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PP2A	 Protéines	Phosphatases	2A	
PPi	 PyroPhosphate	inorganique	
pRb	 Retinoblastoma	protein	(protéine	du	rétinoblastome)	
pré-ARNm	 ARN	prémessager	
PRF	 Progeria	Research	Foundation	(fondation	pour	la	recherche	sur	

la	progéria)	
	 	
Q.	 	
QA	 Quinolinic	Acid	(acide	quinolinique)	
QaPRT	 Quinolinic	acid	Phospho-Ribosyl-Transferase	(phospho-ribosyl-

transférase	de	l'acide	quinolinique)	
	 	
R.	 	
RE	 Reticulum	Endoplasmique	
RNS	 Reactive	Nitrogen	Species	(espèces	réactives	du	nitrogen)	
ROS	 Reactive	Oxygen	Species	(espèces	réactives	de	l’oxygène)	
RPA	 Replication	Protein	A	
	 	
S.	 	
SARM1	 Sterile	α	and	TIR	Motif	Containing	1	
SASP	 Senescence-Associated	Secretory	Phenotype	(phénotype	

sécrétoire	associé	à	la	sénescence)	
shICMT	 short	hairpin	ICMT	
SIRT	 SIRTuines	
SM	 Smooth	Muscle	
SMC	 Smooth	Muscle	Cell	
SRSF	 Serine/arginine-Rich	Splicing	Factor	
SSBR	 Single-Strand	Break	Repair	
	 	
T.	 	
tASO	 telomeric	AntiSense	Oligonucleotides	(oligonucléotides	anti-

sens	spécifiques	des	séquences	télomériques)	
TBS-T	 Tris-Buffered	Saline	Tween	
TCA	 TriCarboxylic	Acid	(acide	tricarboxylique)	
TGF-β	 Transforming	Growth	Factor-β	
TRF2	 Telomeric	Repeat-binding	Factor	2	(facteur	2	de	liaison	répétée	

télomérique)	
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Trp	 Tryptophane	
TUDCA	 TauroUrsoDeoxyCholic	Acid	
	 	
U.	 	
UTR	 UnTranslated	Regions	(régions	non	traduites)	
	 	
V.	 	
VDAC	 Voltage-Dependent	Anion	Channel	(canaux	ioniques	voltage-

dépendants)	
VSMCs	 Vascular	Smooth	Muscle	Cells	(cellules	musculaires	lisses	

vasculaires)	
	 	
W.	 	
WRN	 Protéine	du	syndrome	de	WeRNer	
	 	
X.	 	
XPA	 Xeroderma	Pigmentosum,	complementation	Group	A	(groupe	

de	complémentation	A	du	xeroderma	pigmentosum)	
XRCC1	 X-ray	Repair	Complementing	defective	in	Chinese	hamster	1	
XRCC4	 X-ray	Repair	Complementing	defective	in	Chinese	hamster	4	
	 	
Z.	 	
ZMPSTE24	 Zinc	MetalloProteinase	STE24	
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RÉSUMÉ	

Introduction	|	La	progéria	de	Hutchinson-Gilford	(HGPS)	est	une	maladie	génétique	rare,	
qui	mime	 les	 caractéristiques	moléculaires	 et	 cliniques	 du	 vieillissement.	 Les	 patients	
HGPS	ne	présentent	aucun	symptôme	à	la	naissance	mais	développent,	dès	leur	première	
année	 de	 vie,	 différents	 signes	 du	 vieillissement	 accéléré.	 La	 HGPS	 est	 une	 maladie	
autosomique	dominante	sporadique	causée	dans	la	majorité	des	cas	par	une	substitution	
de	novo	d'une	seule	base	dans	le	gène	LMNA,	codant	les	lamines	nucléaires	de	type	A.	Cette	
mutation	 crée	 un	 site	 donneur	 d'épissage	 cryptique,	 conduisant	 à	 l’expression	 d’une	
lamine	 A	 délétée	 de	 50	 acides	 aminés	 et	 farnésylée	 de	 façon	 constitutive	 appelée	
"progérine".	 Parmi	 toutes	 les	 caractéristiques	 cliniques	 associées	 au	 vieillissement	
prématuré,	 les	atteintes	du	système	cardiovasculaire	 sont	 la	principale	cause	du	décès	
prématuré	des	patients	vers	l’âge	de	14	ans.	Malgré	sa	grande	importance,	l'étude	de	la	
pathologie	 artérielle	 a	 été	 extrêmement	 limitée,	 principalement	 en	 raison	 de	 la	 faible	
incidence	des	syndromes	progéroïdes.	
	
Hypothèse	|	Les	cellules	musculaires	lisses	vasculaires	(VSMCs)	sont	importantes	pour	le	
maintien	de	 l'intégrité	 de	 l'aorte.	 Il	 est	 connu	que	 l'abondance	 et	 la	 fonctionnalité	 des	
VSMCs	 diminuent	 avec	 le	 vieillissement	 dans	 les	 modèles	 animaux	 de	 syndromes	
progéroïdes.	 L’objectif	 de	 cette	 thèse	 a	 été	 d'étudier	 les	 mécanismes	 par	 lesquels	 la	
progérine	conduit	à	une	perte	massive	de	VSMCs.	
	
Résultats	|	En	utilisant	l’aorte	d’un	modèle	murin	de	HGPS,	les	souris	LmnaG609G/G609G,	j’ai	
montré	 une	 augmentation	 de	 la	 mort	 cellulaire	 des	 VSMCs	 associée	 à	 un	 défaut	 de	
réparation	 des	 dommages	 à	 l'ADN.	 La	 poly(ADP-Ribosyl)ation	 (PARylation)	 est	 une	
modification	post-traductionnelle	centrale	des	protéines	impliquée	dans	la	détection	et	la	
réparation	des	dommages	à	l’ADN.	Mes	résultats	démontrent	pour	la	première	fois	qu’une	
augmentation	 de	 PARylation	 se	 produit	 dans	 les	 VSMCs	 de	 souris	 LmnaG609G/G609G.	
L’augmentation	de	la	PARylation	est	associée	à	une	diminution	du	nicotinamide	adénine	
dinucléotide	 (NAD+)	 qui	 est	 un	 régulateur	 critique	 du	 métabolisme.	 Le	 traitement	 de	
souris	LmnaG609G/+	avec	un	inhibiteur	de	la	PARylation	permet	de	restaurer	les	niveaux	de	
NAD+	dans	les	VSMCs	et	d’améliorer	la	pathologie	vasculaire.	

