaire	   est	   un	   processus	   incluant	   des	   changements	  morphologiques	   et	   fonctionnels	  

sans	   élimination	   de	   la	   cellule.	   Les	   cardiomyocytes	   sénescents	   contribuent	   à	  

l’insuffisance	   cardiaque	   liée	   à	   l’âge	   par	   leur	   dysfonction	   et	   en	   conduisant	   à	   un	  

remodelage	  inadapté	  du	  myocarde	  (Sussman	  &	  Anversa,	  2004).	  	  

Un	  des	  moyens	  de	  compenser	   la	  perte	   fonctionnelle	  de	   tissu	  contractile	  est	   remplacer	  

les	   cardiomyocytes	   perdus	   soit	   par	   division	   de	   cardiomyocytes	   existants,	   soit	   en	  

recrutant	   et	   différenciant	   des	   cellules	   souches	   cardiaques.	   Comme	   je	   l’ai	   évoqué	   plus	  

haut,	  la	  capacité	  régénérative	  du	  cœur	  normal	  est	  très	  limitée.	  	  

Une	  question	  se	  pose	  dans	  le	  contexte	  de	  la	  cardiolaminopathie	  :	  puisque	  l’apoptose	  des	  

cardiomyocytes	  n’est	  pas	  un	  processus	  majeur	  dans	  le	  cœur	  des	  souris	  Lmna+/-‐,	  le	  cœur	  

de	   souris	   présentant	   des	   défauts	   de	   lamines	  A/C	   est-‐il	   sénescent	  ?	   Le	   renouvellement	  

des	  cardiomyocytes	  vieillissants	  ou	  sénescents,	  bien	  que	  faible	  en	  conditions	  normales,	  

est-‐il	   défectueux	   dans	   le	   cœur	   de	   ces	   souris	  ?	   Ceci	   pourrait-‐il	   expliquer	   les	   défauts	  

contractiles	  observés	  ?	  

	  

Trois	  hypothèses	  pourraient	  expliquer	  l’altération	  de	  la	  régénération	  du	  myocarde	  dans	  

un	   contexte	   pathologique:	   (a)	   la	   prolifération	   et/ou	   la	   différenciation	   des	   cellules	  

souches	  cardiaques	  seraient	  atténuées;	  (b)	  la	  capacité	  des	  cellules	  souches	  cardiaques	  à	  

migrer	  dans	  le	  cœur	  serait	  diminué,	  de	  par	  une	  altération	  du	  tissu	  de	  type	  fibrotique	  par	  

exemple,	   limitant	   la	  diffusion	  de	   facteurs	  attractants	  ou	   la	  migration	  des	  cellules	  elles-‐

mêmes;	   (c)	   le	  nombre	  de	   cellules	   fonctionnellement	   «	  compétentes	  »	  diminuerait	   avec	  

l'âge	  par	  l’arrêt	  de	  la	  prolifération,	  la	  sénescence	  et/ou	  l'apoptose	  de	  ces	  cellules.	  

	  

Comme	  je	  l’ai	  indiqué	  plus	  haut,	  les	  cellules	  souches	  du	  muscle	  squelettique,	  les	  cellules	  

satellites	   montrent	   des	   altérations	   dans	   un	   contexte	   laminopathique.	   Au	   delà	   des	  

cellules	  satellites,	  d’autres	  cellules	  souches	  adultes	  sont	  aussi	  altérées	  dans	  le	  contexte	  

de	   mutations	   des	   lamines	   A/C	   (cellules	   souches	   de	   l’épiderme	   (Espada	   et	   al,	   2008	  ;	  

Rosengardten	   et	   al,	   2011),	   cellules	   souches	   mésenchymateuses	   humaines	   (Scaffidi	   &	  

Misteli,	  2008)).	  Aussi,	  un	  nouveau	  concept	  a	  émergé	  récemment	  concernant	  la	  fonction	  

des	   lamines	   A/C	   dans	   les	   tissus	  :	   les	   lamines	   A/C	   joueraient	   le	   rôle	   de	   modulateur	  

intrinsèque	  du	  vieillissement	  des	  cellules	  souches	  adultes	  (Pekovic	  &	  Hutchison,	  2008).	  

Le	   contrôle	   de	   l'homéostasie	   des	   cellules	   souches	   dans	   les	   tissus	   tels	   que	   l'équilibre	  
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entre	  la	  prolifération,	  la	  différenciation,	  l’apoptose	  et	  la	  sénescence	  est	  étroitement	  lié	  à	  

l’efficacité	   de	   la	   réparation	   tissulaire	   et	   à	   la	   régénération.	   Il	   a	   été	   proposé	   que	   des	  

mutations	  des	  lamines	  A/C	  perturbent	  l'équilibre	  entre	  prolifération	  et	  la	  différenciation	  

des	   cellules	   souches	   adultes,	   conduisant	   à	   une	   régénération	  moins	   efficace	   des	   tissus	  

(Gotzmann	   &	   Foisner,	   2006	  ;	   Vlcek	   &	   Foisner,	   2007a).	   Il	   y	   a	   plusieurs	   voies	   de	  

signalisation	  jouant	  un	  rôle	  central	  dans	  l’homéostasie	  des	  cellules	  souches	  adultes,	  qui	  

sont	  liées	  à	  des	  fonctions	  des	  lamines	  de	  type	  A	  et	  à	  leurs	  partenaires	  de	  liaison,	  tels	  que	  

les	  voies	  Rb/E2F	  et	  Rb/MyoD,	  la	  voie	  p53	  ou	  encore	  les	  voies	  MAPK,	  parmi	  d’autres.	  

	  

La	  protéine	  Rb	  a	  un	  rôle	  bien	  connu	  dans	   l'induction	  de	   l'arrêt	  de	   la	  prolifération	  à	   la	  

suite	  de	  dommages	  de	  l'ADN	  et	  dans	  la	  prévention	  de	  l'accumulation	  de	  ces	  dommages	  

qui,	  autrement,	  donnerait	  lieu	  à	  des	  cassures	  bicaténaires	  et	  à	  de	  l'instabilité	  génomique	  

(Bosco	   et	   al,	   2004).	   Dans	   les	   fibroblastes	   et	   les	   cellules	   musculaires	   squelettiques,	   la	  

dérégulation	   de	   la	   voie	   de	   signalisation	   Rb/E2F	   conduit	   à	   des	   perturbations	   du	   cycle	  

cellulaire,	  avec	  une	  entrée	  rapide	  des	  cellules	  en	  phase	  S	  mais	  un	  ralentissement	  de	   la	  

progression	   de	   la	   phase	   S	   et	   un	   arrêt	   du	   cycle	   en	   phase	   G2,	   probablement	   du	   à	   des	  

phénomènes	  de	  réplication	  incomplète	  ou	  des	  dommages	  de	  l’ADN	  (Novitch	  et	  al,	  1996	  ;	  

Pekovic	   et	   al,	   2007).	   D’autres	   études	   ont	  montré	   que	   la	   différenciation	  musculaire	   de	  

myoblastes	   transfectés	   avec	   des	   lamines	   A	   mutées	   est	   altérée,	   en	   lien	   avec	   une	  

incapacité	  à	  sortir	  du	  cycle	  cellulaire	  et	  à	  exprimer	  des	  facteurs	  myogéniques	  tardifs	  tels	  

que	  la	  myogénine.	  Ces	  altérations	  sont	  liées	  à	  une	  hyperphosphorylation	  de	  Rb	  (Favreau	  

et	   al,	   2004).	   Il	   a	   donc	   été	   proposé	   qu’une	   dérégulation	   de	   cette	   voie	   Rb/E2F	   et/ou	  

Rb/MyoD	   dans	   des	   cellules	   exprimant	   des	   lamines	   A/C	   mutées	   conduise	   à	   un	  

épuisement	   et	   à	   une	   sénescence	   prématurée	   des	   cellules	   souches	   de	   part	   une	  

augmentation	  de	  leur	  prolifération	  et/ou	  une	  accumulation	  de	  défauts	  de	  l’ADN.	  

	  

Des	   changements	   d’expression,	   d’activité	   et	   de	   phosphorylation	   de	   p53	   sont	  

caractéristiques	   de	   l’état	   sénescent	   (Reinhardt	   &	   Schumacher,	   2012).	   Une	  

hyperactivation	  de	   cette	   voie	   induite	  par	   l’augmentation	  de	  dommages	  de	   l’ADN	  a	   été	  

rapportée	   chez	   les	   souris	   Zmpste24-‐/-‐	   et	   Lmna-‐/-‐,	   présentant	   des	   phénotypes	   de	  

vieillissement	   accéléré	   (Liu	   et	   al,	   2005;	   Varela	   et	   al,	   2005	   )	   ou	   dans	   des	   fibroblastes	  

humains	  déplétés	  en	  lamines	  A/C	  ou	  exprimant	  des	  lamines	  A	  mutantes	  associées	  à	  des	  

phénotypes	  de	  HGPS	  (Kudlow	  et	  al,	  2008	  ;	  Moiseeva	  et	  al,	  2011).	  	  
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L’activation	  dans	  des	  fibroblastes	  primaires	  humains	  et	  murins	  du	  proto-‐oncogène	  Ras,	  

situé	   en	   amont	   de	   la	   voie	   d’activation	   des	   MAPK	   MEK/ERK,	   conduit	   à	   la	   sénescence	  

prématurée	   de	   ces	   cellules	   associée	   à	   une	   accumulation	   des	   protéines	   p53	   et	   p16	  

(Serrano	  et	  al,	  1997).	  De	  façon	  intéressante,	  l’activation	  des	  voies	  MAPK,	  et	  de	  ERK1/2	  

en	  particulier,	   a	   été	   démontrée	   comme	  délétère	  dans	  un	   contexte	   de	   laminopathie	   du	  

muscle	  strié	  (Muchir	  et	  al,	  2007b	  ;	  Muchir	  et	  al,	  2012)	  et	  l’inhibition	  de	  la	  voie	  MEK/ERK	  

dans	  des	  myoblastes	  C2C12	  de	   souris	   exprimant	  une	  mutation	  des	   lamines	  associée	  à	  

l’EDMD	  améliore	  leur	  différenciation	  in	  vitro	  (Favreau	  et	  al,	  2008).	  Ainsi,	  l’activation	  des	  

voies	   MAPK	   pourrait	   jouer	   un	   rôle	   dans	   l’établissement	   de	   la	   cardiomyopathie	   en	  

induisant	   une	   sénescence	   prématurée	   des	   cardiomyocytes	   et/ou	   des	   cellules	   souches	  

cardiaques.	  

	  

Les	   résultats	   que	   nous	   avons	   acquis	   sur	   la	   signalisation	   dans	   le	   cœur	   des	   souris	   Het	  

indiquent	   que	   la	   voie	   ERK1/2,	   d’une	   part	   et	   potentiellement	   les	   voies	   Rb/E2F	   et	   p53	  

d’autre	   part	   seraient	   dérégulées	   chez	   les	   souris	   Het	   âgées	   de	   10	   semaines	   et	   avant	  

l’apparition	   des	   premiers	   signes	   de	   dysfonction	   cardiaque.	   Ces	   différentes	   voies	   étant	  

notamment	   impliquées	   dans	   la	   sénescence	   cellulaire,	   des	   processus	   de	   sénescence	  

précoce	  pourraient	  être	  activés	  dans	  le	  cœur	  des	  souris	  Het.	  	  	  	  

De	  plus,	  comme	  je	  l’ai	  exposé	  dans	  la	  partie	  III	  des	  résultats	  de	  ce	  mémoire,	  la	  protéine	  

MIBP	   est	   impliquée	   dans	   le	   métabolisme	   du	   NAD,	   un	   cofacteur	   important	   pour	   les	  

protéines	   PARP	   participant	   aux	   réparations	   de	   l’ADN.	   Les	   dommages	   de	   l’ADN	   sont	  

particulièrement	  liés	  à	  la	  mise	  en	  place	  d’un	  phénotype	  sénescent	  des	  cellules.	  	  

	  

Il	   est	   donc	   nécessaire	   d’explorer	   plus	   en	   détails	   le	   phénotype	   cellulaire	   du	   cœur	   des	  

souris	   Het,	   en	   recherchant	   des	   indices	   de	   sénescence	   comme	   par	   exemple	   un	  

raccourcissement	  des	  télomères	  (Liu,	  1999),	  une	  expression	  de	  la	  beta-‐galactosidase	  ou	  

l’expression	  de	  gènes	  impliqués	  dans	  la	  sénescence	  comme	  p21,	  p53	  et	  p16	  par	  exemple	  

(Shay	  et	  al,	  1991).	  

Enfin,	  s’il	  s’avère	  que	  le	  cœur	  des	  souris	  Het	  présente	  un	  phénotype	  sénescent,	  il	  serait	  

intéressant	  de	  contrecarrer	  cette	  sénescence	  par	   l’activation	  de	  voies	  protectrices	  telle	  

que	  la	  voie	  IGF1/Akt	  (Torella	  et	  al,	  2004),	  en	  traitant	  les	  animaux	  avec	  de	  l’IGF1	  (Insulin	  

Growth	  Factor-‐1)	  ou	  en	  leur	  injectant	  un	  adénovirus	  codant	  pour	  ce	  facteur	  trophique.	  



 188 

L’augmentation	   d’expression	   d’IFG1	   et	   l’activation	   en	   aval	   de	   Akt	   ont	   démontré	   des	  

effets	   bénéfiques	   en	   terme	   de	   prolongation	   des	   capacités	   prolifératives	   des	   cellules	  

satellites	   (Chakravarthy	   et	   al,	   2000)	   et	   des	   cellules	   souches	   cardiaques,	   limitant	   les	  

défauts	  cardiaques	  liés	  à	  l’âge	  chez	  la	  souris	  (Torella	  et	  al,	  2004).	  

	  

Les	  laminopathies	  sont-‐elles	  des	  pathologies	  de	  la	  mécanosensation	  ?	  
	  

L’hypothèse	   mécanique	   des	   laminopathies	   que	   j’ai	   présentée	   en	   introduction	   de	   ce	  

mémoire	   propose	   que	   les	   lamines	   A/C	   jouent	   un	   rôle	   primordial	   dans	   la	   résistance	  

mécanique	  du	  noyau	  et	  que	  des	  défauts	  de	  la	  lamina	  nucléaire,	  induits	  par	  des	  mutations	  

des	  protéines	  qui	  la	  composent,	  sont	  susceptibles	  de	  fragiliser	  le	  noyau	  et	  la	  cellule.	  Les	  

cellules	  seraient	  alors	  plus	  sensibles	  à	  l’apoptose,	  en	  particulier	  dans	  les	  tissus	  soumis	  à	  

des	  contraintes	  mécaniques	  fortes.	  

	  

En	   accord	   avec	   cette	   hypothèse,	   la	   plupart	   des	   tissus	   atteints	   dans	   les	   laminopathies	  

(muscles	   squelettiques,	   système	   cardiovasculaire,	   os,	   	   peau,	   tissu	   adipeux)	   sont	   des	  

tissus	   dans	   lesquels	   les	   cellules	   et	   les	   noyaux,	   en	   particulier,	   sont	   soumis	   à	   des	  

contraintes	  mécaniques	   fortes	  et	  nécessitent	  d’avoir	  des	  propriétés	  de	  résistance	  mais	  

aussi	   d’élasticité.	   Les	   cellules	   doivent	   aussi	   être	   en	   mesure	   de	   répondre	   de	   façon	  

adéquate	  aux	  contraintes	  qui	  s’exercent	  sur	  elles,	  en	  d’autres	  termes,	  elles	  doivent	  être	  

«	  mécanosensibles	  ».	  La	  mécanosensation	  et	   la	  mécanotransduction,	  définies	  comme	  la	  

transformation	  de	  forces	  mécaniques	  en	  signaux	  biochimiques	  pour	  rendre	  compte	  aux	  

cellules	   des	   changements	   de	   leur	   environnement,	   sont	   particulièrement	   importantes	  

pour	   la	  morphogenèse	   de	   ces	   tissus	   et	   leur	  maintien	   (Jaalouk	   &	   Lammerding,	   2009).	  

C’est	   le	   cytosquelette	   via	   ses	   liaisons	   avec	   la	   matrice	   extracellulaire,	   qui	   est	   le	   chef	  

d’orchestre	  de	  la	  mécanotransduction,	  en	  apportant	  aux	  cellules	  une	  «	  pré-‐tension	  »	  ou	  

«	  tenségrité	  »	   nécessaire	   pour	   répondre	   aux	   contraintes	   mécaniques	   extrinsèques	  

(Wang	  et	  al,	  2009).	  

