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NOUVELLE

Une cible thérapeutique contre
la myopathie myotubulaire

La kinase PI3KC2[3

Marie Goret, Jocelyn Laporte

Les phosphoinositides 3-kinases

Les phosphoinositides 3-kinases (PI3K)
constituent une famille d’enzymes qui
agissent sur les lipides afin de contro-
ler le trafic membranaire et la signa-
lisation cellulaire. Les PI3K modifient
les phosphoinositides (PI)! en ajoutant
un groupe phosphate en position 3,
4’ ou 5" de leur cycle inositol, produi-
sant ainsi les lipides PI(3)P, PI(3,4)P, et
PI(3,4,5)P;. Les différents Pl déterminent
des sous-domaines membranaires et
recrutent des effecteurs protéiques,
contrélant ainsi de nombreux processus
cellulaires, tels que la survie, la prolifé-
ration, I'adhérence et la migration [1].
Chez les mammifeéres, il existe huit PI3K
réparties en trois classes. Les membres
de la classe | sont impliqués dans la
croissance et la survie cellulaire, tan-
dis que ceux de la classe Il, tels que
PI3KC20L et PI3KC2P, sont impliqués dans
la dynamique membranaire et le trafic
intracellulaire. Enfin, le seul membre
de la classe I, Vps34 (vacuolar protein
sorting 34, ou PIK3C3), est essentiel pour
I"autophagie et le trafic intracellulaire.
Les kinases PI3K agissent de concert
avec les PI3-phosphatases pour I'inter-
conversion des Pl, coordonnant ainsi la
dynamique cellulaire.

Le dysfonctionnement d’une de ces
kinases ou de ces phosphatases peut
provoquer des déséquilibres cellu-
laires et entrafner des maladies, ce qui
témoigne de I"importance physiologique

! Les phosphoinositides, appelés parfois lipides a inositol,
sont des glycérophospholipides qui représentent environ 10 a
15 % des phospholipides membranaires.
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de ces enzymes et de leurs produits lipi-
diques [2]. Par exemple, une augmenta-
tion d’expression de la PI3KCal est asso-
ciée a des syndromes hypertrophiques,
certaines formes mutantes de PI3KCa
favorisent le développement tumoral,
PI3Ky est impliquée dans des immuno-
déficiences, et la perte de la phospha-
tase MTM1 (myotubularine) entrafne une
myopathie.

La myopathie myotubulaire

La myopathie myotubulaire liée au chro-
mosome X (XLCNM) est une maladie
congénitale rare qui affecte principa-
lement les muscles squelettiques et se
manifeste par une faiblesse musculaire
sévere, une hypotonie, et une difficulté
respiratoire. Cette myopathie est carac-
térisée par une hypotrophie des fibres
musculaires et une centralisation anor-
male des noyaux cellulaires. Elle est
causée par des mutations inactivatrices
dans le gene MTMI, qui code une PI3-
phosphatase, la myotubularine [3, 4].
La perte de cette phosphatase entraine
une accumulation de PI(3)P dans le
muscle [5]. Il n'existe actuellement
aucun traitement curatif de cette mala-
die. Dans une perspective de normali-
sation de la quantité de PI(3)P chez les
personnes souffrant de cette myopa-
thie, des études pré-cliniques ont précé-
demment montré que la perte totale de
PI3KC2[3, catalysant la réaction opposée
a MTM1 (Figure 1A), améliore le phéno-
type myopathique d’un modéle murin
de la maladie [6, 7]. La suppression
totale de cette kinase pouvant induire
des effets déléteres sur d’autres pro-

cessus cellulaires, nous avons cherché
a déterminer si une inhibition sélec-
tive de son activité suffit a obtenir un
effet thérapeutique (Figure 1B). Des
souris porteuses d’une mutation faux-
sens (Aspl212Ala) dans le site actif de
’enzyme PI3KC2[, qui inhibe son acti-
vité kinase sans modifier la quantité de
la protéine, ont été croisées avec des
femelles Mtml~/* (hétérozygotes pour
Pinvalidation du géne Mtml) et les des-
cendants males ont fait objet d’une
analyse approfondie de leur phénotype
musculaire a I’dge de cing semaines.