	
Conclusion	 |	 Dans	 l’ensemble,	 mes	 travaux	 de	 thèse	 soutiennent	 l’hypothèse	 selon	
laquelle	 la	 PARylation	 peut	 être	 impliquée	 dans	 la	 perte	 de	 VSMCs	 chez	 les	 patients	
atteints	de	HGPS	et	 suggèrent	une	nouvelle	approche	 thérapeutique	pour	 l'implication	
cardiovasculaire	dans	la	progéria	et	le	vieillissement	en	général.	
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ABSTRACT	

Introduction	 |	 Hutchinson-Gilford	 progeria	 syndrome	 (HGPS)	 is	 an	 extremely	 rare	

genetic	disorder	mimicking	clinical	and	molecular	features	of	accelerated	aging.	Children	

with	HGPS	appear	asymptomatic	at	birth	but	within	a	year	begin	to	display	the	effects	of	

accelerated	aging.	HGPS	 is	a	sporadic	autosomal	dominant	disease	caused	 in	nearly	all	

cases	by	a	de	novo	single-base	substitution	of	LMNA,	encoding	nuclear	A-type	lamins.	The	

LMNA	mutation	creates	a	cryptic	splice	donor	site,	resulting	in	a	lamin	A	mutant	called	

‘‘progerin’’,	which	remains	farnesylated.	Among	all	of	the	clinical	features	associated	with	

premature	aging,	the	cardiovascular	disease	is	the	cause	of	death	in	almost	all	patients.	

Despite	its	great	importance,	investigation	of	the	arterial	pathology	has	been	extremely	

limited	mainly	due	to	the	low	incidence	of	progeroid	syndromes.	

	

Thesis	hypothesis	|	Vascular	smooth	muscle	cells	(VSMCs)	are	important	for	maintaining	

aortic	integrity.	It	is	known	that	the	abundance	and	functionality	of	VSMCs	decline	with	

aging	in	animal	models	of	progeroid	syndromes.	The	main	thesis	project	was	to	study	the	

mechanisms	of	how	‘‘progerin’’	leads	to	massive	VSMCs	loss.	

	

Results	|	Using	aorta	tissue	from	a	mouse	model	of	HGPS,	LmnaG609G/G609G	mice,	we	showed	

an	increase	of	VSMCs	death	associated	with	an	inability	to	correctly	repair	DNA	damages.	

Poly(ADP-Ribosyl)ation	 (PARylation)	 is	 now	 recognized	 as	 a	 central	 post-translational	

protein	modification	that	coordinates	 the	building	of	repair	complexes	at	damage	sites	

with	the	timely	controlled	dissociation	of	the	repair	factors.	Our	results	demonstrate	for	

the	first	time	that	aberrant	PARylation	occurs	in	VSMCs	of	premature	aging	mouse	model.	

Increased	PARylation	in	VSMCs	from	LmnaG609G/G609G	mice	were	associated	with	a	decrease	

in	nicotinamide	adenine	dinucleotide	(NAD+),	which	is	a	critical	regulator	of	metabolism	

and	 thus,	 contributes	 to	 the	 pathogenesis.	 Treatment	 of	 LmnaG609G/+	 mice	 with	 a	

PARylation	inhibitor	restores	NAD+	levels	in	VSMCs	and	improves	vascular	pathology.	

	

Conclusion	|	Taking	together,	these	thesis	works	support	our	hypothesis	that	PARylation	

can	 be	 involved	 in	 VSMCs	 loss	 in	 patients	 with	 HGPS	 and	 suggest	 a	 novel	 approach	

towards	therapeutics	for	cardiovascular	involvement	in	progeroid	syndromes	and	aging	

in	general.	
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	 L’introduction	 de	 ce	 manuscrit	 se	 compose	 de	 quatre	 parties	 majeures.	 La	

première	partie	:	(1.1)	«	Des	lamines	aux	laminopathies	»	traitera	du	gène	LMNA	codant	

les	 lamines	 qui	 sont	 des	 protéines	 nucléaires	 dont	 la	 structure	 et	 la	 fonction	 seront	

également	abordées.	Les	maladies	associées	aux	mutations	du	gènes	LMNA,	regroupées	

sous	le	terme	laminopathies,	seront	ensuite	brièvement	exposées.	Parmi	elles,	la	progéria	

de	Hutchinson-Gilford	sera	plus	précisément	détaillée	et	fera	ainsi	l’objet	d’une	deuxième	

partie	:	 (1.2)	 «	Focus	 sur	 une	 laminopathie	:	 La	 progéria	 de	 Hutchinson-Gilford	».	

L’épidémiologie,	le	phénotype	clinique,	les	mécanismes	physiopathologiques	ainsi	que	les	

modèles	 d’étude	 de	 la	 progéria	 seront	 alors	 décrits.	 Seront	 également	 abordées	 les	

perspectives	thérapeutiques	visant	à	 limiter	 la	mort	prématurée	des	patients	à	 la	suite	

d’atteintes	sévères	du	système	cardiovasculaire.	Ce	système	sera	alors	présenté	au	travers	

d’une	 troisième	partie	(1.3)	 :	 «	Système	cardiovasculaire	:	physiopathologie	de	 la	paroi	

aortique	 et	 des	 cellules	 musculaires	 lisses	 vasculaires	 (VSMCs)	».	 Cette	 partie	 se	

consacrera	à	l’aorte	ainsi	qu’aux	VSMCs	qui	régulent	le	tonus	vasculaire.	Un	résumé	des	

études	portant	sur	les	VSMCs	dans	la	progéria	complètera	cette	partie.	Les	atteintes	du	

système	cardiovasculaire	ont	récemment	été	associées	à	la	Poly(ADP-ribosylation),	aussi	

appelée	 PARylation.	 Cette	 modification	 post-traductionnelle	 sera	 détaillée	 dans	 la	

dernière	 partie	 de	 cette	 introduction	:	 (1.4)	 «	La	 PARylation	».	 Les	 enzymes	 effectrices	

seront	d’abord	abordées	et	les	fonctions	de	la	PARylation	seront	ensuite	décrites.	Enfin,	le	

métabolisme	 du	 nicotinamide	 adénine	 dinucléotide	 (NAD+),	 essentiel	 à	 la	 PARylation,	

clôturera	cette	partie.		
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 Des	lamines	aux	laminopathies	

 Généralités	
	 Les	 lamines	 sont	 des	 protéines	 très	 conservées	 au	 cours	 de	 l’évolution	 et	

s’expriment	 chez	 tous	 les	métazoaires	 (Melcer	et	 al.,	 2007).	 Initialement	 identifiées	en	

1975	par	Aaronson	et	Blobel	(Aaronson	and	Blobel,	1975),	les	lamines	sont	aujourd’hui	

décrites	comme	appartenant	à	la	classe	V	des	protéines	des	filaments	intermédiaires	(FI).	