	  

Les	  contraintes	  de	  cisaillement	  appliquées	  sur	   les	  cellules	  endothéliales	  de	   la	  paroi	  de	  

vaisseaux	   ainsi	   que	   les	   contraintes	   circonférentielles	   s’appliquant	   sur	   les	   cellules	  

endothéliales	   et	   musculaires	   lisses	   vasculaires	   exercent	   un	   effet	   protecteur	   face	   à	  

l’athérosclérose	  (Hahn	  &	  Schwartz,	  2009).	  Des	  altérations	  de	  ces	  tissus	  sont	  observées	  
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chez	   les	   patients	   atteints	   de	   HGPS	   et	   de	   FPLD	   (Al-‐Shali	   &	   Hegele,	   2004).	   Les	   cellules	  

épithéliales	   de	   la	   peau	   ont	   une	   organisation	   particulière	   de	   par	   leur	   rôle	   de	   barrière	  

(Reichelt,	   2007).	   Elles	   sont	   polarisées	   et	   les	   jonctions	   qu’elles	   établissent	   entre-‐elles	  

nécessitent	   un	   cytosquelette	   parfaitement	   solide	   mais	   élastique,	   formant	   une	   couche	  

cellulaire	   hermétique	   à	   l’extérieur.	   Des	   défauts	   de	   l’épiderme	   sont	   observés	   chez	   les	  

souris	  LmnaL530P/L530P,	  modèle	  de	  syndrome	  progéroïde	  (Mounkes	  et	  al,	  2003)	  et	  chez	  les	  

patients	  souffrant	  de	  HGPS	  (Pereira	  et	  al,	  2008).	  

Un	  autre	  tissu	  dans	  lequel	  le	  rôle	  de	  la	  mécanosensation	  est	  primordial	  dans	  le	  maintien	  

tissulaire	   est	   le	   tissu	   osseux.	   Le	   tissu	   osseux	   est	   compact	   et	   constitué	   de	   couches	  

concentriques	   de	   matrice	   osseuse	   calcifiée,	   au	   centre	   desquelles	   de	   petites	   cavités	  

appelées	   «	  lacunes	  »	   sont	   formées	   à	   intervalles	   réguliers.	   Ces	   lacunes	   contiennent	   les	  

ostéocytes,	  cellules	  osseuses	  principales,	  et	  sont	  reliées	  entre	  elles	  par	  des	  canalicules,	  

un	  réseau	  de	  canaux	  d'interconnexion.	  La	  gravité	  et	  les	  forces	  de	  compression	  générées	  

par	   les	   contractions	   musculaires	   résultent	   en	   de	   petites	   déformations	   de	   l'os.	   Ces	  

microdéformations	  induisent	  des	  gradients	  de	  pression	  qui	  permettent	  l'écoulement	  du	  

fluide	   interstitiel	  à	   travers	   le	   réseau	  de	  canalicules.	  La	  pression	  relative	   induite	  par	  ce	  

flux	  stimulerait	  le	  remodelage	  osseux	  localisé	  afin	  d'optimiser	  les	  propriétés	  physiques	  

de	  l'os	  par	  le	  biais	  de	  processus	  de	  mécanotransduction	  (Burger	  &	  Klein-‐Nulend,	  1999).	  

L’absence	   de	   forces	   s’exerçant	   sur	   le	   tissu	   osseux,	   en	   situation	   de	   microgravité	   par	  

exemple,	   conduisent	   à	   une	   perte	   de	   masse	   osseuse	   (Klein-‐Nulend	   et	   al,	   2003).	   Une	  

ostéolyse	   est	   aussi	   observée	   chez	   les	   patients	   atteints	   de	   HGPS	   et	   dans	   les	   modèles	  

murins	  de	  progéria	  (Bergo	  et	  al,	  2002	  ;	  Mounkes	  et	  al,	  2003	  ;	  Yang	  et	  al,	  2005).	  L’absence	  

de	   lamines	   A/C,	   obtenue	   par	   ARN	   interférence	   dans	   des	   cellules	   souches	  

mésenchymateuses,	  affecte	  la	  différenciation	  en	  ostéoblastes	  de	  ces	  cellules	  (Akter	  et	  al,	  

2009).	  Ce	  résultat	  pourrait	  expliquer	  les	  défauts	  osseux	  observés	  chez	  les	  souris	  Lmna-‐/-‐	  	  

(Li	  et	  al,	  2011b).	  	  

Dans	   les	  adipocytes,	   l’accumulation	  de	   lipides	  dans	  une	  grosse	  vacuole	   centrale	   induit	  

des	   contraintes	   mécaniques	   fortes	   sur	   le	   noyau,	   qui	   est	   repoussé	   en	   périphérie	   des	  

cellules	  et	  prend	  une	  forme	  ovoïde	  aplatie	  dans	  le	  tissu	  sous-‐cutané	  chez	  l’homme.	   	  Ce	  

processus	   est	   associé	   à	   une	   réorganisation	   importante	   de	   la	   lamina	   nucléaire,	   du	  

complexe	  LINC	  et	  du	  cytosquelette	  de	  vimentine,	  d’actine	  et	  de	  microtubules	  au	  cours	  de	  

la	   différenciation	   adipogénique	   (Verstraeten	   et	   al,	   2011).	   Ainsi	   tout	   défaut	   de	  

réorganisation	   du	   nuléo-‐cytosquelette	   (absence	   de	   lamines	   A/C	   ou	   présence	   de	  
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progérine	  par	  exemple)	  serait	  délétère	  pour	  la	  différenciation	  adipogénique	  expliquant	  

en	  partie	   la	   lipoatrophie	  observée	  chez	   les	  souris	  Lmna-‐/-‐	   (Cutler	  et	  al,	  2002),	   chez	   les	  

patients	  atteints	  FPLD	  et	  de	  HGPS	  (Verstraeten	  et	  al,	  2008).	  

	  

La	   mécanotransduction	   est	   particulièrement	   complexe	   dans	   le	   cœur	   de	   part	   les	  

nombreux	  types	  de	  charges	  mécaniques	  qui	  sont	  appliquées	  sur	  les	  cardiomyocytes.	  Le	  

cytosquelette	  est	   le	  principal	  moyen	  de	  détection,	  d'intégration	  et	  de	  coordination	  des	  

réponses	  cellulaires	  aux	  modifications	  de	  charge	  et	  d’environnement.	  Les	  changements	  

du	   «	  microenvironnement	  »	   des	   cardiomyoyctes,	   comme	   la	   composition	   de	   la	  matrice	  

extracellulaire,	  les	  cellules	  voisines	  et	  la	  rigidité	  du	  tissu	  sont	  détectés	  par	  des	  protéines	  

de	   structure	   spécialisées	   et	   intégrées	   au	   cytosquelette,	   comme	   les	   costamères	   et	   les	  

complexes	   des	   intégrines	   (complexes	   associée	   a	   la	   dystophine	   et	   aux	   sarcoglycanes,	  

kinases	   liées	   aux	   intégrines,	   protéines	   MLP,	   Mélusine…),	   les	   jonctions	   adhérentes	  

(complexe	   cadhérine/β-‐caténine),	   le	   complexe	   multiprotéique	   du	   disque	   Z	   (MLP,	  

CARP…)	  ou	  la	  titine	  (plateforme	  pour	  FHL1,	  ERK1/2…)	  par	  exemple	  (Buyandelger	  et	  al,	  

2011).	  Ces	  protéines	  mécanosensibles	  induisent	  le	  remodelage	  du	  cytosquelette	  afin	  de	  

s'adapter	   aux	   nouvelles	   conditions	   environnementales	   des	   cardiomyocytes.	   Le	  

cytosquelette	   propage	   également	   des	   signaux	   mécaniques	   pour	   l’adaptation	   d'autres	  

fonctions	   au	   sein	   du	   cardiomyocyte,	   telles	   que	   la	   signalisation,	   l'excitabilité,	   la	  

contractilité	  et	  l'expression	  des	  gènes	  (McCain	  &	  Parker,	  2011).	  

	  

Comme	  je	   l’ai	  déjà	  plusieurs	  fois	  exposé	  dans	  ce	  mémoire,	   le	  cytosquelette	  des	  cellules	  

dans	   lesquelles	   les	   lamines	   A/C	   sont	   absentes	   ou	   dysfonctionnelles,	   est	   altéré.	   Les	  

défauts	  de	  mécanotransduction	  de	  ces	  cellules	  ne	  sont	  plus	  à	  prouver.	   Il	  a	  en	  effet	  été	  

montré	  que	  les	  cellules	  déficientes	  en	  lamines	  A/C	  sont	  incapables	  d’exprimer	  des	  gènes	  

mécanosensibles	  Iex-‐1	  et	  Egr-‐1	  en	  réponse	  à	  un	  étirement	  cyclique	  (Broers	  et	  al,	  2004	  ;	  

Lammerding	   et	   al,	   2005;	   Lammerding	   et	   al,	   2004	  ).	   En	   parallèle,	   des	   défauts	   de	  

mécanotransduction	   ont	   aussi	   été	   mis	   en	   évidence	   in	   vivo	   chez	   les	   souris	   Lmna-‐/-‐	   et	  

Lmna+/-‐,	  corroborant	  ce	  qui	  était	  connu	  sur	  les	  cellules	  Lmna-‐/-‐.	  Dans	  le	  cœur	  des	  souris	  

Lmna-‐/-‐	   un	  défaut	   de	   transmission	  de	   la	   force	   résultant	   d’une	  distorsion	  du	   réseau	  de	  

desmine	  a	  été	  observé	  (Nikolova	  et	  al,	  2004).	  Cette	  altération	  de	  la	  transmission	  de	  force	  

est	   aussi	   visible	   chez	   les	   souris	   Lmna+/-‐,	   qui	   ne	   développent	   qu’une	   réponse	  
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hypertrophique	  limitée	  en	  réponse	  à	  une	  constriction	  de	  l’aorte	  thoracique	  (Cupesi	  et	  al,	  

2010).	  	  	  	  

	  

Le	  cœur	  des	  souris	  Het	  est-‐il	  «	  mécanosensible	  »	  ?	  	  	  

Plusieurs	  de	  nos	  résultats	  indiqueraient	  que	  des	  processus	  de	  mécanotransduction	  sont	  

à	  l’œuvre	  dans	  le	  cœur	  des	  souris	  Het	  :	  	  

-‐	  Le	  gène	  codant	  la	  protéine	  MIBP	  est	  surexprimé	  dans	  le	  cœur	  des	  souris	  Het	  dès	  l’âge	  

de	   10	   semaines.	   MIBP,	   aussi	   appelé	   Itgb1bp3	   (Integrin	   Beta	   1	   Binding	   protein	   3),	   en	  

interagissant	   avec	   les	   intégrines	   et	   la	   paxilline	   joue	   un	   rôle	   dans	   la	   régulation	   des	  

complexes	   d’adhésion	   cellule-‐matrice	   et	   participe	   ainsi	   à	   la	   morphogenèse	   chez	   le	  

poisson-‐zèbre	   (Goody	   et	   al,	   2010)	   et	   à	   la	   différenciation	  myogénique	   des	  myoblastes	  

C2C12	  de	  souris	   (Li	  et	  al,	  1999).	  Son	  rôle	  dans	   le	  cœur	  reste	  peu	  connu	  mais	  pourrait	  

refléter	  une	   fonction	  signalétique	  de	  mécanotransduction	  au	  niveau	  des	  complexes	  du	  

sarcolemme.	  

-‐	  La	  voie	  ERK1/2	  est	  activée	  dans	   le	  cœur	  de	  souris	  Het.	  L’activation	  de	   la	  voie	  MAPK	  

ERK1/2	  est	  connue	  pour	  amorcer	  des	  processus	  d’hypertrophie	  cardiaque	  en	  réponse	  à	  

de	  nombreux	  stimuli,	  dont	  le	  stress	  mécanique	  (Kehat	  et	  al,	  2011	  ;	  Rose	  et	  al,	  2010).	  	  

-‐	  Des	  résultats	  préliminaires	   indiquent	  que	   le	  gène	  Fhl1	   codant	   la	  protéine	  Four	  and	  a	  

Half	  LIM	  domain	  1,	  est	  surexprimé	  dans	  le	  cœur	  des	  souris	  Het	  âgées	  de	  deux	  semaines	  

(données	  non	  présentées).	  FHL1	  est	  une	  protéine	  interagissant	  avec	  la	  titine	  et	  ERK1/2	  

au	   niveau	   de	   la	   bande	   I	   des	   sarcomères.	   Chez	   la	   souris,	   l’absence	   de	   FHL1	   diminue	  

l’activation	   des	  MAPK	   et	   la	   réponse	   hypertrophique	   en	   réponse	   à	   une	   constriction	   de	  

l’aorte	   thoracique	   (Sheikh	   et	   al,	   2008).	   FHL1	   pourrait	   former	   un	   senseur	   d’étirement	  

avec	  les	  MAPK	  et	  la	  portion	  N2B	  de	  la	  titine,	  et	  ainsi	  modulerait	  la	  mécanosensation	  au	  

niveau	  des	  cardiomyocytes.	  En	  réponse	  à	  un	  étirement	  elle	  serait	  transloquée	  au	  noyau	  

et	   modulerait	   l’activité	   de	   facteurs	   de	   transcription	   comme	   NFATc-‐1,	   dans	   le	   muscle	  

squelettique	  (Cowling	  et	  al,	  2008).	  De	  plus,	  des	  mutations	  du	  gène	  FHL1	  sont	  impliquées	  

dans	   des	   cardiomyopathies	   hypertrophiques	   (Friedrich	   et	   al,	   2012)	   et	   dans	   l’EDMD	  

(Gueneau	  et	  al,	  2009).	  

-‐	  Enfin,	   le	  niveau	  de	   tubuline	  augmente	  progressivement	  dans	   le	   cœur	  des	   souris	  Het,	  

semblant	   indiquer	   un	   remodelage	   du	   cytosquelette	   de	   microtubules	   associé	   à	   des	  

processus	  hypertrophiques	  myocardiques	  (Cooper,	  2006;	  Watkins	  et	  al,	  1987	  ).	  	  
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Les	  cardiomyocytes	  des	  souris	  Het	  ne	  semblent	  donc	  pas	  être	  dépourvus	  de	  réponses	  de	  

mécanotransduction.	  En	  revanche,	  ces	  mécanismes	  n’apparaissent	  pas	  suffisants	  ou	  sont	  

incomplets	  pour	   contrecarrer	   les	   effets	  de	   la	  mutation,	   en	  particulier	   en	   réponse	  à	  un	  

stress	  mécanique,	   comme	   celui	   induit	   par	   l’exercice	   chronique	   épuisant	   (Partie	   II	   des	  

résultats).	   Le	   cœur	   des	   souris	   Het	   décompense	   rapidement	   en	   insuffisance	   cardiaque	  

congestive.	  

	  

Comment	  expliquer	  la	  dysfonction	  du	  système	  ubiquitine-‐protéasome	  dans	  
le	  cœur	  des	  souris	  Het	  ?	  
	  

