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: Contexte scientifique et objectifs h

La maladie de Pompe (glycogénose de type II) est une maladie autosomique récessive rare, causée par le déficit en alpha-glucosidase acide (GAA),
seule enzyme permettant la dégradation du glycogeéne en glucose dans les lysosomes. Il en résulte une accumulation lysosomiale ubiquitaire de
glycogene, qui est particulicrement sévere dans le coeur et les muscles squelettiques.

L’enzymothérapie substitutive, seul traitement actuellement disponible, a permis d’augmenter I’espérance de vie des patients atteints de la forme infantile
en corrigeant efficacement la surcharge cardiaque. Cependant, cette thérapie s’avere tres peu efficace sur le muscle squelettique dont la pathogénie n’est
encore que partiellement connue.

Objectifs : > Pour renseigner plus finement ’évolution de la pathogénie, nous avons caractérise ’atteinte physiopathologique du muscle squelettique
d’une cohorte de souris Pompe malades (GAA-KO 6"¢°/6"¢°) en fonction de la progression de la maladie.
—> Afin d’obtenir une vision globale des modifications biochimiques ayant licu dans le muscle squelettique pathologique, nous avons
appliqué une technique de microspectroscopie infra-rouge sur ces souris.

9 mois

Evaluation de la surcharge en glycogene par la coloration au PAS

GAA-KO
708 b Coloration de référence a I’ Acide Périodique de Schiff (PAS) : mise en évidence des
polysaccharides des tissus

Coloration rapide permettant d’observer la surcharge en lumiere blanche

€ Coloration non spécifique du glycogene
Variabilité de coloration entre les séries de lames traitées
Quantification difficile