Les	 autres	 groupes	 de	 protéines	 des	 FI	 comprennent	des	 protéines	 fibrillaires	

cytoplasmiques	 :	 les	 cytokératines	 (classe	 I	 et	 II)	;	 les	 desmines	(classe	 III)	 ;	 les	

neurofilaments	 (classe	 IV)	;	 les	 nestines	 (classe	 VI)	 ou	 encore	 les	 filensines	 et	 les	

phakinines	 (autre	 classe)	 (Table	 1).	 Dans	 les	 cellules	 eucaryotes,	 les	 lamines	 sont	 les	

seules	 protéines	 des	 FI	 localisées	 dans	 le	 noyau	 (Herrmann	 and	 Aebi,	 2016)	 où	 elles	

forment	un	réseau	tapissant	la	face	interne	de	la	membrane	nucléaire	(Broers	et	al.,	2006).	

	
Table	1	:	Classification	des	protéines	des	filaments	intermédiaires	
Adaptée	de	(Gomes	et	al.,	1999)	et	réalisée	avec	Biorender.	
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	 Les	lamines	sont	divisées	en	2	groupes	selon	leur	expression,	leur	structure	ainsi	

que	leurs	propriétés	biochimiques.	Les	lamines	de	type	B	(lamines-B)	sont	exprimées	à	

tous	 les	 stades	 du	 développement	 tandis	 que	 les	 lamines	 de	 type	 A	 (lamines-A)	 sont	

essentiellement	 exprimées	 dans	 les	 cellules	 différenciées	 (Stuurman	 et	 al.,	 1998).	 Par	

ailleurs,	les	lamines-B	restent	associées	à	l’enveloppe	nucléaire	lors	de	la	mitose	alors	que	

les	 lamines-A	 se	 solubilisent,	 se	 dispersent	 puis	 retrouvent	 leur	 ancrage	 à	 l’enveloppe	

nucléaire	en	fin	de	mitose	(Georgatos	et	al.,	1994).	Enfin,	les	lamines-B	et	les	lamines-A	

diffèrent	par	leur	point	isoélectrique,	c’est-à-dire	le	pH	pour	lequel	la	charge	électrique	de	

la	 molécule	 est	 nulle.	 En	 effet,	 les	 lamines-B	 présentent	 un	 point	 isoélectrique	 acide	

contrairement	aux	lamines-A	qui	ont	un	point	isoélectrique	neutre	(Nigg,	1989	;	Peter	et	

al.,	1991).	

 Des	gènes	aux	protéines	
	 Chez	l’Homme,	3	gènes	codent	les	lamines	:	le	gène	LMNA	code	les	lamines	de	type	

A	tandis	que	les	gènes	LMNB1	et	LMNB2	codent	respectivement	les	lamines	de	type	B1	et	

de	type	B2	(Table	2).	

	
Table	2	:	Isoformes	des	lamines	nucléaires	humaines	
Adaptée	de	(Worman,	2012)	et	réalisée	avec	Biorender.	

	 Le	gène	LMNA	contient	12	exons	localisés	au	niveau	du	chromosome	1	en	position	

1q21.2	(Wydner	et	al.,	1996)	et	code	2	isoformes	majeurs	:	les	lamines	A	et	C,	exprimées	

dans	 la	plupart	des	cellules	somatiques	différenciées.	Les	 lamines	C2	et	AΔ10	sont	des	
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isoformes	 minoritaires	 des	 lamines-A	 respectivement	 exprimées	 dans	 des	 lignées	

cellulaires	 germinales	 et	 tumorales	 (Machiels	 et	 al.,	 1996	 ;	 Nakajima	 and	 Abe,	 1995).	

L’expression	de	 ces	4	 isoformes	 résulte	 de	 l’épissage	 alternatif	 de	 l’ARN	pré-messager	

codé	par	le	gène	LMNA	(Lin	and	Worman,	1993).	La	lamine	C	est	synthétisée	directement	

sous	sa	forme	mature	à	la	suite	de	l’épissage	alternatif	des	10	premiers	exons.	La	lamine-

A	est	quant	à	elle	synthétisée	sous	 la	 forme	d’un	précurseur	appelé	prélamine	A.	Cette	

dernière	est	issue	de	l’épissage	alternatif	des	exons	1	à	9	ainsi	que	des	90	premières	paires	

de	bases	de	l’exon	10,	suivi	des	exons	11	et	12	du	gène	LMNA.	Les	lamines	A	et	C	sont	donc	

identiques	pour	la	majeure	partie	de	leur	séquence	mais	diffèrent	par	leurs	domaines	C-

terminaux	(Lin	and	Worman,	1993).	En	effet,	la	prélamine	A	possède	une	séquence	unique	

de	98	acides	aminés	en	C-terminal.	

	 Le	 gène	LMNB1	 contient	 11	 exons	 et	 se	 situe	 sur	 le	 chromosome	 5q23.3-q31.1	

(Wydner	 et	 al.,	 1996)	 tandis	 que	 le	 gène	 LMNB2	 contient	 12	 exons	 en	 position	

chromosomique	19p13.3	(Biamonti	et	al.,	1992)	(Figure	1).	Les	 lamines	B1	et	B2	sont	

toutes	deux	exprimées	dans	presque	 toutes	 les	 cellules	 somatiques.	La	 lamine	B3,	une	

isoforme	des	lamines	B2	est,	quant	à	elle,	exprimée	dans	les	cellules	germinales	(Gerace	

and	Blobel,	1982).	
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Figure	1	:	Structure	des	gènes	LMNA,	LMNB1	et	LMNB2	codant	les	 lamines	de	type	A,	 les	
lamines	B1	ainsi	que	les	lamines	B2	respectivement	
NLS	:	nuclear	localisation	signals	;	UTR	:	untranslated	regions.	
Adaptée	de	(Bertrand	et	al.,	2011	;	Capell	and	Collins,	2006	;	Simon	and	Wilson,	2013	;	
Walling	and	Murphy,	2021)	et	réalisée	avec	Biorender.	