Les	  lamines	  A/C	  ΔK32	  sont	  dégradées	  par	  le	  système	  ubiquitine-‐protéasome	  (UPS)	  dans	  

le	  cœur	  et	  le	  muscle	  des	  souris	  Het.	  Ceci	  représenterait	  un	  mécanisme	  protecteur	  pour	  

limiter	   son	  effet	  négatif	   sur	   les	   lamines	  A/C	  sauvages	   (Wt).	  On	  peut	  en	  effet	   supposer	  

qu’il	   se	   forme	   des	   dimères	   «	  mixtes	  »	   de	   lamines,	   il	   cohabiterait	   ainsi	   des	   dimères	   de	  

lamines	  Wt/Wt,	  Wt/ΔK32	  et	  ΔK32/ΔK32	  dans	  les	  cellules	  des	  souris	  Het.	  Comme	  je	  l’ai	  

indiqué	   dans	   le	   manuscrit	   soumis	   pour	   publication,	   chez	   C.	   elegans	   la	   délétion	   de	   la	  

lysine	  46,	  acide	  aminé	  chargé	  homologue	  de	   la	   lysine	  32	  des	  mammifères,	  perturbe	   la	  

formation	  du	  réseau	  de	  lamines	  A/C	   in	  vitro	  (Bank	  et	  al,	  2011).	  Aussi,	   la	  délétion	  de	   la	  

lysine	  32	  pourrait	  perturber	  l’assemblage	  des	  lamines	  mutées	  mais	  aussi	  des	  lamines	  Wt	  

interagissant	   avec	   elles	   dans	   le	   cœur	   des	   souris	   Het.	   Une	   étude	   visant	   à	   étudier	  

l’assemblage	  de	  filaments	  de	  desmine	  mutées	  dans	  le	  domaine	  N-‐terminal	  de	  la	  «	  tête	  »	  

de	  la	  protéine	  a	  montré	  que	  la	  desmine	  mutée	  ne	  s’assemble	  pas	  correctement,	  formant	  

des	   filaments	   agrégés,	   et	   qu’elle	   exerce	   un	   effet	   dominant	   négatif	   sur	   l’assemblage	   du	  

réseau	   lorsqu’elle	  est	  mélangé	  à	  de	   la	  desmine	  Wt	  (ratio	  1:1)	   (Sharma	  et	  al,	  2009).	  La	  

structure	  des	  filaments	  intermédiaires	  étant	  très	  conservée	  entre	  les	  différentes	  familles	  

(Herrmann	   et	   al,	   2009),	   il	   est	   concevable	   que	   la	   lamine	   ait	   un	   effet	   similaire	   dans	   les	  

tissus	  des	  souris	  Het.	  Une	  étude	  du	  même	  type	  est	  actuellement	  en	  cours	  pour	  évaluer	  

l’impact	  des	  lamines	  A/C	  ΔK32	  sur	  l’assemblage	  des	  lamines	  A/C	  Wt.	  

	  

La	   dysfonction	   de	   l’UPS	   a	   été	   mise	   en	   évidence	   dans	   le	   cœur	   des	   souris	   Het	   par	  

l’accumulation	  de	  protéine	  Ub-‐GFP,	  protéine	   rapportrice	  de	   l’activité	  de	   ce	   système	   in	  

vivo.	  L’accumulation	  de	  protéine	  Ub-‐GFP	  dans	  le	  cœur	  des	  souris	  Het	  est	  modeste	  (d’un	  

facteur	  1,5)	  comparé	  aux	  souris	  Wt	  et	  signe	  donc	  une	  dysfonction	  modérée	  de	  l’UPS	  chez	  
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les	  souris	  âgées	  de	  30	  semaines.	  Il	  reste	  à	  établir	  si	  cette	  dysfonction	  s’aggrave	  avec	  l’âge	  

et	   la	   progression	   de	   la	   cardiomyopathie	   dilatée	   chez	   les	   souris	   Het.	   Toutefois,	   cette	  

altération,	  bien	  que	  limitée,	  de	  l’UPS	  est	  suffisante	  pour	  conduire	  à	  une	  augmentation	  de	  

l’ordre	  de	  1,5	  à	  2	  fois	  de	  la	  quantité	  globale	  des	  lamines	  A/C,	  et	  donc	  une	  augmentation	  

de	  la	  quantité	  de	  lamines	  A/C	  ΔK32	  dans	  le	  cœur	  des	  souris	  Het	  âgées	  de	  57	  semaines.	  

Notre	   hypothèse	   est	   que	   la	   quantité	   de	   lamines	   A/C	   ΔK32	   atteindrait	   alors	   un	   seuil	  

«	  critique	  »	  augmentant	  ces	  effets	  délétères	  sur	  la	  fonction	  cardiaque.	  	  

	  

Plusieurs	  questions	   restent	  posées	  quant	  à	   l’origine	  de	   la	  dysfonction	  de	   l’UPS	  dans	   le	  

cœur	  des	  souris	  Het	  :	  

	  

-‐	  La	  dysfonction	  vient-‐elle	  d’une	  surcharge	  de	  travail	   imposée	  à	  l’UPS,	   le	  système	  est-‐il	  

dépassé	  ?	  	  

	  

Le	   système	   UPS	   a	   été	   impliqué	   dans	   toutes	   les	   pathologies	   cardiaques,	   comme	   je	   l’ai	  

exposé	  dans	  l’introduction	  de	  ce	  mémoire.	  Sa	  dysfonction	  est	  très	  souvent	  associée	  à	  un	  

stress	  myocardique	  imposant	  une	  synthèse	  et	  une	  dégradation	  protéiques	  importantes	  

(hypertrophie,	  ischémie,	  protéines	  mutées…)	  (Schlossarek	  &	  Carrier,	  2011).	  	  

Aussi,	   la	   dégradation	   continue	   de	   lamines	   A/C	   ΔK32	   dans	   le	   cœur	   des	   souris	   Het	  

pourrait	   altérer	   la	   fonction	  normale	  de	   l’UPS.	  Un	  mécanisme	  de	   ce	   type	   a	   été	   suggéré	  

pour	  expliquer	  la	  dysfonction	  de	  l’UPS	  dans	  la	  cardiomyopathie	  liée	  à	  une	  surcharge	  en	  

desmine	   (Liu	   et	   al,	   2006b)	   et	   dans	   la	   cardiomyopathie	   hypertrophique	   liée	   à	   des	  

mutations	  de	  la	  protéine	  C	  cardiaque	  (MyBPc)	  (Sarikas	  et	  al,	  2005).	  

Des	   données	   obtenues	   sur	   des	   cardiomyocytes	   néonataux	   de	   souris	   homozygotes	  

LmnaΔK32/ΔK32	   en	   culture	   indiquent	   que	   le	   niveau	   de	   protéines	   ubiquitinées	   est	   2,5	  

supérieur	  au	  niveau	  de	  protéines	  ubiquitinées	  des	  cardiomyocytes	  néonataux	  de	  souris	  

Wt,	   suggérant	   une	   inadéquation	   de	   la	   dégradation	   dans	   ces	   cellules.	   L’étude	   de	   la	  

fonction	  de	   l’UPS	  devra	  être	  approfondie	  dans	   les	   tissus	  des	  souris	  LmnaΔK32/ΔK32	  pour	  

étudier	  si	  le	  taux	  de	  dégradation	  très	  important	  chez	  ces	  animaux	  (80%	  des	  lamines	  A/C	  

sont	  dégradés)	  est	  à	  l’origine	  d’une	  altération	  de	  l’UPS.	  	  	  

Il	   a	   été	   montré	   qu’en	   cas	   d’accumulation	   de	   protéines	   ubiquitinées	   en	   lien	   avec	   une	  

fonction	   défectueuse	   de	   l’UPS,	   il	   y	   a	   une	   prise	   en	   charge	   du	   «	  surplus	  »	   de	   protéines	  

ubiquitinées	  non	  dégradées	  par	  le	  système	  de	  dégradation	  autophagique.	  Chez	  les	  souris	  
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LmnaH222P/H222P	  l’observation	  de	  vacuoles	  de	  type	  autophagique	  à	  proximité	  des	  noyaux	  

suggère	  que	   le	  système	  autophagique	  est	  dysfonctionnel	  dans	   le	  cœur	  de	  ces	  animaux.	  

Cette	  dysfonction	  a	  été	  confirmée	  in	  vitro	  dans	  des	  fibroblastes	  embryonnaires	  issus	  de	  

ces	   mêmes	   souris	   (Park	   et	   al,	   2009).	   En	   revanche,	   le	   système	   autophagique	   n’est	  

apparemment	  pas	  altéré	  dans	  le	  cœur	  de	  nos	  souris	  Het.	  A	  l’exception	  du	  stade	  terminal,	  

l’observation	   du	  myocarde	   en	  microscopie	   électronique	  n’a	   pas	   révélé	   d’accumulation	  

particulière	  de	  vacuoles	  autophagiques	  clairement	   identifiables.	  De	  plus,	   	   le	   ratio	  LC3-‐

II/LC3-‐I	  n’est	  pas	  altéré	  dans	   le	  cœur	  des	  souris	  Het.	  Bien	  qu’utile,	   la	  mesure	  du	  ratio	  

LC3-‐II/LC3-‐I	   n’est	   pas	   suffisante	   pour	   avoir	   une	   vision	   claire	   du	   fonctionnement	  

autophagique.	  Pour	  avoir	  une	  vision	  claire	  de	   la	   fonction	  de	   l’autophagie	  dans	   le	  cœur	  

des	   souris	   Het,	   il	   faudrait	   en	   plus	   mesurer	   le	   niveau	   des	   protéines	   Beclin-‐1	   et	  

p62/sequestosome-‐1.	   Beclin-‐1	   est	   une	   protéine	   nécessaire	   à	   la	   nucléation	   des	  

membranes,	  première	  étape	  de	  la	  formation	  d’autophagosomes	  (Tanida,	  2011).	  p62	  est	  

une	  protéine	  faisant	   l’intermédiaire	  entre	   les	  protéines	  ubiquitinées	  et	   la	  protéine	  LC3	  

pour	   séquestrer	   les	   protéines	   ubiquitinées	   non	   dégradées	   dans	   des	   autophagosomes	  

(Ding	  et	  al,	  2007;	  Pankiv	  et	  al,	  2007	  ).	  	  

	  

-‐	   L’UPS	   est	   il	   altéré	   par	   des	   mécanismes	   secondaires	   induits	   par	   la	   présence	   de	   la	  

mutation	  ?	  	  

	  

Il	  a	  été	  suggéré	  que	  les	  lamines	  joueraient	  un	  rôle	  de	  tampon	  pour	  les	  espèces	  réactives	  

de	   l’oxygène,	   protégeant	   ainsi	   du	   stress	   oxydatif	   d’autres	   protéines	   nucléaires	   moins	  

abondantes	   et	   dont	   le	   rôle	   est	   plus	   critique	   (Sieprath	   et	   al,	   2012).	   En	   revanche,	   le	  

pouvoir	   tampon	   des	   lamines	   reste	   malgré	   tout	   limité.	   La	   présence	   de	   lamines	   A/C	  

mutées	   ou	   l’accumulation	   de	   prélamine	   A	   dans	   différentes	   laminopathies	   comme	   la	  

FPLD	  sont	  associées	  à	  un	  stress	  oxydatif	  cellulaire	  majoré	  (Verstraeten	  et	  al,	  2009).	  Un	  

déséquilibre	  oxydatif	  a	  aussi	  été	  mis	  en	  évidence	  dans	  l’EDMD	  (Pekovic	  et	  al,	  2011),	  une	  

atteinte	  cardiaque	   (Charniot	  et	  al,	  2007),	   l’HGPS	  (Viteri	  et	  al,	  2010)	  par	  exemple.	  Bien	  

qu’il	  y	  ait	  visiblement	  un	  lien	  entre	  la	  dysfonction	  des	  lamines	  A/C	  et	  des	  perturbations	  

de	  l’homéostasie	  oxydo-‐réductrice,	  les	  mécanismes	  à	  l’origine	  de	  ces	  altérations	  restent	  

inconnus.	  En	  revanche,	  il	  a	  été	  prouvé	  que	  le	  stress	  oxydant	  a	  des	  effets	  délétères	  sur	  de	  

nombreuses	  fonctions	  cellulaires	  et	  participe	  aux	  dommages	  de	  l’ADN,	  à	  la	  sénescence	  et	  

à	   l’apoptose	   (Richter	   &	   von	   Zglinicki,	   2007).	   En	   particulier,	   l’UPS	   est	   sensible	   aux	  
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modifications	   de	   type	   oxydatif.	   Un	   stress	   oxydatif	   induit	   par	   du	   peroxyde	   d’oxygène	  

H2O2	  conduit	  à	  la	  dissociation	  des	  particules	  20S	  et	  19S	  du	  protéasome	  26S,	  induisant	  la	  

perte	   des	   activités	   protéolytiques	   de	   ce	   système	   (Aiken	   et	   al,	   2011).	   De	   plus,	   les	  

particules	  19S	   et	  20S	   sont	   susceptibles	  d’être	  modifiées	  par	   le	   stress	  oxydatif.	   Il	   a	   été	  

montré	   qu’elles	   peuvent	   être	   altérées	   par	   carbonylation,	   cross-‐linkage,	   S-‐

glutathionylation.	  Toutes	  ces	  modifications	  oxydatives	  sont	  associées	  à	  une	  altération	  de	  

la	   fonction	   du	   protéasome	   26S	   (Aiken	   et	   al,	   2011).	   Ainsi,	   une	   explication,	   bien	   que	  

spéculative	   à	   ce	   stade,	   serait	   que	   la	   dysfonction	   de	   l’UPS	   observée	   dans	   le	   cœur	   des	  

souris	  Het	  pourrait	  être	  en	  partie	  liée	  à	  un	  déséquilibre	  du	  statut	  oxydatif	  des	  cellules.	  

Ceci	  reste	  bien	  entendu	  à	  explorer	  dans	  le	  cœur	  des	  souris	  Het.	  

	  

D’autre	   part,	   la	   fonction	   de	   l’UPS	   diminue	   avec	   l’âge	   en	   raison	   d’une	   diminution	  

d’expression	   des	   différentes	   sous-‐unités,	   de	   leur	   modifications	   post-‐traductionnelles,	  

d’une	  diminution	  des	  activités	  protéolytiques,	  et	  de	  la	  formation	  complexes	  de	  protéines	  

liées	   entre-‐elles	   (crossed-‐linked	   proteins)	   (Vernace	   et	   al,	   2007b).	   Une	   autre	   cause	  

d’altération	   de	   la	   fonction	   de	   l’UPS	   avec	   l’âge	   est	   la	   diminution	   des	   niveaux	   d’ATP	  

disponibles	   pour	   réaliser	   toutes	   les	   réactions	   d’assemblage	   du	   complexe	   26S,	  

d’ubiquitination,	   de	   désubiquitination	   et	   de	   dégradation	   des	   substrats	   (Vernace	   et	   al,	  

2007a).	  Ainsi,	  des	  processus	  de	  «	  vieillissement	  »	   cardiaque	  prématuré	   chez	   les	   souris	  

Het,	  comme	  je	  l’ai	  discuté	  plus	  haut,	  pourraient	  participer	  à	  l’altération	  de	  l’UPS.	  

	  

De	  façon	  intéressante,	  le	  niveau	  total	  de	  lamines	  A/C	  est	  diminué	  de	  l’ordre	  de	  60%	  dans	  

le	   muscle	   squelettique	   des	   souris	   Het,	   et	   ce	   tout	   au	   long	   de	   leur	   vie,	   sans	   qu’aucune	  

anomalie	  de	  ce	  tissu	  n’est	  pu	  être	  mise	  en	  évidence.	  Nous	  n’avons	  pas	  encore	  évalué	  le	  

ratio	  de	  lamines	  A/C	  ΔK32	  existant	  dans	  le	  muscle,	  ni	  la	  fonction	  de	  l’UPS	  dans	  le	  muscle	  

squelettique	   de	   ces	   souris	   mais	   ces	   analyses	   renseigneraient	   sans	   doute	   sur	   les	  

spécificités	  cardiaques	  de	  l’UPS	  dans	  la	  dégradation	  des	  lamines	  A/C	  ΔK32,	  et	  pourquoi	  

pas,	  sur	  la	  spécificité	  cardiaque	  de	  l’atteinte	  liée	  à	  cette	  mutation.	  

	  

L’activité	   de	   l’UPS	   peut	   être	   augmentée	   in	   vivo	   par	   l’expression,	   via	   l’injection	   d’un	  

adénovirus,	   de	   la	   sous-‐unité	   activatrice	   PA28α	   (Li	   et	   al,	   2011a).	   Il	   serait	   tentant	  

d’envisager	  de	  moduler	  l’activité	  du	  protéasome	  chez	  les	  souris	  Het	  afin	  de	  diminuer	  au	  

maximum	  le	  niveau	  de	  lamines	  A/C	  ΔK32	  existant	  dans	  le	  cœur,	  cependant	  le	  niveau	  de	  
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lamines	  A/C	  nécessite	  d’être	  finement	  régulé	  pour	  maintenir	  l’homéostasie	  et	  la	  fonction	  

cardiaque.	  Aussi,	  une	  activation	  plus	  grande	  de	  l’UPS	  et	  donc	  une	  diminution	  du	  niveau	  

global	   des	   lamines	   A/C	   	   reproduirait	   la	   situation	   des	   souris	   Lmna+/-‐	   voire	   des	   souris	  

Lmna-‐/-‐,	  qui	  développent	  des	  pathologies	  cardiaques,	  entre	  autres	  (Chandar	  et	  al,	  2010	  ;	  

Cupesi	  et	  al,	  2010;	  Nikolova	  et	  al,	  2004	  ;	  Wolf	  et	  al,	  2008	  ).	  