=> Muscles des souris GAA-KO : surcharge en glycogeéne des 1,5 mois. La coloration ne permet
pas d’évaluer 1’évolution de la surcharge entre les ages précoce et tardif
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Principe de la Microspectroscopie Infra-Rouge
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Lipide Oligo- et Pol- La spectroscopie infra-rouge permet de déterminer la nature des liaisons chimiques présentes dans une molécule a partir de leurs fréquences de vibration. Les protéines, les acides nucléiques, les glucides et les lipides sont ainsi caractérisées par des bandes
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\& co d'absorption spécifiques dans le domaine de ’infra-rouge (Movasaghi et al., 2008). La microspectroscopie infra-rouge combine la spectroscopie infrarouge et la microscopie permettant de déterminer la carte chimique d’un échantillon biologique avec
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* Animaux : des souris Pompe malades (GAA-KO 6"°/6"¢ ; Raben et al., 1998) et des souris saines sauvages (WT) ont ét¢ euthanasi¢es a I’age de 1,5 et 9 mois (n=3 souris par groupe). Le M| échantillon
muscle Tibialis anterior (TA) a été preleve.
—_r , . i L : 1 Lo C L Analyse quantitative Analyse qualitative
» Congélation des échantillons : le TA a ¢été congelé a -150°C (dans I’isopentane refroidit par azote liquide) sur gomme adragante, puis a été stocke a -80°C. ysed Z yseq
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» Cryosections : des cryosections d’une épaisseur de 10 wm ont été réalisées a 1’aide d’un cryostat et déposées sur des lames multispectrales de sulfate de zinc polies (Crystran Limited). bruts 4 traiter sur OPUS Traitement
- Spectres coupés dans la
* Acquisition et traitement des spectres : un spectrométre infra-rouge Tensor 27 (Brucker) équipé avec un microscope Hyperion 2000 a été utilisé pour collecter les spectres dans la gamme gamme spectrale souhaitee . , \
* - Correction de la ligne de v Obtention des données spectrales
spectrale 4000 — 700 cm™! avec une résolution spectrale de 8 cm™! et une résolution spatiale de 20um x 20pum . Une centaine de fibres a été analysée par coupe (300 scans par fibre moyennés base brutes 4 traiter sur Unscrambler®
. .. - . . . . - Normalisation vectorielle
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pour obtenir 100 spectres par coupe) . Les logiciels OPUS® et Unscrambler® ont été utilisés pour traiter les spectres bruts. Le processus d’obtention des spectres est illustré ci-contre. - Correction de la ligne de base
- Dérivée seconde (algorithme
.. , ) i . . . X , L, : . . Savitsky-Golay) dans la gamme
* Analyse en composantes principales (ACP) : I’ACP permet de faire une représentation graphique a partir de données comportant un nombre ¢élevé de variables quantitatives, en revenant a g , spectrale souhaitée
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un espace de dimension réduite tout en déformant le moins possible la réalité. Cela est réalisé en effectuant un changement de repere défini par de nouveaux axes, appelés composantes | moyens sur Unscrambler®
principales. L’ACP donne ainsi une modélisation des données spectrales en révélant les différences entre les spectres. Chaque fibre musculaire est représentée par un point sur le graphique. | A J‘ ’
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* Rapport d’aire des pics : les données spectrales peuvent étre quantifiées en réalisant des rapports d’aires de pics. Par exemple, pour quantifier la surcharge en glycogene, une intégration a €té
réalisée, portant sur les pics attribués au glycogéne (1025, 1080 et 1152 cm!) et les pics attribués aux amides I et II (1550 et 1650 cm™') (Movasaghi et al, 2008), ces derniers étant choisi (‘; Intégration Silf OPES® \/
. ) ) ) ammes spectrales utilisées :
comme reference car ils ne varient pas avec la maladie. _ Glycogene : 950-1180 cm- Analyse
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o . . . _ 5 / - Lipides : 3100-2800 cm'! représentations
» Statistiques : les résultats sont représentés en ‘moyenne = SEM’. Des ANOVA bi-vari€es ont €té réalisees, suivies d’un test de comparaisons multiples (Newman-Keuls). Une p-value < 0,05 est : ) - Amides : 1480-1720 cm'! graphiques ACP
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considérée comme statistiquement significatif. Le degré de significativité est présenté comme *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001, ****p<0,0001 J - Q : : . |
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» Gamme spectrale entiére » Gamme spectrale des esters
m = Les différences observées sur les spectres entiers mettent en évidence plusieurs régions
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v' Spectres moyens v' Intégration
> Gamme spectrale du glycogéne = Augmentation des liaisons esters chez les souris GAA-KO agées
par rapport aux souris saines. Progression avec la pathologie
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v’ Spectres moyens v" Coordonnées des individus sur les composantes principales v Cc_)ordonnees de; Var}ables sur la composante PC-2 (5%) renrm
principale n°1 (qui explique a 80% la variabilité des ~— A,
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\:;% 0.051 muscle squelettique des souris GAA-KO, qui est 23 souris GAA-KO agées par rapport aux
® . confirmée par quantification des aires sous pics souris saines
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v" Intégration du spectre d’une souris GAA-KO v Quantification de la surcharge en glycogéne présente Les (?sters et lc?s.hpldes pourraient COIlSt.l fuer de nouveaux blomarqueurs 1de la mal.adI? . , . ,
chez les souris GAA-KO Hypothese : les liaisons esters ayant une signature entre 1739 et 1744 cm™' sont attribuées aux triglycérides et au cholestérol (Ozek et
al, 2014). L’accumulation dans le muscle des souris GAA-KO de vésicules lysosomiales et autophagiques (Lim et a/, 2015), dont les
membranes sont notamment composées de cholestérol (Bagshaw et al, 2005), pourrait €tre a I’origine des augmentations observées.
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LT AN - Cartographier le glycogene sur des coupes de muscle de souris GAA-KO versus souris saines sans réaliser de coloration préalable
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\ R et T C e grace a la détection des trois pics d’absorption en infra-rouge spécifiques du glycogéne 1025, 1080 et 1152 cm™!.
C o) Y I e "72\-\' s - Chiffrer les différences observées entre les souris saines et malades par I’intégration des pics attribu€s au glycogene, ce qui est tres
# s T ) A - Ja\ N difficile a réaliser a partir d’une coloration PAS.
024 . P % \\/ \/ \,\/ Y - Mettre en évidence le pic a 1025 cm™!' qui apparait comme étant un marqueur discriminant entre les souris GAA-KO jeunes et les
o . | souris GAA-KO adultes. Cette différence de signature spectrale du glycogéne en fonction de I’age des souris malades n’a pour
: | 3 * I’instant jamais ét¢ décrite dans la littérature.
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ask - - . 0 - - . S e e A s 09 : ;":’n?z's - Mettre en évidence de nouveaux biomarqueurs potentiels de la maladie de Pompe, en exploitant le spectre infra-rouge en dehors du
0, 0, 0, 0, ) , : : : | . . , - , . . . r et .
P =7 002 glycogéne : a 2935 cm! (région des C-H) et 1730 cm™! (région des esters). L’imagerie par spectrométrie de masse est une piste
- mois - mois -~ £ . J4 . . . . .y . .
T oo T o 52 o0 envisagée pour identifier la nature de ces biomarqueurs dont certains sont probablement liés aux dysfonctionnements lysosomiaux et
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principale n°2 (qui explique a 11% la P g '
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variabilité des données) p® 001 => La microspectroscopie infra-rouge apparait étre une méthode prometteuse pour suivre 1’évolution de la maladie et un outil puissant
> 002 , , pour ¢valuer I’efficacité d’agents thérapeutiques.
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= Observation de deux nuages de points différenciant les souris GAA-KO selon leur age, avec 1’augmentation du rapport associ¢ au pic 1025 cm™ du . : : .. |
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