	 Contrairement	à	la	lamine	C,	 les	lamines	A,	B1	et	B2	sont	toutes	trois	exprimées	

dans	 le	 cytoplasme	 sous	 forme	 de	 précurseurs	 et	 subissent	 des	 modifications	 post-

traductionnelles	dans	leur	domaine	C-terminal	avant	d’être	adressées	au	noyau	(Gerace	

and	 Blobel,	 1982	 ;	 Laliberté	 et	 al.,	 1984	 ;	 Lehner	 et	 al.,	 1986).	 Plus	 précisément,	 les	

modifications	 post-tranductionnelles	 se	 font	 au	 niveau	 de	 la	 terminaison	 CaaX	

correspondant	à	un	motif	cystéine	(C)	suivi	de	2	acides	aminés	aliphatiques	(aa)	et	d’un	

acide	aminé	quelconque	(X).	Les	trois	premières	étapes	de	maturations	protéiques	sont	

communes	aux	lamines-A	et	aux	lamines-B	:	(1)	après	la	traduction	par	les	ribosomes,	la	

cystéine	en	C-terminal	du	motif	CaaX	va	être	farnésylée	par	une	farnésyltransférase.	La	
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prénylation,	 c’est-à-dire	 l’ajout	 d’un	 groupement	 hydrophobe	 de	 15	 carbones,	 va	

permettre	l’ancrage	des	prélamines	à	la	membrane	du	reticulum	endoplasmique	(RE)	afin	

de	 faciliter	 les	 étapes	 de	maturation	 protéique	 suivantes	 qui	 seront	 réalisées	 par	 des	

enzymes	spécifiques	du	RE	(Cau	et	al.,	2014).	 (2)	Le	motif	aaX	est	ensuite	clivé	par	 les	

métallo-protéases	à	zinc	FACE1/ZMPSTE24	et	FACE2/Rce1	pour	les	lamines-A	tandis	que	

le	 motif	 aaX	 des	 lamines-B	 est	 uniquement	 clivé	 par	 FACE2/Rce1.	 (3)	 L’ajout	 d’un	

groupement	 méthyl	 sur	 la	 cystéine	 farnésylée	 (carboxyméthylation)	 par	

l’isoprenylcysteine	carboxyl	methyltransferase	(ICMT)	(Dechat	et	al.,	2008)	(Figure	2).	

	
Figure	2	:	Modifications	post-traductionnelles	des	lamines	A	et	B	
Trois	étapes	de	maturation	protéique	sont	communes	aux	lamines	A	et	B	et	ont	lieu	dans	
le	 cytoplasme.	 Après	 translocation	 nucléaire	 via	 leur	 signal	 NLS	 (nuclear	 localisation	
signals),	 les	 lamines	A	subissent	une	modification	post-traductionnelle	 supplémentaire	
pour	former	les	lamines	A	matures.	
Adaptée	de	(Nigg	et	al.,	1992),	réalisée	avec	Biorender.	

Le	processus	de	maturation	des	 lamines-B	s’achève	à	 la	3ème	étape	conduisant	à	

l’expression	 des	 lamines-B	 farnésylées	 et	 carboxymétylées	 de	 façon	 constitutive.	 Par	

opposition,	 la	maturation	de	 la	 lamine	A	nécessite	une	quatrième	et	dernière	étape	de	

clivage	 protéolytique	 par	 ZMPSTE24/FACE1.	 Ce	 clivage	 permet	 l’élimination	 des	 15	

acides	aminés	en	C-terminal,	comprenant	le	résidu	cystéine	carboxymétylé	et	farnésylé	

afin	 de	 former	 les	 lamines	 A	matures	 (Weber	 et	 al.,	 1989).	 À	 l’issue	 de	 ces	 étapes	 de	

maturation,	les	lamines	matures	sont	importées	au	noyau	via	les	pores	nucléaires	grâce	

au	NLS	pour	«	nuclear	localisation	signals	»	situé	en	C-terminal	(Figure	3).	Outre	le	NLS,	
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toutes	les	lamines	possèdent	des	domaines	centraux	en	hélice	α.	Les	régions	non	traduites	

(UTR)	 pour	 «	 untranslated	 regions	 »	 en	 5’	 et	 3’UTR	 sont	 présentes	 aux	 extrémités	

protéiques.	 Toutes	 les	 lamines,	 à	 l'exception	 de	 la	 lamine	 C,	 contiennent	 un	 motif	 C-

terminal	soit	Caax	pour	la	lamine	A	soit	C-OCH3	pour	les	lamines	de	type	B.	

	
Figure	3	:	Modifications	post-traductionnelles	des	prélamines	
A.	 Processus	 de	 maturation	 des	 lamines-A	 en	 4	 étapes	 au	 niveau	 du	 reticulum	
endoplasmique	 (ER)	 et	 importation	 nucléaire	 grâce	 au	 signal	 de	 localisation	 nucléaire	
(NLS)	via	les	pores	nucléaires	(NPC)	de	l’enveloppe	nucléaire	(NE).	
B.	Processus	de	maturation	des	lamines-B	en	trois	étapes.	Sachant	que	le	motif	farnésyl	
des	 lamines-B	 matures	 n’est	 pas	 clivé,	 ces	 dernières	 restent	 ancrées	 à	 la	 membrane	
interne	nucléaire.	
ICMT	:	isoprenylcysteine	carboxyl	methyltransferase	;	ZMPSTE24	:	Zinc	
MetalloProteinase	STE24.	
Adaptée	de	(Cau	et	al.,	2014).	
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 Structure	des	lamines	
	 Les	lamines	nucléaires	possèdent	une	structure	«	tripartite	»	commune	à	celle	des	

autres	protéines	des	FI	et	sont	composées	d’un	domaine	central	très	conservé	en	hélice	a,	

entouré	de	2	domaines	globulaires	variables	aux	extrémités	C-terminales	et	N-terminales	

(Parry	et	al.,	1986).	Les	protéines	des	FI	cytoplasmiques	ont	un	domaine	central	de	360	

résidus	composé	de	4	sous-domaines	en	hélice	a	super	enroulées,	appelés	1A,	1B,	2A	et	

2B	tandis	que	les	lamines	possèdent	42	résidus	supplémentaires	dans	la	région	1B	(Fisher	

et	 al.,	 1986).	 Les	 lamines	 se	 distinguent	 des	 FI	 cytoplasmiques	 par	 leurs	 2	 domaines	

globulaires	terminaux	:	l’extrémité	N-terminale	(tête)	est	plus	courte	alors	que	l’extrémité	

C-terminale	(queue)	est	plus	longue.	En	effet,	la	partie	C-terminale	des	lamines	contient	

un	 motif	 structurel	 hautement	 conservé,	 appelé	 Immunoglobuline-like	 (Ig-fold)	 (Dhe-

Paganon	et	al.,	2002),	un	signal	de	localisation	nucléaire	ainsi	qu’un	motif	Caax	comme	

décrit	 précédemment	 (Figure	 4).	 Nécessaire	 au	 transport	 dans	 le	 noyau,	 le	 NLS	 est	

constitué	soit	d’une	séquence	de	4	acides	aminés	Lys-Lys-Arg-Lys	pour	les	lamines-A,	soit	

d’une	séquence	Lys-Arg-Lys-Arg	pour	les	lamines-B	(Herrmann	and	Aebi,	2016).	Bien	que	

les	motifs	Caax	et	NLS	soient	absents	des	FI	cytoplasmiques	des	vertébrés,	ils	existent	chez	

les	mollusques.	Les	lamines	sont	ainsi	considérées	comme	les	ancêtres	évolutifs	de	tous	

les	FI	cytoplasmiques	(Riemer	et	al.,	1998).	