	  

Quels	  facteurs	  spécifiques	  interagissent	  avec	  le	  domaine	  N-‐terminal	  des	  
lamines	  A/C?	  	  
	  

Le	   niveau	   de	   lamines	   A/C	   est	   certes	   diminué	   dans	   le	   cœur	   des	   souris	   mais	   elles	  

apparaissent	  bien	  localisées.	  Ceci	  contraste	  avec	  ce	  qui	  est	  observé	  dans	  les	  cellules	  des	  

souris	   homozygotes	   LmnaΔK32/ΔK32	   chez	   lesquelles	   les	   lamines	   A/C	   ΔK32	   sont	  

principalement	  localisées	  dans	  le	  nucléoplasme	  (Bertrand	  et	  al,	  2012).	  Cette	  différence	  

suggère	  un	  rôle	  des	  lamines	  A/C	  Wt	  dans	  la	  localisation	  correcte	  des	  lamines	  A/C	  ΔK32	  

à	   l’enveloppe	   nucléaire	   chez	   les	   souris	   Het.	   En	   revanche,	   on	   ne	   peut	   exclure	   que	   les	  

lamines	  A/C	  ΔK32	  soient	  présentes	  dans	  le	  nucléoplasme	  des	  cellules	  Het,	  comme	  dans	  

les	   cellules	   Homozygotes,	   mais	   restent	   non	   détectables	   en	   immunomarquage	   de	   part	  

leur	   très	   faible	  quantité.	  Quoi	  qu’il	   en	   soit,	   les	   résultats	  d’immunomarquage	   indiquent	  

que	   les	   complexes	   membranaires	   de	   l’enveloppe	   nucléaire	   (nesprine	   1,	   SUN1	   et	   2,	  

lamines	   B1)	   sont	   bien	   localisés	   dans	   les	   noyaux	   cardiaques	   des	   souris	  Het,	   suggérant	  

que	  le	  complexe	  LINC	  serait	  préservé.	  

	  

Outre	  un	  défaut	  de	   rigidité	   et/ou	  d’élasticité,	   que	   j’ai	   suggéré	  plus	  haut,	   on	  peut	  donc	  

envisager	   que	   des	   interactions	   avec	   certains	   facteurs	   spécifiques	   soient	   en	   jeu.	   Les	  

domaines	  d’interaction	  des	  lamines	  A/C	  avec	  	  certains	  de	  leurs	  partenaires	  sont	  connus	  

et	   résident	   principalement	   dans	   la	   partie	   hélicoïdale	   ou	   la	   partie	   C-‐terminale	   des	  

lamines	   (Marmiroli	   et	   al,	   2009;	   Zastrow	   et	   al,	   2004).	   Hormis	   pour	   l’assemblage	   des	  

filaments,	   la	   partie	   N-‐terminale	   des	   lamines	   A/C	   a	   été	   peu	   étudiée	   d’un	   point	   de	   vue	  

fonctionnel.	   En	   termes	   d’interactions	   spécifiques,	   peu	   de	   chose	   ont	   été	   faites	   et	   les	  

partenaires	   protéiques	   de	   ce	   domaine	   particulier	   restent	   largement	   inconnus.	   Très	  

récemment,	  la	  protéine	  MLIP	  (Muscle	  A-‐type	  Lamin	  Interacting	  Protein)	  a	  été	  identifiée	  

par	   un	   crible	   double-‐hybride	   comme	   étant	   la	   première	   protéine	   interagissant	  

directement	   avec	   la	   partie	   N-‐terminale	   des	   lamines	   A/C	   (acides	   aminés	   1	   à	   130)	  
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(Ahmady	  et	  al,	  2011).	  MLIP	  est	  spécifique	  des	  amniotes	  et	  son	  expression	  est	  enrichie	  

dans	   les	  muscles	   lisses	   et	   striés	   squelettiques	   et	   cardiaques.	   Sa	   délétion	   hétérozygote	  

conduit	  à	  une	  cardiomyopathie	  dilatée	  chez	  la	  souris	  (P.	  Burgon,	  données	  non	  publiées).	  

Ainsi,	  MLIP	  apparaît	  comme	  un	  partenaire	  important	  des	  lamines	  A/C	  et	  pourrait	  avoir	  

un	   rôle	   dans	   l’établissement	   de	   la	   cardiomyopathie	   dilatée	   chez	   les	   souris	   Het	  

LmnaΔK32/+.	  L’étude	  de	  la	  fonction	  de	  MLIP	  permettra	  sans	  doute	  de	  mettre	  en	  évidence	  

des	  mécanismes	  physiopathologiques	  spécifiques	  aux	  mutations	  du	  domaine	  N-‐terminal	  

des	  lamines	  A/C.	  	  

	  



 198 

Conclusion	  et	  perspectives	  
	  

Mes	   travaux	   de	   thèse	   ont	   permis	   de	   caractériser	   le	   phénotype	   des	   souris	   LmnaΔK32/+,	  

premier	   modèle	   murin	   reproduisant	   une	   mutation	   existant	   chez	   des	   patients,	   à	  

développer	  une	  cardiomyopathie	  dilatée	  à	  l’état	  hétérozygote.	  	  

Ces	   souris	   constituent	   donc	   un	   bon	   modèle	   pour	   tester	   de	   nouvelles	   approches	  

thérapeutiques	  (thérapie	  génique	  et	  approches	  pharmacologiques)	  et	  pour	  avancer	  sur	  

la	  compréhension	  des	  rôles	  multiples	  et	  complexes	  des	  lamines	  A/C	  dans	  le	  cœur	  et	   le	  

muscle	  squelettique.	  

Si	  j’ai	  montré	  que	  les	  mécanismes	  physiopathologiques	  cardiaques	  sont	  complexes	  chez	  

la	   souris	   Het,	   faisant	   intervenir	   des	   processus	   combinés	   d’haploinsuffisance	   et	   de	  

peptide	   «	  poison	  »,	   beaucoup	   reste	   à	   faire	   pour	   comprendre	   comment	   les	   lamines	  

mutées	  exercent	  leur	  effet	  négatif	  spécifiquement	  sur	  le	  myocarde.	  

	  	  

Les	  deux	  aspects	  que	  j’approfondirais	  en	  particulier	  sont	  :	  	  

	  

1)	  Pourquoi	  et	  comment	  le	  stress	  induit	  par	  l’exercice	  a-‐t-‐il	  conduit	  à	  une	  anticipation	  de	  

l’apparition	   de	   la	   dysfonction	   cardiaque	   chez	   les	   souris	   Het	  ?	   Les	   données	   de	   la	  

littérature	  et	  celles	  que	  j’ai	  acquises	  au	  cours	  de	  ma	  thèse	  sur	  la	  «	  fragilité	  »	  cardiaque	  au	  

stress	   mécanique	   restent	   très	   descriptives.	   Il	   a	   été	   mis	   en	   évidence	   un	   défaut	  

d’activation	   de	   gènes	   «	  mécanosensibles	  »	   mais	   les	   mécanismes	   exacts	   restent	   à	  

déterminer.	  Je	  propose	  donc	  d’étudier	  plus	  finement	  l’effet	  des	  lamines	  ΔK32	  endogène	  

dans	   des	   systèmes	   plus	   simples	   in	   vitro.	   Une	   étude	   de	   la	   réponse	   des	   myoblastes	  

provenant	   d’un	   patient	   porteur	   de	   la	   mutation	   ΔK32	   est	   en	   cours	   au	   laboratoire.	   En	  

parallèle,	  il	  serait	  très	  utile	  d’étudier	  la	  fonction	  contractile	  d’EHTs	  produits	  à	  partir	  de	  

cellules	  cardiaques	  issues	  de	  souris	  LmnaΔK32/ΔK32	  et	  LmnaΔK32/+,	  ainsi	  que	  leurs	  réponses	  

en	   terme	   de	   mécanotransduction	   après	   un	   étirement	   ou	   des	   contractions	   forcées	  

(pacing).	  

	  
2)	   Existe-‐t-‐il	   d’autres	   partenaires	   protéiques	   spécifiques	   du	   domaine	   N-‐terminal	   des	  

lamines	   A/C	   dont	   l’expression	   serait	   spécifiquement	   cardiaque	  ?	   Si	   oui,	   quelle	   part	  

jouent-‐ils	   dans	   l’établissement	   du	   phénotype	   des	   souris	   Het	  ?	   Cette	   question	   étant	  
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centrale	  pour	  moi,	  j’ai	  choisi	  d’approfondir	  cet	  aspect	  après	  ma	  thèse,	  par	  l’étude	  du	  rôle	  

cardiaque	  de	  la	  protéine	  MLIP.	  
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COMPLEMENTS	  DE	  MATERIELS	  ET	  METHODES	  
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Sacrifices	  et	  prélèvements	  

Les	   animaux	   sont	   sacrifiés	   par	   une	   injection	   intrapéritonéale	   d’un	  mélange	   Kétamine	  

(80	  mg/kg)/Xylazine	  (15	  mg/kg),	  anesthésique	  administré	  à	  une	  dose	  létale	  (6	  µl/g).	  	  

Pour	  les	  études	  histologiques,	  le	  cœur	  a	  été	  prélevé	  et	  plongé	  dans	  une	  solution	  de	  KCl	  

1,3M	  -‐	  PBS	  1X	  pour	  l’arrêter	  en	  diastole.	  Ils	  ont	  ensuite	  été	  montés	  sur	  bloc	  de	  liège	  avec	  

de	   la	   gomme	   adragante	   (6	   g	   de	   Tragant	   Keimarm	   dans	   150	   ml	   d’eau	   distillée)	   puis	  

congelés	  dans	  de	  l’isopentane	  refroidi	  à	  l’azote	  liquide	  avant	  d’être	  conservés	  à	  –80°C.	  	  

Pour	   les	   études	   biochimiques	   et	  moléculaires,	   le	   cœur	   et	   les	  muscles	   sont	   prélevés	   et	  

conservés	   à	   4°C	   dans	   du	   tampon	   d’extraction	   protéique	   (SDS	   2%,	   sucrose	   à	   250	  mM,	  

urée	  à	  75	  mM,	  dithiothreitol	  à	  1	  mM,	  Tris-‐HCl	  à	  50	  mM	  pH	  7.5)	  additionné	  d’inhibiteurs	  

de	  protéase	  (Aprotinine	  à	  25µg/ml	  et	  Leupeptine	  à	  20µg/ml)	  avant	  que	  les	  protéines	  ou	  

les	   ARN	   ne	   soient	   extraits	   de	   ce	   tissu	   frais.	   Certains	   échantillons	   ont	   été	   congelés	   à	  

l’azote	  liquide	  et	  conservés	  à	  –80°C	  avant	  que	  les	  protéines	  ou	  les	  ARN	  ne	  soient	  extraits.	  

	  

Histologie	  et	  immunomarquages	  

Des	  sections	   transversales	  de	  7µm	  d’épaisseur	  sont	  réalisées	  au	  cryostat	  sur	   les	   tissus	  

congelés.	  Les	  coupes	  sont	  colorées	  à	  l’hématéine/éosine	  pour	  une	  analyse	  générale	  de	  la	  

structure	   du	   tissu	   (solution	   d’éosine	   10	   secondes,	   rinçage	   à	   l’eau	   courante,	   solution	  

d’hématéine	  30	  secondes,	  rinçage,	  déshydratation	  à	  l’alcool	  et	  au	  xylène,	  puis	  montage).	  

Pour	  visualiser	  le	  collagène,	  des	  coupes	  de	  cœur	  sont	  colorées	  au	  Rouge	  Sirius	  (fixation	  

PAF	   4%,	   glutaralhédyde	   0,2%	   pendant	   10	   min,	   Rouge	   Sirius	   15	   min,	   rinçage	   acide	  

acétique	  15%,	  déshydratation	  et	  montage).	  Pour	  les	  marquages	  immunofluorescents,	  les	  

coupes	   sont	   fixées	   comme	   indiqué	   dans	   le	   tableau	   10.	   Après	   rinçage	   au	   PBS1X,	   le	  

blocage	  est	  réalisé	  avec	  de	  la	  BSA	  5%	  IgG	  free	  (Albumine	  de	  veau	  fœtal)	  dans	  du	  PBS1X	  

pendant	   30min.	   Les	   coupes	   sont	   incubées	   pendant	   1h30	   avec	   les	   anticorps	   primaires	  

dilués	  dans	  du	  PBS1X-‐BSA	  5%	  (sauf	   indication	  contraire).	  Après	  rinçage	  au	  PBS1X,	   les	  

coupes	   sont	   incubées	   pendant	   30min	   avec	   les	   anticorps	   secondaires	   dilués	   au	   1/500	  

dans	  du	  PBS1X-‐BSA	  5%,	  à	  l’obscurité.	  Le	  montage	  est	  ensuite	  réalisé	  avec	  du	  Vectashield	  

contenant	  du	  DAPI.	  Les	  proportions	  de	  fibrose,	  l’aire	  des	  cardiomyocytes	  et	  la	  longueur	  

des	  noyaux	  sont	  quantifiées	  par	  le	  logiciel	  NIS.	   	  
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Tissu	  cardiaque	  reconstitué	  

Les	   tissus	   cardiaques	   reconstitués	   ou	   EHT	   (Engineered	  Heart	   Tissue)	   ont	   été	   générés	  

comme	   décrit	   précédemment	   (Hansen	   et	   al,	   2010).	   Les	   cellules	   cardiques	   obtenues	  

après	  dissociation	  enzymatique	  de	  coeurs	  de	  rat	  nouveaux	  nés	  (5.105	  cellules/EHT)	  sont	  

mélangées	   à	   du	   fibinogène	   de	   boeuf,	   de	   l’aprotinine	   et	   du	   milieu	   DMEM	   (Dulbecco’s	  

Modified	  Eagle’s	  Medium).	  Pour	  chaque	  EHT,	  à	  100	  μl	  de	  ce	  mélange	  sont	  ajoutés	  3	  μl	  de	  

thrombine	  puis	  coulés	  entre	  deux	  postes	  de	  silicone,	  dans	  une	  petite	  rigole	  en	  agarose	  

servant	   de	   “moule”	   pour	   la	   polymérisation	   des	   EHTs.	   Après	   2	   heures	   d’incubation	   à	  

37°C,	  7%	  CO2,	  les	  EHTs	  sont	  transférés	  dans	  une	  nouvelle	  plaque	  de	  24	  puits	  avec	  1,5	  ml	  

de	  milieu	  de	  culture	  (DMEM).	  Les	  EHTs	  sont	  transduits,	  au	  moment	  de	  la	  préparation	  du	  

mélange	  initial,	  avec	  un	  AAV	  (Adeno-‐Associated	  Virus)	  sérotype	  6	  codant	  pour	  la	  Flag-‐

Wt-‐prélamine	   A	   humaine	   ou	   la	   Flag-‐Δ32-‐prélamine	   A	   humaine	   avec	   3000	   génomes	  

viraux	  par	  cellule.	  Les	  EHTs	  sont	  maintenus	  dans	  ces	  conditions	  de	  culture	  pendant	  17	  

jours.	  A	  J17,	  les	  EHTs	  ont	  été	  traités	  pendant	  24	  heures	  avec	  500	  nM	  d’époxomicine,	  un	  

inhibiteur	  spécifique	  du	  protéasome.	  

La	  mesure	  des	  propriétés	  contractiles	  des	  EHTs	  a	  été	  réalisée	  à	   J8,	   J11,	   J13,	   J15,	   J17	  et	  

J18	  par	  un	  système	  de	  vidéoscopie	  optique.	  L’analyse	  des	  pics	  de	  contractions	  permet	  de	  

déterminer	  la	  force	  générée	  par	  les	  EHTs,	  leurs	  vitesses	  de	  contraction	  et	  de	  relaxation	  

grâce	  au	  logiciel	  développé	  dans	  le	  laboratoire	  de	  T.	  Eschenhagen	  (Hambourg).	  	  	  	  	  