Linhibition spécifique de I’activité

kinase de PI3KC2[} rétablit la fonction

et la structure musculaire dans le modéle
murin de la myopathie myotubulaire

Nous avons étudié différents groupes de
souris madles : des souris de génotype
« sauvage » pour Mtml (MtmI*Y) et pour
Pi3kc2b (Pik3c2b*’*) ; des souris MtmI*"Y
avec une inactivation partielle (hétéro-
zygotes, Pik3c2bP11?2*) ou totale (homo-
zygotes, Pik3c2bP12A/DI2I2A) e Penzyme
PI3KC2[3, pour vérifier I'absence d’effet
phénotypique majeur de cette inactivation
isolément ; des souris Mtml™Y, modeles
de la myopathie humaine ; et des sou-
ris MtmI™Y avec une inactivation par-
tielle (Mtml1~"Y/Pik3c2bP12A*) ou totale
(Mtm17"Y/Pik3c2pP1212A/PI212R) e PIZKC2P,
afin d’évaluer le potentiel thérapeutique
de cette combinaison génétique.

Amélioration de la fonction motrice et de
la survie

Les souris Mtm1™/Y présentent une myo-
pathie progressive a partir de I’Gge
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Figure 1. Activités de
la phosphatase MTMI et
de la kinase PI3KC2[3 et
leur implication dans la
myopathie myotubulaire.
A. Les enzymes MTMI et
PIZKC2p, respectivement
déphosphorylant et phos-

PI3KC2PB
o

k

)

@ @

i Perte de Mtml et
Linactivation de PI3KC2[3

phorylant des phosphoi-
nositides, sont impliquées
dans I’homéostasie du
phosphatidylinositol-
3-phosphate [PI(3)P].
B. lllustration des consé-
quences d’une perte de
MTM1 chez la souris male,
entrainant faiblesse

musculaire, atrophie des

myofibres et délocalisa-

tion centrale de noyaux

cellulaires. Uobjectif de I’étude est de tester, chez la souris, le potentiel thérapeutique de I'inactivation concomitante de PI3KC23 afin de

normaliser la quantité de PI(3)P (Figure créée avec BioRender.com).

de 3 semaines, provoquant leur mort
avant I'dge de 12 semaines (durée de
vie moyenne : 7 semaines). Linhibition
de la kinase PI3KC2P a permis aux souris
Mtm1~/Y/Pik3c2pP1212A/PI2I2A e syryivre
jusqu’a la fin de I’étude, soit 16 semaines.
La fonction motrice des souris a été tes-
tée en évaluant leur capacité a rester
suspendues a une grille. Dans ce test, les
souris Mtm1™"Y avaient des performances
réduites, avec une durée moyenne de
suspension de 16 secondes. €n revanche,
chez les souris Mtml™/Y/Pik3c2bP1212A/+
nous avons constaté une légére amé-
lioration de la durée de suspension
(30 secondes en moyenne), cependant
non statistiquement significative, alors
que les souris Mtm1™"Y / Pik3c2pP1212%
DI2I2A ont atteint le maximum testé
(60 secondes), tout comme les souris
du groupe témoin (Figure 2A). Les souris
Mtm1~/Y/Pik3c2pP1212A/DIZI2A qyqient
un poids corporel similaire a celui des
témoins (30 g a 5 semaines), alors que
les souris MtmI™Y ne pesaient pas plus
de 15 g, principalement du fait d’une
atrophie musculaire générale. €n effet,
chez ces dernieres, le poids de différents
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muscles, tels que le muscle tibial anté-
rieur, était environ moitié moindre que
chez les souris témoins, alors qu’il était
totalement normalisé chez les souris
Mtm1~"Y/Pik3c2pP1212A/DII2A (Figy e 2B).
La force spécifique du muscle tibial
isolé était tres diminuée chez les ani-
maux Mtml™"Y, mais normalisée chez
les souris Mtml~/¥/Pik3c2pP1212A/D1212A
(Figure 2C) [8].