	
Figure	4	:	Schéma	des	différences	de	structure	entre	les	protéines	des	FI	cytoplasmiques	et	
les	lamines	
Les	 protéines	 des	 FI	 ont	 une	 structure	 tripartite	:	 une	 structure	 centrale	 en	 hélice	a	
composée	 de	 4	 sous-domaines	 et	 2	 domaines	 globulaires	 terminaux	composant	 les	
extrémités	C-terminales	et	N-terminales.	Cette	dernière	contient	un	signal	de	localisation	
nucléaire	(NLS)	ainsi	qu’un	motif	Caax	pour	les	lamines.	
Adaptée	de	(Worman,	2012).	
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	 Par	définition,	les	FIs	sont	des	protéines	fibrillaires	assemblées	de	façon	hélicoïdale	

en	un	filament	d’environ	10nm	qui	est	intermédiaire	entre	le	diamètre	des	microfilaments	

d’actines	 (7nm)	 et	 celui	 des	 microtubules	 (25nm).	 Cependant,	 il	 a	 récemment	 été	

démontré	en	microscopie	électronique	que	le	diamètre	des	filaments	de	lamines	serait	de	

3,5nm	au	lieu	des	10nm	autrefois	décrits	(Turgay	et	al.,	2017)	(Figure	5).	

	
Figure	5	:	Constituants	du	cytosquelette	et	lamines	en	microscopie	électronique	
Comparaison	de	la	taille	des	filaments	intermédiaires.	Barre	d’échelle	:	20nm.	
Adaptée	de	(Turgay	et	al.,	2017).	

	 Les	lamines	sont	organisées	en	structures	filamenteuses.	L’assemblage	des	lamines	

est	successif	et	débute	par	la	dimérisation	parallèle	de	monomères	grâce	à	leur	domaine	

central	 en	 hélice	 a	 (Turgay	 et	 al.,	 2017).	 Les	 dimères	 s'assemblent	 ensuite	 de	 façon	

longitudinale	en	polymères	dans	lesquels	les	domaines	Ig-fold	sont	placés	à	des	intervalles	

réguliers	d’environ	40nm.	Cette	conformation	provoque	un	aspect	en	collier	de	perles	qui	

est	 caractéristique	 des	 polymères	 de	 lamines	 (Herrmann	 and	 Aebi,	 2000).	 Deux	

polymères	de	lamines	sont	finalement	assemblés	de	façon	antiparallèle	pour	former	un	

protofilament.	In	vitro,	 les	 lamines	s'auto-assemblent	en	structures	d'ordre	supérieur	à	

partir	 de	 4	 protofilaments	 de	 lamines	 conduisant	 à	 la	 formation	 de	 filaments	

intermédiaires	de	10nm	(Stuurman	et	al.,	1998	;	Heitlinger	et	al.,	1991	;	Ben-Harush	et	al.,	

2009)	 (Figure	 6).	 Enfin,	 des	 hétéropolymères	 de	 lamines	 A	 et	 de	 lamines	 B	 ont	 été	

observés	in	vitro	(Ye	and	Worman,	1995	;	Schirmer	and	Gerace,	2004).	In	vivo,	seuls	des	

homopolymères	ont	été	réellement	décrits	à	ce	jour.	Les	différences	observées	entre	les	

structures	 in	 vivo	 et	 in	 vitro	 sont	 probablement	 dues	 à	 la	 présence	 de	 partenaires	

protéiques	et/ou	de	modifications	post-traductionnelles	des	lamines.	
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Figure	6	:	Schéma	de	l’assemblage	des	lamines	en	filaments	intermédiaires	
Les	monomères	de	lamines	s'associent	de	manière	parallèle	pour	former	des	dimères.	Les	
polymères	 de	 lamines	 résultent	 de	 l’association	 longitudinale	 de	 dimères.	 Les	
protofilaments	d’environ	3,5nm	de	diamètre	sont	 finalement	produits	par	 l'association	
antiparallèle	 de	 deux	 polymères.	 Enfin,	 l’association	 latérale	 de	 3	 et	 4	 protofilaments	
forme	un	filament	intermédiaire	d'environ	10nm.	

 Localisation	et	dynamique	au	cours	du	
cycle	cellulaire	

	 Les	 lamines	 interagissent	 avec	différents	 partenaires	 pour	 former	un	 réseau	de	

filaments,	 ou	 lamina,	 sous	 la	 membrane	 nucléaire	 interne	 qui	 constitue	 une	 matrice	

nucléaire	appelée	nucléosquelette	(Aebi	et	al.,	1986	;	Goldberg	et	al.,	2008	;	Grossman	et	

al.,	 2012	 ;	 Zhang	 et	 al.,	 2017).	 Chez	 les	 mammifères,	 il	 a	 été	 mis	 en	 évidence	 par	

tomographie	que	la	lamina	nucléaire	constitue	une	couche	d’environ	14nm	d’épaisseur,	

connectée	aux	pores	nucléaires	(Turgay	et	al.,	2017).	Cette	dernière	peut	s’avérer	plus	fine	

ou	plus	épaisse	selon	le	type	cellulaire	(Fawcett,	1966).		

	 Bien	que	les	réseaux	des	 lamines-A	et	ceux	des	 lamines-B	soient	similaires	dans	

leurs	 caractéristiques	 physiques,	 il	 a	 été	 observé	 en	microscopie	 électronique	 que	 ces	

deux	 isoformes	 majeures	 constituent	 des	 maillages	 de	 fibrilles	 distincts	 (Shimi	 et	 al.,	

2008)	(Figure	7).	Plus	récemment,	la	même	équipe	a	montré	que	les	lamines	A,	C,	B1	et	

B2	 forment	des	maillages	de	 filaments	distincts	et	 les	 lamines-A	 interagissent	de	 façon	
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indirecte	avec	les	lamines-B	(Shimi	et	al.,	2015).	Par	ailleurs,	l’altération	de	l’expression	

d’une	isoforme	des	lamines	suffit	à	perturber	la	structure	de	la	lamina	nucléaire	(Sullivan	

et	al.,	1999	;	Vigouroux	et	al.,	2001	;	Muchir	et	al.,	2004	;	Vergnes	et	al.,	2004	;	Guo	et	al.,	

2014)	confirmant	l’influence	réciproque	des	lamines-A	et	des	lamines-B	sur	leur	maillage	

respectif.	