Pour	   les	  analyses	  d’immunofluorescence,	   les	  EHTs	  entiers	   sont	   fixés	  dans	  de	   l’Histofix	  

(Roth)	  sur	  une	  nuit	  (ON)	  à	  4°C.	  Le	  blocage	  est	  réalisé	  grâce	  à	  une	  solution	  de	  Trix	  0,05	  M,	  

pH7,4,	  10%	  de	  sérum	  de	  veau	  fœtal,	  1%	  de	  sérum	  albumine	  bovine	  et	  0,5%	  de	  Triton	  X-‐

100,	   pendant	   24	   heures	   à	   4°C.	   Les	   incubations	   avec	   les	   anticorps	   primaires	   et	  

secondaires	  sont	  réalisées	  selon	  les	  conditions	  indiquées	  dans	  le	  tableau	  10	  pendant	  24	  

heures	  à	  4°C.	  L’observation	  a	  été	  réalisée	  avec	  un	  microscope	  confocal.	  

	  

Western	  blot	  

Les	   protéines	   sont	   extraites	   à	   partir	   de	   tissus	   frais	   ou	   congelés.	   Les	   tissus	   frais	   ou	  

congelés	  sont	  broyés	  par	  la	  technique	  FastPrep	  System	  (ThermoSavant)	  dans	  du	  tampon	  

d’extraction	  protéique.	  Les	  concentrations	  protéiques	  sont	  déterminées	  par	  la	  méthode	  

colorimétrique	   de	   Pierce	   en	   utilisant	   le	   kit	   BC	   Assay	   (Uptima),	   en	   comparant	   les	  

échantillons	  à	  une	  gamme	  étalon	  de	  BSA	  de	  0,06	  à	  2	  µg/µl.	  Entre	  10	  et	  60	  µg	  d’extrait	  
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protéique	  sont	  dénaturés	  à	  96°C	  pendant	  5	  min	  dans	  du	  tampon	  de	  charge	  Laemmli	  1X	  

(SDS	   2%,	   Tris	   à	   65	   mM	   pH	   6,8,	   glycérol	   10%,	   bleu	   de	   bromophénol	   0,025%,	   β-‐

mercaptoéthanol	   10%)	   puis	  maintenus	   à	   4°C	   jusqu’au	   dépôt	   sur	   gel.	   Les	   échantillons	  

sont	  séparés	  par	  migration	  à	  20mA	  sur	  un	  gel	  SDS-‐PAGE	  10	  ou	  15%.	  Les	  protéines	  sont	  

transférées	   sur	   membrane	   de	   nitrocellulose	   placée	   dans	   du	   tampon	   de	   transfert	  

(tampon	  de	  migration	  additionné	  de	  10%	  d’isopropanol)	  à	  400	  mA	  pendant	  2	  heures	  à	  

+4°C.	   L’efficacité	   du	   transfert	   est	   vérifiée	   par	   coloration	   de	   la	   membrane	   au	   Rouge	  

Ponceau	   (0,1%	   Ponceau	   S	   dans	   5%	   d’acide	   acétique).	   Les	   membranes	   sont	   ensuite	  

saturées	  pendant	  une	  heure	  à	   température	  ambiante	  dans	  du	  PBS	  1x	  –	  Tween	  0,1%	  –	  

lait	   5%	   (PBST-‐lait)	   puis	   incubées	   à	   +4°C	   sur	   la	   nuit.	   Les	   dilutions	   et	   spécificités	   des	  

anticorps	  utilisés	  sont	  indiquées	  dans	  le	  tableau	  10,	  ils	  sont	  généralement	  dilués	  dans	  du	  

PBST-‐lait	   5%,	   sauf	   mention	   contraire.	   Après	   3	   rinçages	   de	   5	   minutes	   en	   PBST,	   les	  

membranes	   sont	   incubées	   une	   heure	   à	   température	   ambiante	   avec	   des	   anticorps	  

secondaires	   (Dako	  A/S	  ou	   Jackson)	  couplés	  à	   la	  peroxydase	  du	  raifort	   (HRP).	  Tous	   les	  

anticorps	   secondaires	   sont	  dilués	  au	  1/2000	  dans	  du	  PBST-‐lait	  5%	  pour	   les	   anticorps	  

Dako,	   et	   1/40000	   ou	   1/25000	   respectivement	   pour	   les	   anticorps	   anti-‐lapin	   et	   anti-‐

souris	  de	  chez	  Jackson.	  Après	  3	  rinçages	  de	  5	  minutes	  en	  PBST,	  l’activité	  peroxydase	  est	  

révélée	   avec	   du	   luminol	   (Immobilon™	   Western.	   Millipore	   Corporation).	   La	  

chémiluminescence	  émise	  par	  ces	  réactifs	  est	  visualisée	  par	  caméra	  GBox	  SynGene	  avec	  

le	  logiciel	  d’acquisition	  GeneSnap.	  L’intensité	  du	  signal	  a	  été	  quantifiée	  grâce	  au	  logiciel	  

MultiGauge	  V2.3.	  

	  

PCR	  quantitative	  

Les	   tissus	   frais	   ou	   congelés	   sont	   broyés	   par	   la	   technique	   FastPrep	   System	  

(ThermoSavant)	  dans	  du	  tampon	  d’extraction.	  Les	  ARN	  totaux	  sont	  ensuite	  extraits	  en	  

utilisant	   le	  kit	  Qiagen	  RNeasy	  Fibrous	  Tissue,	   selon	   les	   instructions	  du	   fabriquant.	  Les	  

concentrations	  d’ARN	  sont	  mesurées	  à	  l’aide	  d’un	  Nanodrop.	  La	  transcription	  inverse	  est	  

réalisée	   grâce	   au	   kit	   Invitrogen	   Superscript	   III	   à	   partir	   de	   250	   ng	   d’ARN	   total	   et	   de	  

«	  Random	   Hexamers	  »,	   permettant	   l’amplification	   de	   tous	   les	   ARN,	   pas	   seulement	   les	  

ARNm.	   L’absence	   de	   contamination	   par	   de	   l’ADN	   génomique	   est	   vérifiée	   par	   PCR	  

classique	   en	   utilisant	   les	   amorces	   Nppa,	   dessinées	   pour	   s’hybrider	   sur	   deux	   exons	  

différents.	  Les	  ADNc	  sont	  dilués	  au	  1/10	  et	  amplifiés	  par	  PCR	  quantitative	  en	  utilisant	  le	  

mix	  suivant	  :	  SyBr	  Green	  1X	  (Roche)	  (ou	  TaqMan	  hydrolysis	  Mix),	  primers	  (et	  sondes)	  

aux	   concentrations	   indiquées	  dans	   le	   tableau	  11	   et	   2µl	   d’ADNc	  dilué,	   pour	  un	   volume	  
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final	  de	  20µl.	  L’efficacité	  d’amplification	  est	  calculée	  à	  partir	  d’une	  gamme	  étalon	  sur	  un	  

échantillon	  «	  calibrateur	  »	  (Wt)	  et	  la	  spécificité	  d’amplification	  est	  vérifiée	  par	  l’analyse	  

des	  courbes	  de	  fusion	  des	  produits	  amplifiés.	  	  	  

	  

Analyse	  statistique	  

La	   significativité	   des	   valeurs	   a	   été	   testée	   sur	   le	   logiciel	   SigmaStat	   3.1.	   par	   t-‐test	   de	  

Student	  ou	  Analyse	  de	  Variance	  (ANOVA)	  et	  test	  comparatif	  de	  Holm-‐Sidak.	  Les	  valeurs	  

de	  p	  inférieures	  à	  0,05	  ont	  été	  considérées	  comme	  statistiquement	  significatives.	  
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Tableau	   10.	   Anticorps	   utilisés	   et	   conditions	   d’utilisation	   en	   western	   blot	   et	  

immunomarquage.	  

Anticorps	   Référence	   Conditions	  d’utilisation	  
en	  western	  bot	  

Conditions	  d’utilisation	  en	  
immunomarquage	  

Lamines	  A/C	  
N18	  

Santa	  Cruz	  
Biotechnology	  sc-‐6215	  
(monoclonal	  de	  souris)	  

-‐	   Dilution	  :	  1/100	  
Fixation	  :	  PAF	  4%,	  10	  min,	  RT	  

Lamines	  A/C	  
H110	  

Santa	  Cruz	  
Biotechnology	  sc-‐20681	  
(polyclonal	  de	  lapin)	  

Dilution	  :	  1/2000,	  ON,	  4°	  	  
	   -‐	  

Lamines	  B1	  
Santa	  Cruz	  

Biotechnology	  sc-‐6216	  
(polyclonal	  de	  chèvre)	  

-‐	   Dilution	  :	  1/100	  
Fixation	  :	  acétone,	  10	  min,	  -‐20°	  

Emerine	   Fait	  par	  G.	  Morris	  
(polyclonal	  de	  lapin)	   Dilution	  :	  1/1000,	  ON,	  4°	   -‐	  

Actine	   Sigma	  Aldrich	  A2066	  
(polyclonal	  de	  lapin)	   Dilution	  :	  1/1000,	  ON,	  4°	   -‐	  

Sous-‐unité	  β5	   Fait	  par	  X.	  Wang	  
(polyclonal	  de	  lapin)	   Dilution	  :	  1/5000,	  ON,	  4°	   -‐	  

FLAG-‐M2	   Sigma	  Aldrich	  
(monoclonal	  de	  souris)	  

F1804	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  
Dilution	  :	  1/1000,	  ON,	  4°	  

A8592	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  
Dilution	  :	  1/250	  

GFP	  
Santa	  Cruz	  

Biotechnology	  sc-‐8334	  
(polyclonal	  de	  lapin)	  

Dilution	  :	  1/1000,	  ON,	  4°	   -‐	  

Nesprine	  1	  
MANNES	  1E	  

(monoclonal	  IgG1	  de	  
souris)	  

-‐	   Dilution	  :	  1/100	  
Fixation	  :	  PAF	  4%,	  10	  min,	  RT	  

SUN1	  
Fait	  par	  S.	  Shackelton	  
2298	  (polyclonal	  de	  

lapin)	  
-‐	   Dilution	  :	  1/200	  

Fixation	  :	  PAF	  4%,	  10	  min,	  RT	  

Vinculine	   Sigma	  Aldrich	  V-‐9131	  
(monoclonal	  de	  souris)	   Dilution	  :	  1/1000,	  ON,	  4°	   Dilution	  :	  1/250,	  BSA	  2%	  

Fixation	  :	  aucune	  

LC3	  
Cell	  Signaling	  

Technology	  2775	  
(polyclonal	  rabbit)	  

Dilution	  :	  1/1000,	  lait	  1%,	  
ON,	  4°	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	   -‐	  

p-‐ERK1/2	  
Cell	  Signaling	  

Technology	  9101	  
(polyclonal	  rabbit)	  

Dilution	  :	  1/400,	  ON,	  4°	   -‐	  

ERK1	  
Santa	  Cruz	  

Biotechnology	  sc-‐93	  	  
(polyclonal	  rabbit)	  

Dilution	  :	  1/1000,	  ON,	  4°	   -‐	  

p-‐JNK	  
Cell	  Signaling	  

Technology	  9251	  
(polyclonal	  rabbit)	  

Dilution	  :	  1/500,	  BSA	  5%,	  
ON,	  4°	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  

échantillons	  soniqués	  
-‐	  

JNK	  
Santa	  Cruz	  

Biotechnology	  sc-‐571	  
(polyclonal	  rabbit)	  

Dilution	  :	  1/500,	  BSA	  5%,	  
ON,	  4°	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  

échantillons	  soniqués	  
-‐	  

MyBPc	   Fait	  par	  Linke	  
(polyclonal	  de	  lapin)	   -‐	   Dilution	  :	  1/200	  

Mono	  et	  	  	  	  	  	  	  
poly-‐

ubiquitine	  
Enzo	  Lifesciences	  FK2	  
(monoclonal	  de	  souris)	   Dilution	  :	  1/5000,	  ON,	  4°	   -‐	  
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Tableau	  11.	  Séquences	  des	  amorces	  et	  conditions	  d’utilisation	  utilisées	  pour	  l’analyse	  en	  

q-‐PCR.	  

ADNc	  cible	   Amorces	   Séquence	  (5’	  -‐	  3’)	  
Température	  
d’hybridation,	  

Concentration	  finale	  
des	  amorces	  

Nppa	  
For	   AGCTTCCACCGAAGATAAC	   60°C	  

0,5	  µM	  Rev	   TCGTGATAGATGAAGGCAG	  

Nppb	  
For	   GTCAGTCGTTTGGGCTGTAAC	   60°C	  

0,5	  µM	  Rev	   AGACCCAGGCAGAGTCAGAA	  

Myh7	  
For	   GACCAGACCCCAGGCAAGGG	   65°C	  

0,5	  µM	  Rev	   GCCAACTTTCCTGTTGCCCC	  

Myh6	  
For	   GGAGTGCTTCGTGCCTGATG	   60°C	  

0,5	  µM	  Rev	   CTTGTCGAACTTGGGTGGGT	  

Egr1	  
For	   CCTATGAGCACCTGACCACA	   60°C	  

0,5	  µM	  Rev	   TCGTTTGGCTGGGATAACTC	  

Iex1	  
For	   GGCGCCAGCTACCAACCGAG	   60°C	  

0,5	  µM	  Rev	   GACCGGGGGCGCAGTAATGG	  

Tgfb1	  
For	   CACCATCCATGACATGAACC	   60°C	  

0,5	  µM	  Rev	   AGTCAATGTACAGCTGCCGC	  

Tgfb2	  
For	   GAAGACCCCACATCTCCTGC	   60°C	  

0,5	  µM	  Rev	   AGGCAGCAATTATCCTGCAC	  

Lmna	  
For	   GCCAGCTCTACCCCACTGT	   60°C	  

0,5	  µM	  Rev	   CAGACTCAGTGATGCGAAGG	  

Lmna	  Wt	   Sonde	  d’hydrolyse	   TGCAGGAGAAGGAGGACCTGC	   0,1	  µM	  

Lmna	  ΔK32	   Sonde	  d’hydrolyse	   CTGCAGGAGGAGGACCTGCAGG	   0,1	  µM	  

Elk1	  
For	   CTGCTCCCCACACATACCTT	   65°C	  

0,2	  µM	  Rev	   GAGAGGCCATCCACACTGAT	  

Elk4	  
For	   TTTTGGAGCACTCTCAGCCCGTTT	   60°C	  

0,5	  µM	  Rev	   TGAACGGGCCATGACTGTTGAGTA	  
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c-‐jun	  
For	   TTGAAAGCGCAAAACTCCGAGC	   65°C	  

0,5	  µM	  Rev	   TGCAACTGCTGCGTTAGCATGAGT	  

JunD	  
For	   CGACCAGTACGCAGTTCCTC	   65°C	  

0,5	  µM	  Rev	   AACTGCTCAGGTTGGCGTAG	  

Cmya5	  
For	   ACATTCACAAAGACCACGAG	   60°C	  

0,25	  µM	  Rev	   TCCTAATTGAACCTTAACAGC	  

Kcdt14	  
For	   AGGTGCCCACAGAGTACGTTC	   60°C	  

0,25	  µM	  Rev	   GGCATGTCTTCCAAAATCTTGACC	  

Rin1	  
For	   ACCAGAATGGCAGCAAAGCTC	   60°C	  

0,25	  µM	  Rev	   TCATATCCCTTCTTTGCACACC	  

Tnc	  
For	   TTGTTTGCCCTCACTCCCGAA	   60°C	  

0,25	  µM	  Rev	   TTTAGCCCACTCTCTCGCTTG	  

Trp53rk	  
For	   CGCGTTTTCCGTGGCCGCTTCCAG	   60°C	  

0,25	  µM	  Rev	   CCGCGCCTCCAGCTCCGGGTG	  

Pde4dip	  
For	   TGTCTTGATTGATGTGAGCCT	   60°C	  

0,25	  µM	  Rev	   AAGTCCCCTTCCCAACATGC	  

Itgb1bp3	  
For	   CATCTCAGGACCAGTCACCT	   60°C	  

0,25	  µM	  Rev	   CTGTTGGTCAGGGTGGTCTT	  

Rik	  
For	   GTATCTGGCTCAACCCTCTG	   60°C	  

0,25	  µM	  Rev	   AAATACAAACAGAAGCAATCCC	  

Kif22	  
For	   ACATTGCTCCTGAAAGACGTT	   60°C	  

0,25	  µM	  Rev	   CGGTTAATCACCTCCTTGGAC	  

Gtse1	  
For	   TCTGATGTGGCCTTAGACCTG	   60°C	  

0,25	  µM	  Rev	   ACCACTCAGACACGAGCAG	  

E2f1	  
For	   TCCTGAGACCCAACTACAAGC	   60°C	  

0,25	  µM	  Rev	   CAATGGGGCCTTGTTTGCTCT	  

Rplp0	  
For	   CTCCAAGCAGATGCAGCAGA	   60°C	  

0,5	  µM	  Rev	   ATAGCCTTGCGCATCATGGT	  
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DelK32-lamin A/C has abnormal location and
induces incomplete tissue maturation and severe
metabolic defects leading to premature death
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The LMNA gene encodes lamin A/C intermediate filaments that polymerize beneath the nuclear membrane,
and are also found in the nucleoplasm in an uncharacterized assembly state. They are thought to have struc-
tural functions and regulatory roles in signaling pathways via interaction with transcription factors.
Mutations in LMNA have been involved in numerous inherited human diseases, including severe congenital
muscular dystrophy (L-CMD). We created the LmnaDK32 knock-in mouse harboring a L-CMD mutation.
LmnaDK32/DK32 mice exhibited striated muscle maturation delay and metabolic defects, including reduced adi-
pose tissue and hypoglycemia leading to premature death. The level of mutant proteins was markedly lower
in LmnaDK32/DK32, and while wild-type lamin A/C proteins were progressively relocated from nucleoplasmic
foci to the nuclear rim during embryonic development, mutant proteins were maintained in nucleoplasmic
foci. In the liver and during adipocyte differentiation, expression of DK32-lamin A/C altered sterol regulatory
element binding protein 1 (SREBP-1) transcriptional activities. Taken together, our results suggest that lamin
A/C relocation at the nuclear lamina seems important for tissue maturation potentially by releasing its inhibi-
tory function on transcriptional factors, including but not restricted to SREBP-1. And importantly, L-CMD
patients should be investigated for putative metabolic disorders.