Amélioration de I’organisation des fibres
musculaires

Apreés avoir constaté que I'inhibition de
Pactivité kinase de PI3KC2P améliorait
I’atrophie et la faiblesse musculaire des
souris Mtml™Y, nous avons étudié la
structure des myofibres de ces animaux.
La coloration hématoxyline-éosine des
coupes histologiques montrait une dimi-
nution de la taille des fibres chez les
souris Mtml™"Y par rapport aux sou-
tis témoins (Figure 2D), la détection
de Pactivité de la succinate déshydro-
génase sur ces coupes, et une accu-
mulation anormale de produits d’oxy-
dation mitochondriale dans 32 % des
fibres (Figure 2€), des caractéristiques

histopathologiques similaires a celles
décrites chez les personnes atteintes de
la maladie. Les images et les mesures
associées de la taille des fibres et du
pourcentage de fibres affectées ont
révélé un aspect et un diametre normal
des myofibres chez les souris Mtm1™/Y/
Pik3c2bP1212A/DI2I2A " insi qu’une cor-
rection du positionnement des mito-
chondries. De plus, alors que I’ana-
lyse ultrastructurale des myofibres par
microscopie électronique a révélé une
désorganisation des sarcomeres (les
sous-unités musculaires) chez les sou-
ris Mtm1™"Y, ainsi que des défauts des
triades, des structures essentielles pour
le processus d’excitation-contraction
des myofibres, "organisation ultras-
tructurale était restaurée partiellement
chez les souris Mtml™Y/Pik3c2bP1212A/+
et totalement chez les souris Mtml™/Y/

Pik3C2bD1212A/D1212A [8]

Normalisation des quantités de PI(3)P
et de ses fonctions cellulaires

PI3KC2P et MTML étant impliquées res-
pectivement dans la phosphorylation
et la déphosphorylation du PI(3)P, la
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Figure 2. Linhibition spécifique de I'activité kinase de PI3KC2[3 rétablit la fonction et la structure musculaire dans le modéle murin de myopathie
myotubulaire. A. Test de suspension a I’dge de 4 semaines. La durée de suspension des souris a une grille inversée est mesurée (temps limite testé : 60
s). B. Poids relatif du muscle tibial antérieur (TA) par rapport au poids total des souris & 5 semaines (mg/g). C. Force musculaire spécifique développée
par le muscle TA par rapport & son poids (mN/mg). D. Coupes histologiques du muscle TA a I’dge de 5 semaines. Coloration par hématoxyline-éosine
(HE). Barre d’échelle = 50 um. €. Coupes histologiques du muscle TA a I’dge de 5 semaines. Coloration reflétant I"activité enzymatique de la succinate
déhydrogénase (SDH). Les fléches indiquent des accumulations centrales anormales de produits d’oxydation mitochondriale. Barre d’échelle = 50 pm.
F. Quantification, par la technique ELISA, des taux de PI(3)P dans le muscle gastrocnémien a I’dge de 5 semaines, normalisés par rapport au groupe
témoin. G. Western blot d’extraits de muscle TA et de cerveau avec des anticorps dirigés contre les formes phosphorylée (p-S6RP) et totale (S6RP) de
la protéine ribosomique S6, intervenant dans la voie de signalisation mTOR. Chaque échantillon est normalisé par une coloration de la membrane de
nitrocellulose au rouge ponceau (révélant la quantité totale de protéines de I’échantillon), et les rapports p-S6RP/S6RP sont quantifiés puis norma-
lisés par rapport au groupe témoin. WT : wild-type (souris males de génotype « sauvage » pour le géne MtmlI ou Pik3c2b) ; KO : Mtm1™Y (souris males
invalidés pour le géne Mtml) ; HE : Pik3c2bP'??%* (souris mdles hétérozygotes pour Pinactivation de enzyme PIK3C2B) ; HO : Pik3c2bPI212A/DI212A

souris males homozygotes pour 'inactivation de I'enzyme Fip~0,06;*%*:p~0,01I; :p ~0,001; :p~0, .
( is mdles h I’i ivation de I’ PIK3C2B). * 0,05 ; ** 0,01 ; *** 0,001 ; ***x* 0,0001
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concentration de ce lipide a été mesurée
dans le muscle. La myopathie myotubu-
laire était associée a une augmentation
de cette concentration de 2,5 fois par
rapport aux souris témoins, et sa nor-
malisation constatée chez les souris
MtmI~"Y/Pik3c2pP1212A/DI2I2A a5t donc
vraisemblablement a I’origine des amé-
liorations phénotypiques chez ces souris
(Figure 2F) [8].