	
Figure	7	:	Modélisation	numérique	de	l’enveloppe	nucléaire	
Les	lamines-A	(jaune)	et	les	lamines-B	(violet)	forment	des	maillages	filamenteux	séparés	
et	connectés	aux	complexes	de	pores	nucléaires	(bleu).		
Adaptée	de	(de	Leeuw	et	al.,	2018).	

	 En	raison	de	la	forte	densité	de	la	lamina,	l’organisation	exacte	de	cette	dernière	

reste	 difficile	 à	 déterminer.	 Cependant,	 les	 lamines-B	 étant	 farnésylées,	 il	 est	 supposé	

qu’elles	soient	majoritairement	associées	à	la	membrane	interne	du	noyau	tandis	que	les	

lamines-A	 soient	plutôt	 localisées	proches	de	 la	 chromatine	périphérique	 (Shimi	et	 al.,	

2015).		

	 La	 localisation	 des	 lamines	 varie	 au	 cours	 du	 cycle	 cellulaire	 et	 plus	

particulièrement	 lors	 de	 la	 mitose.	 Pendant	 la	 prophase,	 l’enveloppe	 nucléaire	 se	

désagrège	 conduisant	 à	 la	 dispersion	 de	 ses	 composants	 dans	 le	 cytoplasme.	 La	

dépolymérisation	du	réseau	résulte	de	la	phosphorylation	des	lamines	par	des	protéines	

kinases	CDK1	(cyclin-dependant	kinase	1)	et	PKC	(protein	kinase	C)	(Haas	and	Jost,	1993	

;	Heald	and	McKeon,	1990	;	Peter	et	al.,	1991).	L’hyperphosphorylation	des	lamines	est	

cruciale	 dans	 leur	 maintien	 sous	 une	 forme	 de	 dimères	 (Moir	 et	 al.,	 2000).	 Les	 deux	

isoformes	majeures	 ne	 se	 désassemblent	 pas	 de	 façon	 simultanée.	 Les	 lamines-A	 sont	

rapidement	solubilisées	dans	le	cytoplasme	(Gerace	and	Blobel,	1982)	contrairement	aux	

lamines-B	 qui	 restent	 associées	 aux	 membranes	 nucléaires	 grâce	 à	 l’ancrage	 de	 leur	

groupement	farnésyl	(Stick	et	al.,	1988).	Lors	de	la	télophase	en	fin	de	mitose,	les	lamines	

s’assemblent	 à	 nouveau	 grâce	 à	 la	 déphosphorylation	 des	 lamines	 par	 des	 protéines	
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phosphatases	1	et	2A	(PP1	et	PP2A	respectivement)	afin	de	reconstituer	la	lamina	dans	le	

noyau	de	chacune	des	deux	cellules	filles	nouvellement	formées	(Gant	and	Wilson,	1997).	

Enfin,	 l’interphase	 entre	 deux	 divisions	 cellulaires,	 la	 localisation	 et	 l’architecture	 des	

lamines-A	 et	 lamines-B	 sont	 stables	 (Broers	 et	 al.,	 1999	 ;	 Newport	 and	 Spann,	 1987	 ;	

Ottaviano	and	Gerace,	1985).	

 Fonctions	
	 Du	fait	de	leur	structure	en	réseau	de	filaments	sous	l’enveloppe	nucléaire,	l’unique	

rôle	attribué	aux	lamines	a	d’abord	été	un	rôle	structural	de	maintien	de	la	forme	du	noyau	

et	 de	 résistance	 aux	 contraintes	 mécaniques.	 Cependant,	 on	 sait	 aujourd’hui	 que	 les	

lamines	 sont	 également	 trouvées	 dans	 le	 nucléoplasme	 où	 elles	 remplissent	 d’autres	

fonctions	allant	de	la	régulation	de	la	transcription	aux	réparations	de	l’ADN	en	passant	

par	 la	 communication	 entre	 le	 noyau	 et	 le	 cytosquelette.	 Les	 différentes	 fonctions	 des	

lamines	seront	décrites	ci-dessous	au	travers	de	3	axes	:	(A)	l’architecture	du	noyau	;	(B)	

la	régulation	de	la	chromatine	;	(C)	la	mécanotransduction.	

A. Architecture	du	noyau	

	 La	 lamina	 nucléaire	 qui	 tapisse	 la	 membrane	 interne	 du	 noyau	 constitue	 un	

support	mécanique	essentiel	à	l’enveloppe	nucléaire.	En	effet,	les	cellules	qui	n’expriment	

pas	de	lamines	sont	plus	déformables	et	plus	fragiles	que	des	cellules	saines	(Camps	et	al.,	

2014;	Lammerding	et	al.,	2004,	2006).	Plus	précisément,	c’est	le	ratio	lamine-A/lamine-B	

qui	influence	la	viscoélasticité	du	noyau.	Ainsi,	un	faible	ratio	sera	à	l’origine	d’un	noyau	

plus	déformable	rendant	également	la	cellule	plus	sensible	aux	contraintes	mécaniques	

(Schuldt,	 2013).	 Pour	 répondre	 à	 cette	 contrainte,	 le	 ratio	 lamine-A/lamine-B	 est	

proportionnel	 à	 l'élasticité	 du	 tissu	 (Swift	 et	 al.,	 2013).	 Dans	 les	 tissus	 mous	 (tissus	

adipeux,	cerveaux)	qui	sont	peu	élastiques,	les	lamines-A	sont	moins	exprimées	au	profit	

d’une	 expression	 élevée	 de	 lamines-B	 capables	 de	 protéger	 efficacement	 le	 noyau	 des	

cellules	de	ces	tissus	contre	les	contraintes	mécaniques.	À	l’inverse,	les	lamines-A	seront	

fortement	 exprimées	 dans	 des	 tissus	 peu	 élastiques,	 également	 appelés	 tissus	 durs	

(muscles,	 os)	 afin	 de	 réduire	 la	 distension	 du	 noyau.	 Les	 lamines-A	 confèrent	 donc	

viscosité	et	 rigidité,	 tandis	que	 les	 lamines-B	confèrent	 l’élasticité	nécessaire	au	noyau	
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pour	lui	permettre	de	revenir	à	une	forme	normale	après	déformation	(Lammerding	et	al.,	

2006	;	Pajerowski	et	al.,	2007).	

	 Par	 ailleurs,	 les	 cellules	 qui	 expriment	 des	 lamines-A	 mutées	 ou	 en	 quantité	

insuffisante	présentent	in	vivo	des	dysmorphies	accrues	du	noyau	(Favreau	et	al.,	2003).	