INTRODUCTION

A- and B-type lamins are the major constituents of the nuclear
lamina, a meshwork of proteins underlying the inner nuclear
membrane (1). B-type lamins comprising lamins B1 and B2

are encoded by the LMNB1 and LMNB2 genes, respectively,
while A-type lamins mainly comprising lamin A and lamin
C are encoded by the LMNA gene. Lamin A is synthesized
in an immature form, the prelamin A, which undergoes
several post-translational modifications to produce the
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mature lamin A. Lamins A and C (henceforth referred to as
lamin A/C) dimerize and further assemble to form head-to-tail
polar polymers which finally associate laterally and eventually
form lamin filaments that, together with lamin B filaments,
constitute the nuclear lamina (2). Lamin A/C is also found
in the nucleoplasm in a still unknown assembly state and
may have multiple functions by associating with chromatin,
nuclear histones and various transcription factors (1).

Recent interest in LMNA has centered on the finding that
mutations in this gene give rise to more than 10 distinct
genetic diseases, commonly named laminopathies. The first
LMNA mutation was identified in autosomal dominant
Emery–Dreifuss muscular dystrophy (EDMD) (3). Since
then, mutations in LMNA have been shown to be associated
to disorders with a systemic involvement (and referred to as
premature ageing syndromes) or affecting tissues in a specific
manner [disorders affecting the adipose tissue like familial
partial lipodystrophy (FPLD), the nerve or the striated
muscles] (1,4). Among laminopathies affecting striated
muscles, we recently described the LMNA-related congenital
muscular dystrophy (L-CMD), which represents the most
severe form of muscular involvement among laminopathies
with uncertain heart involvement to date (5).

While the correlation between accumulation of prelamin A
and premature ageing syndromes or lipodystrophies are clear
(6,7), the relationship between LMNA mutations and other
laminopathies is far from being understood, particularly in
laminopathies affecting striated muscles. To date, two hypoth-
eses have been proposed that are not mutually exclusive
(reviewed in 1,4). (i) The structural hypothesis is based on
the role of lamins and associated proteins such as the linker
of nucleoskeleton and cytoskeleton (LINC) complex proteins
Nesprins and SUN, in maintaining the mechanical integrity
of cells by linking the nucleoskeleton to the cytoskeleton
(8). A ‘weakened’ lamina would lead to overall loss of the
cell’s ability to withstand stress-induced damage, which may
be of critical significance in contractile tissues such as skeletal
and cardiac muscles (9). (ii) The gene expression hypothesis is
based on the role of lamins in transcription and cell signaling
via their interactions with chromatin, histone or TATA-
binding protein (TBP) (10,11) and with transcription factors
such as retinoblastoma (Rb) or sterol regulatory element
binding protein 1 (SREBP-1) (12,13).

In the present paper, we reproduce in mice by homologous
recombination a LMNA mutation identified in patients with
severe EDMD or L-CMD (5,14). The LMNA p.delK32 muta-
tion corresponds to the deletion of the lysine in position 32,
in the N-terminal domain of lamin A/C involved in the
lateral assembly of head to tail polymers of lamin A/C
(15,16). Whereas wild-type (WT) lamin A/C was able to
relocate from the nucleoplasm to the nuclear periphery
during embryonic development, DK32-lamin A/C mutant pro-
teins were unable to assemble at the nuclear lamina and
remained in nucleoplasmic foci in LmnaDK32/DK32 mouse
tissues. In addition, despite low steady-state levels of mutant
lamins, toxic effects on mouse physiology were observed:
LmnaDK32/DK32 mice have major growth retardation associated
with skeletal and cardiac muscle maturation defects. They died
during the third week of life from severe metabolic defects
probably due at least in part to a repressive action of mutant

lamins on SREBP-1 transcriptional activities, which resulted
in the alteration of adipose tissue differentiation and glucose
homeostasis. Overall, these results demonstrate the crucial
role of the N-terminal domain of lamin A/C for their polymer-
ization and the regulation of transcription factor’s activities.
Finally, results obtained on LmnaDK32/DK32 mice suggest that
L-CMD patients should be investigated for putative metabolic
disorders that have remained unexplored so far.

RESULTS

Impact of delK32 mutation on lamin A/C expression
and localization

Considering the localization of the DK32 mutation in a
domain of lamin A/C involved in their polymerization
(15,16), we hypothesized that this mutation could have a
strong impact on lamin A/C organization. Hence, we investi-
gated the cellular localization of A-type lamins in different
mouse tissues and at different stages of embryonic and post-
natal development. By immunostaining of embryo sections
at embryonic day 12.5 (E12.5), WT and DK32-lamin A/C
were both found as multiple foci in the nucleoplasm
(Fig. 1A). At E17.5, WT lamin A/C was progressively reloca-
lized at the nuclear periphery, while DK32-lamin A/C was not
(Fig. 1B). A similar localization was observed in postnatal
muscles, with a strong lamin A/C staining at the nuclear per-
iphery in Lmna+/+ and a weak staining in nuclear foci in
LmnaDK32/DK32 muscles (Fig. 1C). In postnatal Lmna+/DK32

muscles, lamin A/C was observed at the nuclear rim, as
observed for WT muscle, although the signal was fainter.
Similar results were obtained in all tissues tested in postnatal
mice, although the lamin A/C perinuclear staining was more
pronounced in post-mitotic nuclei, such as myonuclei (tibialis
anterior, quadriceps and soleus muscles and heart, data not
shown). In contrast to lamin A/C, lamin B1 was always
observed at the nuclear periphery in WT and LmnaDK32/DK32

mice (Fig. 1A and B). Overall, these data suggest that
mutant DK32-lamin A/C is not able to assemble in the
nuclear lamina of LmnaDK32/DK32 cells.

The level of the lamin A/C protein was 50 and 80% lower in
Lmna+/DK32 and LmnaDK32/DK32 skeletal muscles, respectively
(Fig. 1D), as in all analyzed tissues, compared with Lmna+/+

mice. Prelamin A was not detected (data not shown) and lamin
B1 expression level was unaffected (Fig. 1D). Interestingly,
the level of lamin A/C mRNA did not differ in the tissues of
the three genotypes (data not shown), suggesting that lower
steady-state level of mutant proteins results from reduced
translation efficiency or higher rate of protein degradation.

Global phenotype of LmnaDK32/DK32 mice

Analysis of 294 newborn mice from independent heterozygous
crosses indicated that the percentage of mice from each geno-
type (30% of Lmna+/+, 49% of Lmna+/DK32 and 21% of
LmnaDK32/DK32) was not statistically different from the
expected Mendelian ratios. At birth, LmnaDK32/DK32 mice
were indistinguishable from their WT and heterozygous litter-
mates in term of body weight and size (data not shown).
However, as early as post-natal day 5 (P5), LmnaDK32/DK32

2 Human Molecular Genetics, 2011

 at B
IU

S Jussieu on N
ovem

ber 30, 2011
http://hm

g.oxfordjournals.org/
D

ow
nloaded from

 

http://hmg.oxfordjournals.org/


mice showed a severe reduction in the growth curve (Fig. 1E).
By P12, they were �50% lighter (Fig. 1E) and significantly
smaller (Fig. 1F) than their littermates, and they irremediably
started to lose weight and die. By P15, only half of LmnaDK32/

DK32 mice were still alive, and by P19, they were all dead
(Fig. 1G). Experimental observation of several litters revealed
that young LmnaDK32/DK32 mice had a slight delay in walk ac-
quisition compared with Lmna+/+ and Lmna+/DK32 litter-
mates. Once normal gait was acquired, LmnaDK32/DK32 mice
rapidly displayed a waddling gait that evolved into an increas-
ing number of falls apparently due to hindquarter blockade.

Defective skeletal muscle maturation

Histological analysis of skeletal muscle of LmnaDK32/DK32

mice at birth revealed that all skeletal muscles analyzed

were already affected and showed a reduction in fiber size
compared with Lmna+/+ and Lmna+/DK32 muscles (data
not shown). A reduction in skeletal muscle fiber cross-
sectional area in LmnaDK32/DK32 was also observed at P14 as
shown for the gastrocnemius muscle (Fig. 2A and B).
This was associated with the persistence of centralized
myonuclei at all time points analyzed (P5, P8 and P14)
(Fig. 2A, white arrows). Quantification performed at P14 in
the gastrocnemii revealed a significant increase in the
number of central nuclei in LmnaDK32/DK32 (Fig. 2C). This
was not linked to repeated cycles of muscle necrosis/regener-
ation as inflammation, necrotic features or fibrosis were never
observed.

Reduced muscle fiber cross-sectional area and increased
number of central nuclei without signs of regeneration may
be associated to an immature muscle phenotype.

Figure 1. Reduced expression and abnormal maintenance of DK32-lamin A/C in the nucleoplasmic foci in LmnaDK32/DK32 lead to general growth defects and pre-
mature death. (A and B) Indirect immunofluorescent confocal micrographs of Lmna+/+ and LmnaDK32/DK32 embryonic muscle sections at E12.5 (A) and E17.5 (B)
stained for lamin A/C or lamin B1 (scale bar: 20 mm). (C) Indirect immunofluorescent micrographs of P5 Lmna+/+, Lmna+/DK32 and LmnaDK32/DK32 gastrocnemius
sections stained for lamin A/C (scale bar: 20 mm). (D) Representative western blot analysis of Lmna+/+, Lmna+/DK32 and LmnaDK32/DK32 gastrocnemius lysates
probed for lamin A/C and lamin B1 proteins relative to actin proteins. (E) Growth curve of Lmna+/+ (n ¼ 32; black diamonds), Lmna+/DK32 (n ¼ 36, grey
scares) and LmnaDK32/DK32 (n ¼ 18, white triangles). (F) Representative picture of P12 Lmna+/+ (left; 4.5 cm) and LmnaDK32/DK32 (right; 3.5 cm) mice. (G)
Kaplan–Meyer survival curve of Lmna+/+ (n ¼ 22; black line), Lmna+/DK32 (n ¼ 44; large dashed line), LmnaDK32/DK32 (n ¼ 21; dotted line).
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Consequently, we then looked at the switch from the two de-
velopmental myosin heavy chains, the embryonic
(MyHC-emb, encoded by the Myh3 gene) and the neonatal
(MyHC-neo, encoded by the Myh8 gene) myosin heavy
chains to adult fast- and slow-myosin heavy chains in P14
gastrocnemius sections. While Lmna+/+ mice had almost
completely switch off their MyHC-emb expression to
express adult fast and slow-twitch myosins, the LmnaDK32/

DK32 still expressed significant levels of MyHC-emb. Lmna+/

DK32 mice have an intermediate phenotype (Fig. 2D). Muscle
fibers with MyHC-neo expression were never observed in
the three genotypes in P14 gastrocnemii. Overall, these
results suggest that LmnaDK32/DK32 mice exhibit a defect in
muscle maturation.

Cardiac maturation defects

We then investigated whether LmnaDK32/DK32 mice developed a
cardiac phenotype. The heart weight to tibia length ratio was sig-
nificantly and markedly lower in P14 but not in newborn (P0)
LmnaDK32/DK32 compared with Lmna+/+ and Lmna+/DK32

mice (Fig. 3A). LmnaDK32/DK32 hearts did not show signs of
ventricular hypertrophy or dilatation (Fig. 3B). On the other
hand, the number of lipid droplets remained high in cardio-
myocytes of P14-LmnaDK32/DK32 (Fig. 3C), whereas they
almost completely disappeared as soon as P5 in Lmna+/+

and Lmna+/DK32 cardiomyocytes. Similar to what was
observed in skeletal muscles, cardiomyocyte cross-sectional
area was markedly smaller in LmnaDK32/DK32 (Fig. 3D). To

further analyze the heart, we performed echocardiographic
analysis on 2-week-old mice. This analysis confirmed the
lower heart weight in LmnaDK32/DK32 than in Lmna+/+ and
Lmna+/DK32 littermates (Supplementary Material, Table S1).
However, no sign of cardiac hypertrophy, dilation or dysfunc-
tion was revealed. Finally, to discriminate between cardiac re-
modeling and cardiac immaturity, we determined the
expression of genes that are differently regulated during
these two processes: the natriuretic peptide precursor A and
B genes (Nppa and Nppb), the alkali and regulatory myosin
light chain genes (Myl4 and Myl7) (17) and a- and
b-myosin heavy chain genes (Myh6 and Myh7): a strong
expression of Nppa, Nppb and Myh7 without overexpression
of Myl4 and Myl7 being a characteristic of embryonic
hearts, while overexpression of Nppa, Nppb, Myh7, Myl4
and Myl7 is associated to cardiac remodeling (18). In
LmnaDK32/DK32 hearts, we found an increase in Nppa, Nppb
and Myh7 mRNA levels and a decrease in Myh6 mRNA
levels compared with Lmna+/+ and Lmna+/DK32 hearts
(Fig. 3E). Myl4 and Myl7 mRNA levels did not differ
between the three genotypes. Altogether, these data suggest
a cardiac maturation defect without incidence on cardiac re-
modeling or function in LmnaDK32/DK32.

Metabolic defects

In addition to the skeletal and cardiac muscle defects, standard
systematic phenotyping also revealed a marked reduction or
even an absence of white adipose tissue (WAT) in

Figure 2. DK32-lamin A/C is responsible for defects in postnatal maturation of skeletal muscles. (A) Hematoxylin/eosin (HE) staining of Lmna+/+, Lmna+/DK32

and LmnaDK32/DK32 gastrocnemius sections (scale bar: 50 mm). (B) Cross-sectional area (csa) repartition from Lmna+/+ (n ¼ 2; in black), Lmna+/DK32 (n ¼ 3; in
grey), LmnaDK32/DK32 (n ¼ 3; in white) gastrocnemii. (C) Proportion of muscle fibers with central nuclei in Lmna+/+ (n ¼ 4; in black), Lmna+/DK32 (n ¼ 5; in
grey) and LmnaDK32/DK32 (n ¼ 5; in white) gastrocnemii represented as mean+SD. ***P ≤ 0.001 between Lmna+/+ and LmnaDK32/DK32; $$$P ≤ 0.001
between Lmna+/DK32 and LmnaDK32/DK32. (D) Proportion of muscle fibers expressing the embryonic myosin heavy chains in Lmna+/+ (n ¼ 2; in black),
Lmna+/DK32 (n ¼ 3; in grey) and LmnaDK32/DK32 (n ¼ 3; in white) gastrocnemii represented as mean+SD.
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LmnaDK32/DK32 mice, while brown adipose tissue was normal.
Histological analysis of WAT revealed smaller adipocytes
with reduced lipid accumulation compared with Lmna+/+

and Lmna+/DK32 mice (Fig. 4A). LmnaDK32/DK32 liver did
not differ in terms of lipid and glycogen content from
Lmna+/+ and Lmna+/DK32. Interestingly, LmnaDK32/DK32 pro-
gressively developed hypoglycemia (with statistical differ-
ences starting at day 12) despite correct feeding as
evidenced by their stomach always full of milk at autopsy.
By day 14, blood glucose level was only �45% of the level
found in Lmna+/+ and Lmna+/DK32 mice (Fig. 4B). Insulin
plasma level was also much lower, suggesting that
LmnaDK32/DK32 mice are not insulino-resistant (Fig. 4C). As
severe hypoglycemia may result from defects in b-oxidation,
acylcarnitine levels were measured in the urine of the mice.
C2- and C6-acylcarnitine levels were higher, whereas others
(C8, C10 and C12 chains) exhibited only a trend toward
higher content in LmnaDK32/DK32 than in Lmna+/+ and
Lmna+/DK32 mice (Table 1). Hence, these data suggest that

(i) b-oxidation is not altered, and (ii) ketogenesis is an
active phenomenon in LmnaDK32/DK32 mice.