Chez la drosophile, les orthologues de
Pi3kc2P et de Mtml contrdlent le recy-
clage de Pintégrine B1 (CD29) via les
PI [7]. Lintégrine Bl est une protéine
transmembranaire reliant le cytosque-
lette a la matrice extracellulaire. Cette
intégrine s’accumule anormalement
a Iintérieur des myofibres des souris
modeles de la myopathie XLCNM, ce
qui peut expliquer certaines des ano-
malies histologiques constatées chez
ces souris, telles que la présence de
petites myofibres rondes et I'augmen-
tation de I'espace entre les myofibres.
LPaccumulation de I'intégrine Bl dans
les myofibres des souris Mtml™Y sug-
gére une perturbation de son recyclage
membranaire, qui serait alors corrigée
dans les myofibres des souris Mtm1™/Y/
Pik3c2pP1212A/DI2I2A -y isque la locali-
sation membranaire de cette intégrine
était rétablie chez ces souris [8].
Comme PI(3)P et PI3KC2PB contrdlent
I"activité du complexe protéique
mTORCL (mechanistic target of rapa-
mycin complex 1) [9], nous avons ana-
lysé la voie de signalisation impliquant
mTOR en mesurant la phosphoryla-
tion de la protéine ribosomique S6RP
(S6 ribosomal protein), qui agit en
aval de mTORCL. S6RP était davantage
phosphorylée, donc davantage acti-
vée, chez les souris Mtm1™”Y (par rap-
port aux souris témoins), mais aucune
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suractivation n’a été constatée chez
les souris Mtml™/Y/Pik3c2hP1212A/DI1212A
(Figure 2G). ’amélioration de la myo-
pathie chez ces derniéres est donc
associée a une normalisation de I'acti-
vité de la voie mTORCI.

Perspectives

Cette étude a montré que la suppression
de Pactivité kinase de PI3KC2P permet
de prévenir I'atteinte de la motricité,
I’atrophie musculaire, ainsi que les ano-
malies histologiques et ultrastructurales
des myofibres dans le modele murin de
la myopathie myotubulaire. Cet effet
préventif s’accompagne de la norma-
lisation de la quantité de PI(3)P dans
le muscle, de ’activité de la voie de
signalisation impliquant mTOR, et du
trafic de I'intégrine BL. Nous supposons
que c’est en rétablissant ’homéostasie
de PI(3)P que inhibition de I'activité de
la kinase PI3KC2[3 améliore les différents
défauts de la structure et de la fonction
musculaires constatés dans le modéle
murin de la maladie. Par ailleurs, nous
n’avons pas constaté d’effet toxique de
la suppression de I'activité kinase de
PIZKC2P lors des tests effectués chez des
animaux témoins. Dans I'ensemble, ces
résultats plaident en faveur de I'utilisa-
tion d’inhibiteurs spécifiques de I'acti-
vité kinase de PIZKC2[3 pour traiter la
myopathie myotubulaire chez ’lhomme.
Une inhibition de 50 % de I’activité de
cette kinase pourrait déja apporter une
certaine amélioration fonctionnelle,
bien que celle-ci n’ait été que minime
chez les souris hétérozygotes pour la
mutation inactivatrice de la kinase : une
plus forte inhibition de I'activité enzy-
matique sera donc tres vraisemblable-
ment nécessaire pour obtenir un meilleur
effet thérapeutique. Enfin, disposer d’un

> Grace a m/s, vivez en direct les progres
des sciences biologiques et médicales
[
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tel inhibiteur pourrait également bénéfi-
cier a d’autres situations pathologiques
[10], ouvrant ainsi la voie a de nouvelles
opportunités thérapeutiques. ¢

The PI3KC2[ kinase as a therapeutic
target for myotubular myopathy
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