L’étude	de	fibroblastes	issus	de	biopsies	de	peau	de	patients	souffrant	de	la	progéria	de	

Hutchinson-Gilford	(Hutchinson-Gilford	Progeria	Syndrome	ou	HGPS)	qui	expriment	une	

lamine	A	mutée,	appelée	progérine	ou	LAΔ50,	a	permis	de	montrer	que	dans	48%	des	cas,	

l’enveloppe	nucléaire	de	ces	fibroblastes	ont	une	forme	irrégulière	(Eriksson	et	al.,	2003).	

Plus	 précisément,	 leurs	 noyaux	 sont	 sévèrement	 déformés	 avec	 des	 invaginations	 de	

l’enveloppe	nucléaire	formant	des	protubérances	nommées	«	blebs	»	(Dahl	et	al.,	2006	;	

Goldman	 et	 al.,	 2004)	 (cf.	 partie	 1.2	 «	Focus	 sur	 une	 laminopathie	:	 La	 progéria	 de	

Hutchinson-Gilford	»).	De	plus,	dans	un	modèle	murin	n’exprimant	pas	les	lamines	A/C,	il	

a	 été	montré	que	 les	 fibroblastes	possèdent	des	perturbations	nucléaires	 telles	qu’une	

élongation	du	noyau	ainsi	que	des	délocalisations	de	l’Emerine,	une	protéine	partenaire	

des	lamines	A	et	C	(Sullivan	et	al.,	1999).		

	 La	localisation	des	NPC	est	également	perturbée	lorsque	le	niveau	d’expression	des	

lamines	n’est	pas	suffisamment	élevé	(Chen	et	al.,	2013	;	Kubben	et	al.,	2011).	L’altération	

des	 lamines	 A	 et	 B	 conduit	 à	 une	 distribution	 anormale	 des	 NPC	 (Guo	 et	 al.,	 2014)	

confirmant	l’importance	des	lamines	dans	l’architecture	nucléaire.	

B. Régulation	de	la	chromatine	

i. Organisation	de	la	chromatine	 	

	 Les	premières	images	de	microscopie	électronique	à	transmission	qui	illustraient	

la	 lamina	 nucléaire	 ont	 également	 révélé	 son	 association	 étroite	 avec	 la	 chromatine	

conférant	aux	lamines	un	rôle	dans	l’organisation	du	génome	(Fawcett,	1966;	Patrizi	and	

Poger,	 1967)	 (Figure	 8A).	 Ce	 rôle	 à	 plus	 récemment	 été	 démontré	 au	 travers	 de	

différentes	études	(Dechat	et	al.,	2008	;	Briand	and	Collas,	2018).	Parmi	ces	études,	des	

travaux	de	microscopie	électronique	ont	permis	de	mettre	en	évidence	une	perte	partielle	

de	 l'hétérochromatine	périphérique	ainsi	qu’une	condensation	et	un	réarrangement	de	

l’hétérochromatine	 centromérique	 dans	 des	 fibroblastes	 embryonnaires	 et	 des	

cardiomyocytes	issues	de	souris	Lmna-/-	(Galiová	et	al.,	2008).	Du	fait	de	leur	interaction,	

les	lamines	peuvent	ainsi	organiser	et	réguler	la	position	de	la	chromatine.	L’interaction	
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entre	la	 lamina	nucléaire	et	 la	chromatine	peut	être	directe	ou	indirecte	par	le	biais	de	

protéines	de	liaisons	aux	lamines.		

	 La	 lamina	 interagit	 directement	 avec	 la	 chromatine	 au	 niveau	 de	 régions	

génomiques	 précises	 appelées	 domaines	 associés	 aux	 lamines	 (LADs	 pour	 «	lamines	

associated	domains	»)	qui	s'étendent	de	10	kilobases	(Kb)	à	10	mégabases	(Mb)	et	qui	

sont	 distribués	 le	 long	 des	 chromosomes	 (Figure	 8B).	 Chez	 l’Homme	 et	 la	 souris,	 on	

dénombre	entre	1000	et	1500	LADs,	soit	un	tiers	du	génome	faisant	des	LADs	l'une	des	

composantes	les	plus	importantes	de	l'épigénome	(van	Steensel	and	Belmont,	2017a).	Les	

LADs	sont	des	régions	d’hétérochromatine	de	par	leur	faible	densité	et	expression	génique	

(Guelen	 et	 al.,	 2008),	 leur	 temps	 de	 réplication	 long	 (Peric-Hupkes	 et	 al.,	 2010),	 leur	

séquence	 riche	 en	A-T	 appelée	 région	 d’attachement	 à	 la	matrice	 (MAR	pour	 «	matrix	

attachment	 region	»)	 (Zhao	 et	 al.,	 1996)	 ainsi	 que	 de	 par	 leur	 nombre	 important	 de	

modifications	d’histones	H3H9me2	et	H3K9me3	(Wen	et	al.,	2009).	Les	LADs	sont	donc	

majoritairement	 constitués	 de	 locis	 inactifs	 qui	 sont	 bordés	 par	 des	 protéines	 CCCTC-

binding	factor	(CTCF)	afin	de	délimiter	les	locis	actifs	situés	à	l'extérieur	des	LADs	jouant	

ainsi	un	rôle	dans	la	répression	génique	(van	Steensel	and	Belmont,	2017a)	(Figure	8C).	

	 La	lamina	peut	également	interagir	avec	la	chromatine	de	façon	indirecte.	Plusieurs	

groupes	de	protéines	permettant	d’établir	un	lien	entre	les	lamines	et	la	chromatine	ont	

été	décrits.	Le	premier	à	avoir	été	identifié	est	celui	regroupant	:	(1)	le	polypeptide	associé	

à	 la	 lamine	 (LAP	 pour	 «	lamina-associated	 polypeptide)	;	 (2)	 l’Emerine	;	 (3)	MAN1.	 Ce	

groupe	très	conservé	au	cours	de	l’évolution	(Barton	et	al.,	2015),	est	appelé	LEM	qui	est	

également	 le	 nom	 du	 domaine	 globulaire	 d’environ	 40	 acides	 aminés	 commun	 au	 3	

protéines	qui	le	constitue.	Il	a	été	démontré	que	le	domaine	LEM	permet	l’ancrage	de	BAF	

(pour	«	barrier-to-autointegration	factor)	qui	est	lui-même	lié	à	l'ADN	formant	de	grands	

complexes	 nucléoprotéiques.	 Les	 récepteurs	 de	 la	 lamine	 B	 (LBR	 pour	 «	lamin	 B-

receptor	»)	est	le	deuxième	groupe	de	protéines	membranaires	connu	pour	sa	capacité	à	

lier	la	chromatine	ainsi	que	la	lamina	pendant	l’interphase	(Olins	et	al.,	2010).	L'extrémité	