Implication of SREBP-1 transcription factor

SREBP-1 transcription factor plays a key role in energy
homeostasis by regulating lipogenesis via expression of
enzymes involved in glucose utilization and fatty-acid synthe-
sis, such as acetyl-CoA carboxylase or fatty-acid synthase
(19,20). Moreover, SREBP-1 is also involved in adipocyte de-
termination and differentiation via expression of PPARg (21).
Interestingly, SREBP-1 interacts with lamin A (13). Hence, we
hypothesized that a defect in the SREBP-1 pathway may be
involved in the metabolic defects in LmnaDK32/DK32 mice.

To test this hypothesis, we evaluated the level of the
SREBP-1 protein in 14-day-old mouse liver. Both the precur-
sor (125 kDa) and the mature (68 kDa) forms of SREBP-1
were present in Lmna+/+ and Lmna+/DK32 (Fig. 5A),
whereas only the mature form was detected in LmnaDK32/

Figure 3. DK32-lamin A/C is responsible for defects in postnatal maturation of cardiac muscle. (A) Heart weight to tibia length ratio (HW/TL) at birth (P0) and
at P14 Lmna+/+ (n ¼ 3 and n ¼ 27, respectively; in black), Lmna+/DK32 (n ¼ 2 and n ¼ 28; respectively; in grey) and LmnaDK32/DK32 (n ¼ 2 and n ¼ 36;
respectively; in white) mice measured in mg/cm (data are represented as mean+SD). ***P ≤ 0.001 between Lmna+/+ and LmnaDK32/DK32; $$$P ≤ 0.001
between Lmna+/DK32 and LmnaDK32/DK32. (B) Hematoxylin/eosin (HE) staining of cardiac section at P11 in Lmna+/+, Lmna+/DK32 and LmnaDK32/DK32 mice
(scale bar: 1 mm). (C) Oil Red O (ORO) staining of Lmna+/+, Lmna+/DK32 and LmnaDK32/DK32 heart sections, counterstained with HE (scale bar: 20 mm).
(D) Cross-sectional area (csa) of cardiomyocytes in Lmna+/+ (n ¼ 3; in black), Lmna+/DK32 (n ¼ 3; in grey) and LmnaDK32/DK32 (n ¼ 3; in white) hearts.
(E) Quantitative polymerase chain reaction (PCR) analysis of Nppa, Nppb, Myl4, Myl7, Myh6 and Myh7 mRNA relative to Rplp0 mRNA presented as the
mean+SD of triplicate of Lmna+/+ (n ¼ 7; in black), Lmna+/DK32 (n ¼ 7; in grey) and LmnaDK32/DK32 (n ¼ 4; in white) hearts, with *, ** and *** correspond-
ing to P ≤ 0.05, P ≤ 0.01 and P ≤ 0.001 between Lmna+/+ and LmnaDK32/DK32, respectively, and $, $$ and $$$ corresponding to P ≤ 0.05, P ≤ 0.01 and P ≤
0.001 between Lmna+/DK32 and LmnaDK32/DK32, respectively. See also Supplementary Material, Table S1.
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DK32 liver. Overall, the levels of the SREBP-1 protein (precur-
sor and mature forms) were lower in LmnaDK32/DK32 mouse
liver. We then evaluated the ability of mature SREBP-1 to
translocate in the nucleus of hepatocytes by immunostaining
on liver sections. A strong signal for SREBP-1 was observed
in Lmna+/+ and LmnaDK32/DK32 nuclei suggesting normal
nuclear translocation (Fig. 5B).

To evaluate whether the lower levels of the SREBP-1
protein resulted from lower transcription efficiency in
LmnaDK32/DK32 mice, expression of the Srebf1 gene (encoding
SREBP-1) was determined at the mRNA level. Srebf1 mRNA
level was markedly lower in LmnaDK32/DK32 liver (Fig. 5C).
Interestingly, it has been shown that SREBP-1 directly
targets its own expression. Hence, we suspected that mutant
lamin A/C impedes the capacity of SREBP-1 to correctly

activate the transcription of its target genes in LmnaDK32/DK32

mice. Therefore, we evaluated expression of SREBP-1 target
genes, Acc2 and Fas as well as Peroxisome proliferator acti-
vated receptors (Ppara, Ppard and Pparg encoding PPARa,
PPARb/d and PPARg, respectively), PPARa being the
major PPAR isoform expressed in the liver (22). Fas, Ppara
and Ppard mRNA levels, but not Acc2 and Pparg, were mark-
edly lower in LmnaDK32/DK32 than in Lmna+/+ and Lmna+/DK32

livers (Fig. 5C). These data suggest that mutant lamin A/C has
a dominant-negative effect on SREBP-1 transcriptional activ-
ity in the liver.

Considering the major role of SREBP-1 in promoting WAT
differentiation, the reduction in WAT in LmnaDK32/DK32 may
also be related to the transcriptional inhibition of SREBP-1
in the presence of DK32-lamin A/C mutant. We therefore

Figure 4. DK32-lamin A/C is responsible for metabolic defects. (A) Hematoxylin/eosin (HE) staining of WAT from P11 Lmna+/+, Lmna+/DK32 and LmnaDK32/DK32

mice (scale bar: 100 mm). (B) Glucose (mg/dl) contained in the blood from Lmna+/+ (n ¼ 21; in black), Lmna+/DK32 (n ¼ 28; in grey) and LmnaDK32/DK32 (n ¼
33; in white) represented as mean+SD. ***P ≤ 0.001 between Lmna+/+ and LmnaDK32/DK32 and $$$P ≤ 0.001 between Lmna+/DK32 and LmnaDK32/DK32. (C)
Insulin (ng/ml) contained in the blood from P12–P15 Lmna+/+ (n ¼ 7; in black), Lmna+/DK32 (n ¼ 14; in grey) and LmnaDK32/DK32 (n ¼ 7; in white) represented
as mean+SD. *P ≤ 0.05 between Lmna+/+ and LmnaDK32/DK32 and $P ≤ 0.05 between Lmna+/DK32 and LmnaDK32/DK32.

Table 1. Acylcarnitine quantification

Lmna+/+ (n ¼ 6) Lmna+/DK32 (n ¼ 4) LmnaDK32/DK32 (n ¼ 4)

Total carnitine 1.372+9.96 E-02 1.321+7.04 E-02 1.764+1.71 E-01∗∗

C2-acylcarnitine 3.53 E-01+9.62 E-02 2.97 E-01+6.54 E-02 7.37 E-01+1.67 E-01∗∗

C3-acylcarnitine 4.31 E-03+1.81 E-03 5.34 E-03+3.06 E-03 5.79 E-03+2.37 E-03
C4-acylcarnitine 4.41 E-03+1.08 E-03 4.69 E-03+1.97 E-03 5.05 E-03+1.74 E-03
C5-acylcarnitine 6.16 E-03+5.54 E-03 7.90 E-03+2.59 E-03 7.20 E-03+1.34 E-03
C6-acylcarnitine 1.17 E-03+2.05 E-04 1.05 E-03+2.16 E-04 1.68 E-03+1.53 E-04∗∗

C8-acylcarnitine 1.41 E-03+4.85 E-04 1.42 E-03+4.18 E-04 1.87 E-03+4.63 E-04
C10-acylcarnitine 1.43 E-03+5.73 E-04 1.24 E-03+6.26 E-04 1.80 E-03+7.09 E-04
C12-acylcarnitine 1.16 E-03+5.30 E-04 1.01 E-03+4.61 E-04 1.44 E-03+5.07 E-04
C14-acylcarnitine 5.58 E-04+1.64 E-04 8.16 E-04+4.86 E-04 5.95 E-04+2.94 E-04
C16-acylcarnitine 3.01 E-04+2.49 E-04 3.05 E-04+2.80 E-04 2.69 E-04+1.79 E-04
C18-acylcarnitine 3.67 E-04+3.63 E-04 4.06 E-04+4.41 E-04 3.15 E-04+2.56 E-04

Acylcarnitine quantification from 14-day-old Lmna+/+, Lmna+/DK32 and LmnaDK32/DK32 urine samples normalized to free acylcarnitine represented as mean+
SD. ∗∗Corresponds to P ≤ 0.01 between LmnaDK32/DK32 and Lmna+/+ or Lmna+/DK32.
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investigated in vitro adipogenic differentiation of Lmna+/+

and LmnaDK32/DK32 mouse embryonic fibroblasts (MEFs).
Similar to in vivo data, lamin A/C was correctly localized
mainly at the nuclear periphery in WT MEFs, while

DK32-lamin was only observed in the nucleoplasm
(Fig. 5D). By days 8 and 10 after induction of adipogenic
differentiation, almost all Lmna+/+ MEFs exhibited nuclear
expression of PPARg, while none of LmnaDK32/DK32 MEFs

Figure 5. DK32-lamin A/C in the nucleoplasm alters SREBP-1 transcriptional activities in liver and in MEF induced towards adipocyte conversion. (A) Western
blot analysis of Lmna+/+, Lmna+/DK32 and LmnaDK32/DK32 liver lysates probed for SREBP-1, lamin A/C and actin proteins. Arrowhead points toward SREBP-1
precursor and arrow toward mature SREBP-1 protein. (B) Indirect immunofluorescent confocal micrographs of Lmna+/+ and LmnaDK32/DK32 liver sections
stained for SREBP-1 (in red) and lamin A/C (in green) (scale bar: 20 mm). (C) Quantitative PCR analysis for Srebf1, Acc2, Fas, Ppara, Ppard and Pparg
mRNA expression relative to Rplp0 mRNA levels in P14 Lmna+/+ (n ¼ 6; in black), Lmna+/DK32 (n ¼ 6; in grey) and LmnaDK32/DK32 (n ¼ 6; in white)
liver represented as mean+SD; with *corresponding to P ≤ 0.05 between Lmna+/+ and LmnaDK32/DK32 and $ for P ≤ 0.05 between Lmna+/DK32 and
LmnaDK32/DK32 mice. (D) Indirect immunofluorescent confocal micrographs of Lmna+/+ and LmnaDK32/DK32 MEF cells after 10 days of differentiation
stained for PPARg and lamin A/C (scale bar: 20 mm). (E) Oil Red O stainings of Lmna+/+ and LmnaDK32/DK32 MEF cells after 10 days of differentiation
(scale bar: 20 mm). Nuclei are counter stained with hematoxylin.
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did (Fig. 5D). Moreover, by day 10 after induction of adipo-
genic differentiation, Lmna+/+ MEFs have accumulated
numerous lipid droplets in their cytoplasm as judged by Oil
Red O staining, while LmnaDK32/DK32 MEFs have not
(Fig. 5E). These results suggest that adipocyte differentiation
is strongly altered in LmnaDK32/DK32 mice.

DISCUSSION

In this study, we tested in mice the impact of a mutation of the
LMNA gene responsible for severe EDMD or L-CMD in
patients. Through the generation of an LmnaDK32/DK32

knock-in mouse, we showed the inability of mutant lamin
A/C to assemble at the nuclear lamina, while this translocation
happened during embryogenesis in Lmna+/+ mice. Moreover,
we observed lower level of lamin A/C protein, but not of the
mRNA in Lmna+/DK32 and LmnaDK32/DK32 mice, suggesting
that a reduced translation efficiency or higher rate of degrad-
ation of mutant lamin A/C. The markedly lower level of
lamin A/C, the absence of nuclear lamina formation and the
persistence of mutated lamin A/C in the nucleoplasm of
LmnaDK32/DK32 cells likely all contribute to the development
of a severe phenotype. It includes maturation delay of skeletal
and cardiac muscles relevant to the human disorders, as well
as unsuspected metabolic defects involving alteration of
SREBP-1 transcriptional activity in the liver and WAT, and
responsible for general energetic exhaustion and premature
death of LmnaDK32/DK32 mice during the third week of life.
Overall, our data suggest that lamin A/C location at the
nuclear rim seems essential for tissue maturation, most prob-
ably by releasing its inhibitory function on transcriptional
factors in the nucleoplasm. Moreover, our findings suggest
that metabolic disorders may also contribute to the severity
of the phenotype in patients, a finding that warrant further
explorations in clinics.

Maturation defects in LmnaDK32/DK32 mice

Analysis of LmnaDK32/DK32 mice revealed a defect in the
maturation of skeletal muscles, heart and WAT. It has
been previously shown that the expression of MyHC-emb
and MyHC-neo was progressively replaced by expression
of adult MyHC-fast and -slow during the second and third
postnatal weeks in mouse (23). Expression of MyHC-emb
(and not of MyHC-neo) in our 14-day-old WT muscles
may be due to differences in mouse genetic background
compared with the mouse used in Agbulut’s study.
However, the concomitant presence of MyHC-emb-positive
fibers with increased central nuclei and reduced fiber cross-
sectional area in the absence of fibrosis and of any signs of
necrosis/regeneration 2 weeks after birth in LmnaDK32/DK32

mouse muscles strongly suggest a defect in muscle matur-
ation. Very similar observations have been reported in
some L-CMD patients, with the presence of muscle fibers
expressing neonatal myosin isoforms (5). In the heart, one
of the main changes during the post-natal period is the
switch in energy source from glucose towards fatty acids
(24,25). Together with PGC-1a, PPARa has been shown
to be the main trigger of this shift, by activating expression

of genes involved in fatty-acid oxidation (FAO) (24). In
LmnaDK32/DK32 hearts, we have shown that, in addition to
an immature transcriptional fingerprint and a decreased
heart growth, a high proportion of intracardiac lipid droplets
remained. This suggests that a defect of FAO enzymes
needed to use fatty acid as energy source might play a
role in the persistence of intracardiac lipid droplets.
Finally, we showed that LmnaDK32/DK32 mice have poorly
differentiated WAT. As PPARg is the main transcription
factor involved in adipogenesis (26), the absence of
PPARg expression in LmnaDK32/DK32 MEFs induced to dif-
ferentiate in adipocytes is probably involved in the imma-
ture state of WAT in 2-week-old LmnaDK32/DK32 mice.

Impact of reduced lamin A/C expression and
dominant-negative effect of the mutation

Two Lmna knock-out mouse models have been described with
a relatively similar phenotype to LmnaDK32/DK32 mice, sug-
gesting that reduced lamin A/C level is partially responsible
for the phenotype in our mouse model. Indeed, Lmna2/2 or
LmnaGT2/2 mice presented with growth retardation, skeletal
and cardiac muscle involvement, hypoglycemia, reduced
WAT and premature death (27–29). However, the phenotype
was much more dramatic in LmnaDK32/DK32 mice. Interesting-
ly, insulin levels were not different between WT and Lmna2/2

mice at 4 weeks (28), while it was already significantly lower
at 2 weeks in our LmnaDK32/DK32 mice. Moreover, LmnaGT2/2

skeletal and cardiac muscles did show impaired post-natal
growth but no maturation defects (29). Overall, it suggests
that in addition to an effect due to the decreased lamin A/C
expression, DK32-lamin mutants exert a toxic function on
tissue maturation.

This study shows, for the first time, changes in lamin A/C
organization during normal embryonic development, with
the progressive disappearance of the nuclear foci in muscle
around birth. The dominant-negative effect of mutant
DK32-lamin may be due to their persistence in nucleoplasmic
foci in postnatal mice, maintaining cells in an immature state.
Modifications of lamin A/C organization have been reported
during adipogenesis (30). Similarly, lamin A/C relocation
from nuclear foci to the nuclear periphery has been described
during in vitro myoblast differentiation (31–33). In these
myoblasts, lamin A/C localized in foci was shown to interact
with protein complexes, including Rb protein involved in cell
cycle exit, and the interaction was lost upon lamin A/C reloca-
tion under the nuclear membrane.

Interestingly, in Coenorhabditis elegans, the △K46-Ce
lamin mutation (corresponding to DK32-lamin mutation in
mammals) was recently reported to cause lateral polymeriza-
tion defects in vitro, leading in vivo to aggregates formation
containing other proteins and to a muscle phenotype (16).
RNAi targeting to Ce-lamin in the mutant worms rescues the
muscle phenotype, clearly demonstrating the dominant-
negative effect of △K46-Ce lamin. A similar polymerization
defect may occur in LmnaDK32/DK32 nuclei, leading to the
absence of lamin A/C at the nuclear lamina and the sequestra-
tion of proteins inside the foci.
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Implication of SREBP-1

Part of the pathogenesis could be attributed to the defective
SREBP-1 pathway in LmnaDK32/DK32 mice. SREBP-1 exerts
its action through the transcriptional activation of genes
involved in adipogenic differentiation such as Pparg (34)
and genes involved in lipid metabolism like Lpl, Acc or Fas
(21,35,36). In LmnaDK32/DK32 mice, SREBP-1 was not able
to induce the expression of Ppara, Ppard and Fas in the
liver. Similarly, we showed that LmnaDK32/DK32 MEF cells
induced to differentiate into adipocytes were unable to activate
PPARg expression and did not accumulate lipid droplets and
thus have defective adipogenesis. Altogether, it is conceivable
that LmnaDK32/DK32 mice develop hypoglycemia because of
their defective fatty-acid storage in liver and WAT. In such
condition, ketogenesis, indirectly observed by increased
urinary C2-acylcarnitine in LmnaDK32/DK32 (37), may reflect
the normal hepatic reaction to decreased glucose levels in a
prolonged fasting state. Nevertheless, the observed decrease
in plasma levels of glucose in spite of active ketogenesis sug-
gests that neoglucogenesis may be impaired, possibly because
of the cachectic state of LmnaDK32/DK32 mice. Indeed, when
lipids are depleted, amino acid metabolism, a source of
Krebs cycle intermediates and of keto bodies, may provide in-
sufficient energy to carry out neoglucogenesis in the liver. The
resulting glucose depletion impairs Krebs cycle function and
keto body metabolism in the peripheric tissues, thus reinfor-
cing ketosis. Overall, we suggest that general exhaustion is
the primary cause of death in LmnaDK32/DK32 mice.

However, alteration of SREBP-1 transcriptional activity
is probably not responsible for all of the observed
LmnaDK32/DK32 defects. In skeletal muscle, activation of the
SREBP-1 pathway has been recently implicated in muscle dif-
ferentiation defect and atrophy (38). Hence, alteration of
SREBP-1 signaling in skeletal muscle would probably be
involved in muscle hypertrophy. Therefore, we think that
SREBP-1 defect is probably not implicated in muscle matur-
ation defect observed in LmnaDK32/D32. Inhibition of other
transcription factors, such as Rb, might be implicated in the
LmnaDK32/D32 mouse phenotype. Rb has major functions in
myogenesis and cardiogenesis (39), and interaction between
lamins A/C and Rb has been previously described (40). Interest-
ingly, defective Rb signaling in skeletal muscles has already
been reported in Lmna2/2 mice or lamin mutant fibroblasts
(32,41). Moreover, Rb is also implicated in adipocyte differen-
tiation towards the white lineage instead of the brown lineage
(42), and Rb2/2 MEFs are unable to undergo adipose conver-
sion (43). Additionally, mislocalization of DN-lamin A proteins
in nucleoplasmic aggregates, highly similar to DK32-lamin A/
C, has been involved in inhibition of RNA polymerase II activ-
ity via sequestration of TBP in DN-lamin A-containing aggre-
gates (11). In transfected cells and in FPLD-mutant cells,
transcription is altered as judged by BrU incorporation (6,11).
Finally, our findings do not exclude that the absence of lamin
A/C at the nuclear lamina is also responsible for defective inter-
actions with known partners at the nuclear envelope, such as
emerin, LINC complex proteins and other LAP2-Emerin-
MAN1 proteins, which increases nuclear fragility (1,8).

Altogether, we propose that the relocation of WT lamin A/C
from the nucleoplasm to the nuclear periphery is important for

proper maturation of organs. In cells expressing DK32-lamin
A/C proteins, defective for lateral assembly and hence for
polymerization at the nuclear lamina, the absence of lamin
A/C relocation associated with dominant-negative action of
DK32-lamin A/C inside the nucleoplasm is responsible for
maturation defects. Thus, we suppose that EDMD and
L-CMD patients harboring LMNA p.delK32 mutation or
LMNA mutations leading to abnormal polymerization also
have metabolic defects that may contribute to the severity of
their phenotype. Therefore, our data emphasize the importance
to investigate metabolic defects in severe forms of
LMNA-related muscular dystrophies.

MATERIALS AND METHODS

Mice

Homologous recombination vector was obtained by cleaving
the mouse bacterial artificial chromosome-containing Lmna
exon 1 and intron 1 with NsiI into pGEM-T Easy. The deletion
of lysine 32 (delAAG) was introduced in exon 1 by the poly-
merase chain reaction (PCR) mutagenesis method, while the
XhoI restriction site was added in intron 1. The floxed
Neomycin-Cre recombinase cassette (from pACN vector)
and the thymidine kinase cassette (from pMCI-TK vector)
were subsequently cloned into XhoI and SalI of Lmna exon
1–intron 1–pGEM-T, respectively. NsiI linearized vector
was injected into 129/SvJ embryonic stem cells. Homologous
recombination was checked by neomycin resistance and gan-
cyclovir sensitivity. Recombined ES cells were analyzed by
Southern blot and positive ones were injected in C57BL/6
blastocysts to give chimera. Chimeric mice were crossed
onto C57BL/6 mice and resulted progeny were genotyped
for germline transmission using the following primers F2:
5′-caaagtgcgtgaggagttca-3′ and R2: 5′-tgacagcataggccc
tgtcac-3′. It is important to note that the system used leads
to the deletion of the neomycin-Cre cassette from the DNA
during the spermatogenesis (44). The Lmna DelK32 mouse
model was produced on CIPHE IBiSA platform, Marseille.

Systematic standard phenotype evaluation was performed at
Institute Clinique de la Souris (Illkirch, France), which com-
prises macroscopic and morphological evaluation of 40
organs (for complete protocol see http://www.ics-mci.fr/dep
_phenotyping_services.html). Except when mentioned, experi-
ments were performed on P14 mice with same age inside a
specific experiment. Mice were euthanized by intraperitoneal
injection of overdose anesthetics (ketamine:xylasine:saline 1/
1/1; 6.5 ml/g) before tissue excision. Experimental procedures
on animals were performed in accordance with European le-
gislation (L358-86/609/EEC).

Cells and adipogenic differentiation

Mouse embryos were carefully collected at E13.5 of Lmna+/+

and LmnaDK32/DK32 embryos. After dissection of head and
visceral organs for genotyping, embryos were minced and
trypsinised for 30 min at 378C. MEFs were then plated
and maintained at 378C in an atmosphere of 5% CO2 in the
growing medium [Dulbecco’s modified Eagle medium
(DMEM); 10% fetal bovine serum (FBS) and penicillin/
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streptomycin, Life Technologies]. For adipocyte differenti-
ation, 2-day-postconfluent cells (day 0) were treated for 2
days with differentiation medium (DMEM; 10% FBS and
penicillin/streptomycin; 8 mg/ml biotin; 4 mg/ml pantothenate;
10 mg/ml insulin) supplemented with 0.5 mM 3-isobutyl-
1-methylxanthine; 1 mM dexamethasone (Sigma-Aldrich).
The medium was renewed every 2 days with differentiation
medium.

Tissue sections and staining

Embryos were taken at E12.5 and E17.5. After 24 h in 15%
sucrose, embryos were embedded in optimal cutting tempera-
ture (OCT) embedding matrix (Cell Path), frozen in liquid
nitrogen-cooled isopentane and stored at 2808C until process-
ing. Muscles, WAT, heart and liver were taken from P14
Lmna+/+, Lmna+/DK32 and LmnaDK32/DK32 littermates,
unless specifically specified. Hearts were stopped in systole
by putting the hearts for 1 min in 250 mM KCl. Tissues were
embedded in OCT embedding matrix (Cell Path) and frozen
in liquid-nitrogen-cooled isopentane and stored at 2808C
until processing. Seven micrometer sections were made
using a cryostat Leica CM3050S.

Frozen sections and MEFs were stained with HE or Oil
Red O stains by standard methods. Immunostainings against
myosins were performed using mouse antibodies against fast
(My32; Sigma-Aldrich), embryonic or slow myosin heavy
chains [F1.652 and A4.840, respectively; developmental
studies hybridoma bank (DSHB)] and horseradish peroxydase
(HRP)-conjugated anti-mouse antibody. Stainings were
developed using diaminobenzidine, mounted with Immuno-
Mount and visualized using a Nikon Eclipse E600 microscope
(Nikon).

Fluorescent immunostaining was performed using primary
antibodies against lamin A/C (N18; sc-6215), lamin B1
(C20; sc-6216), SREBP-1 (K10; sc-367), PPARg (H100;
sc-7196) (Santa Cruz), followed by incubation with alexafluor-
conjugated secondary antibodies (Life Technologies),
mounted in Vectashield mounting medium with 4′-6-diami-
dino-2-phenylindole (Vector Laboratories) and visualized
using axiophot fluorescent microscope (Carl Zeiss) for post-
natal muscle sections, a confocal microscope (Olympus
FV-1000) for liver sections and cultured MEF and an inverted
confocal microscope (Leica SP2 AOBS AOTF) for embryonic
muscle sections.

Protein analysis

Tissue samples were homogenized with FastPrep in protein
extraction buffer (50 mM Tris–HCl, pH 7.5; 2% SDS;
250 mM sucrose; 75 mM urea; 1 mM dithiothreitol and with
protease/phosphatase inhibitors (25 mg/ml aprotinin, 10 mg/
ml leupeptin; 1 mM 4-(2-aminoethyl) benzenesulfonyl fluoride
hydrochloride and 2 mM Na3VO4).

Protein extracts were separated on sodium dodecyl sulfate
polyacrylamide gel electrophoresis and transferred to a nitro-
cellulose membrane (Millipore). Membranes were blocked in
5% skim milk in tris-buffered saline-Tween 20 and hybridized
with rabbit anti-lamin A/C (H110, sc-20681) or anti-SREBP-1
(H160, sc8984), with goat anti-lamin B1 (C20, sc-6216) or

anti-prelamin A (C20, sc-6214) (Santa-Cruz) or with mouse
anti-a-tubulin or anti-actin antibodies (Sigma-Aldrich) and
with secondary anti-rabbit, anti-goat or anti-mouse IgG
HRP-conjugated antibodies (Dako). Immunoblots were visua-
lized by Immobilon Western Chemiluminescent HRP Sub-
strate (Millipore) on a G Box system using GeneSnap
software (Ozyme).

Quantification of lamin A/C expression level was performed
in three to four different samples per genotype and per tissue.
The mean normalized ratio of lamin A/C to actin or tubulin
(proteins used as loading controls) was measured using the
Gene Tools software (Ozyme).

Acylcarnitine analysis

Extraction of acylcarnitines without derivatization involved
10 ml urine mixed with deuterium-labeled internal standards
and 1 ml of ice-cold methanol. After hexane washes, the
dried supernatant was dissolved in 50% acetonitrile for flow
injection analysis in multiple reaction monitoring mode (API
3000; Life Technologies) (45).

RNA analysis

Total RNA extracts were prepared using RNeasyw Fibrous
Tissue Mini Kit (Qiagen) according to the manufacturer’s
instructions. Two micrograms of total RNA was then reverse-
transcribed using random hexamers primer with Super-
ScriptTM III first-strand synthesis system kit for real-time
PCR (Life Technologies). Real-time PCR was carried out on
a LightCyclerw 480, using the LightCyclerw 480 SYBR
Green I Master (Roche) with sense and anti-sense oligonucleo-
tide primers for the following genes (Supplementary Material,
Table S2). Relative levels of mRNA expression were calcu-
lated according to the DDCT method. Individual expression
values were normalized by comparison with Rplp0 mRNA.
Values are means+ standard deviations. Reactions were
performed in triplicate.

Statistical analysis

Data are expressed as mean+ standard deviation. Mendelian
distribution of the different mouse phenotypes at birth was
tested using the x2-test, while Student’s t-test or Mann–
Whitney rank-sum tests were applied using Sigma Stat
software. Statistical significance was assumed at P , 0.05.

SUPPLEMENTARY MATERIAL

Supplementary Material is available at HMG online.
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SUPPLEMENTAL DATA 

Table S1: Echocardiographic data on Lmna+/+ and LmnaΔK32/ΔK32 mice, related to Figure 

3. 

Measure of cardiac dimensions and function on P16-P17 Lmna+/+ (n=3) and LmnaΔK32/ΔK32 

(n=5) mice. Results are shown as mean ± SD.  *P<0.05, **P<0.01and ***P<0.001 vs 

Lmna+/+. 

  Lmna+/+ LmnaΔK32/ΔK32  
AWThs (mm)   0.64 ± 0.08 0.54 ± 0.06 
PWThs (mm)   0.67 ± 0.12 0.55 ± 0.07 
AWThd (mm)   0.47 ± 0.03    0.32 ± 0.08 * 
PWThd (mm)   0.46 ± 0.06    0.30 ± 0.08 * 
LVESD (mm)   2.49 ± 0.28    1.60 ± 0.37 * 
LVEDD (mm)   3.19 ± 0.11      2.51 ± 0.28 ** 
Heart rate (beats/min) 441 ± 43     323 ± 64    * 
BW (mg)   8.07 ± 0.50        3.64 ± 0.24 *** 
FS (%) 22.06 ± 7.73 36.61 ± 13.01 
LVEDV/BW   4.08 ± 0.25 4.07 ± 0.95 
HW/BW   4.57 ± 0.78 3.95 ± 0.59 



Table S2: RT-PCR primers used in this study, Related to the Experimental Procedures. 

 

Gene Forward primer Reverse primer 

Nppa GGGGGTGGAATTGACAGGAT GCAGAATCGACTGCCTTTTC 

Nppb GTCAGTCGTTTGGGCTGTAAC AGACCCAGGCAGAGTCAGAA 

Myl4 AGAGGTGGAGCTGCTGTTGT TGGAGAAACGTGCTTTACCC 

Myl7 AGCTCGGGAGGGTAAGTGTT TTCTCCCCGAAGAGTGTGAG 

Gapdh CGGTGCTGAGTATGTCGTGG GAAGGTGGAAGAGTGGGAGT 

Ppara AACATCGAGTGTCGAATATGTGG AGCCGAATAGTTCGCCGAAAG 

Pparb  TTGAGCCCAAGTTCGAGTTTG CGGTCTCCACACAGAATGATG 

Pparg GTGCCTTGCTGTGGGGATG CGGGAAGGACTTTATGTATG 

Srebf1  AATCAGGACCATGCCG CTCAACCTATGAAAATAAAGTTTGC

Acc2 TCCCCTCCTCAGAGCTGCGG CCCGGTGCTGCAGGCTGTTT 

Fas  GGTCCACCCCAAGCAGGCAC ACACCCACCCAGACGCCAGT 

Rplp0 CTCCAAGCAGATGCAGCAGA ATAGCCTTGCGCATCATGGT 



SUPPLEMENTAL EXPERIMENTAL PROCEDURES 

Echocardiography 

Mouse transthoracic echocardiography was performed using a Visual Sonics Vevo 770® 

ultrasonograph with a 30 MHz single crystal mechanical transducer. Mice were kept under 

ECG-controlled anaesthesia with 0.5-1vol% isoflurane (Abbott Inc.). Two-dimensional 

echocardiography images were obtained in a modified parasternal short-axis view at mid-

papillary muscle level. The thickness of the anterior and posterior walls was obtained in a 

short axis view in diastole (AWThd and PWThd, respectively) and in systole (AWThs and 

PWThs, respectively). LV end-systolic (LVESD) and LV end-diastolic (LVEDD) diameters 

were calculated. The other abbreviations are: BW, body weight; FS, Fractional shortening 

(LVEDD-LVESD)/LVEDD x 100); HW, heart weight. 