N-terminale	se	lie	à	la	lamine	B	et	à	l'hétérochromatine	alors	que	l'extrémité	C-terminale	

permet	 l’ancrage	 à	 la	 membrane	 nucléaire	 interne.	 Ces	 deux	 groupes	 de	 protéines	

interagissent	 avec	 la	 chromatine	 via	 les	 histones	 tandis	 qu’il	 a	 été	 démontré	 que	 les	

lamines	peuvent	se	lier	directement	à	l’ADN	(Shoeman	and	Traub,	1990;	Rzepecki	et	al.,	

1998;	 Stierlé	 et	 al.,	 2003)	 possiblement	 via	 leur	 région	 MAR	 (Baricheva	 et	 al.,	 1996;	

Ludérus	et	al.,	1992,	1994;	Zhao	et	al.,	1996).	
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Figure	8	:	Domaines	associés	aux	lamines	(LADs)	
A.	Noyau	de	cellule	murine	en	microscopie	électronique.	L’hétérochromatine	(densément	
colorée)	est	associée	à	la	lamina	sous	l’enveloppe	nucléaire	mais	se	retrouve	également	
autour	des	nucléoles	et	est	dispersée	dans	le	noyau.	
B.	Marquage	 des	 zones	 de	 liaisons	 entre	 la	 chromatine	 et	 les	 lamines	 (vert)	 dans	 une	
cellule	 humaine	 par	 la	 technologie	 DamID	 (ou	 «	DNA	 adenine	 methyltransferase	
identification	»).	La	lamine	B1	est	représentée	en	rouge.	
C.	Modèle	schématisant	la	lamina	nucléaire	interagissant	avec	la	chromatine	via	les	LADs.	
L'enveloppe	nucléaire	se	compose	d'une	membrane	nucléaire	externe	et	interne	(ONM	et	
INM	 respectivement)	 doublée	 de	 la	 lamina.	 Les	 LADs	 sont	 constitués	 de	 régions	
chromatiniennes	inactives	et	sont	bordés	par	des	protéines	CTCF.	
Adaptée	de	(Lund	and	Collas,	2013;	van	Steensel	and	Belmont,	2017b).	
 

ii. Dommages	à	l’ADN	

	 Les	 cassures	 à	 l’ADN	 double-brin	 (CDB)	 peuvent	 être	 induites	 soit	 par	 des	

dommages	exogènes	tels	que	les	radiations	ionisantes/chimiques	et	les	ultra-violets,	soit	

par	des	dommages	endogènes	comme	 les	radicaux	 libres,	 les	erreurs	de	réplication	ou	

encore	l’action	de	certaines	enzymes.	Selon	la	source	du	dommage,	il	existe	deux	voies	de	

réparations	mutuellement	exclusives	 :	 (1)	 la	 réparation	par	 jonction	d’extrémités	non-
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homologues	(NHEJ),	dont	les	deux	extrémités	de	la	cassure	sont	directement	fusionnées,	

se	produisent	tout	au	long	du	cycle	cellulaire	mais	principalement	en	phase	G0/G1	et	G2	;	

(2)	la	recombinaison	homologue	(HR)	qui	est	hautement	fidèle	puisqu’elle	est	basée	sur	

la	 transcription	de	 l’information	génétique	d’une	 région	homologue	afin	de	 combler	 la	

CDB	et	est	donc	effective	uniquement	en	phase	S	et	G2	du	cycle	cellulaire	(Jackson	and	

Bartek,	2009).	Ces	2	mécanismes	de	réparations	des	CDB	sont	altérés	dans	des	cellules	qui	

présentent	des	défauts	d’expression	des	lamines-A	(Willaume	et	al.,	2021).	

	 L’absence	de	lamines-A	dans	des	fibroblastes	murins	issus	de	souris	Zmpste24-/-	a	

été	associée	à	un	défaut	d’accumulation	de	53BP1,	une	protéine	du	nucléosquelette	qui	

permet	le	recrutement	des	facteurs	de	la	NHEJ	au	niveau	des	cassures	(Liu	et	al.,	2005).	

Les	 niveaux	 de	 53BP1	 sont	 également	 altérés	 dans	 des	 fibroblastes	 humains	 qui	

n’expriment	pas	les	lamines	A/C	conduisant	à	une	augmentation	des	CDB	(Liu	et	al.,	2005;	

Redwood	et	al.,	2011;	Gibbs-Seymour	et	al.,	2015).	Les	lamines-A	jouent	également	un	rôle	

dans	 la	HR.	En	effet,	 l’expression	de	BRCA1	est	diminuée	dans	des	 fibroblastes	Lmna-/-	

murins.	 Ainsi,	 la	 translocation	 de	 RAD51	 et	 la	 réparation	 des	 dommages	 par	 HR	 est	

également	 diminuée	 (Redwood	 et	 al.,	 2011).	 Les	 lamines-A	 ont	 donc	 un	 double	 rôle	

majeur	dans	la	réparation	des	CDB	du	fait	de	la	régulation	de	facteurs	impliqués	à	la	fois	

dans	la	NHEJ	et	dans	la	HR.	Il	a	également	été	démontré	que	les	lamines	interagissent	avec	

la	forme	de	l’histone	2aX	phosphorylée	(gH2Ax),	un	marqueur	de	dommages	à	l'ADN	non	

réparés.	 Cette	 interaction	 est	 d’autant	plus	 importante	que	 le	nombre	de	dommages	 à	

l’ADN	 est	 grand	 ce	 qui	 confirme	 l’implication	 des	 lamines-A	 dans	 la	 détection	 des	

dommages	à	l’ADN	(Mahen	et	al.,	2013).		

	 Les	 lamines-A	 jouent	 aussi	 un	 rôle	 dans	 la	 production	 d’espèces	 réactives	 de	

l’oxygène	(ROS).	Dans	des	fibroblastes	de	patients	HGPS,	le	niveau	basal	de	ROS	est	5	fois	

supérieur	aux	fibroblastes	sains	indépendamment	de	la	morphologie	anormale	du	noyau.	

Dans	 cette	même	étude,	 le	 traitement	de	 ces	 cellules	 avec	un	antioxydant	 a	permis	de	

diminuer	les	niveaux	de	ROS	ainsi	que	les	cassures	à	l’ADN	(Richards	et	al.,	2011).	Dans	

leur	ensemble,	ces	études	confirment	le	rôle	des	lamines	dans	la	stabilité	génomique	au	

travers	:	(1)	du	contrôle	de	la	production	de	ROS	;	(2)	de	la	détection	et	la	réparation	des	

dommages	à	l’ADN	;	(3)	de	la	régulation	du	cycle	cellulaire	;	(4)	de	l'assemblage	nucléaire	

post-mitose	 (pour	 les	 points	 (3)	 et	 (4),	 cf.	 partie	1.1.4	 «	Localisation	 et	 dynamique	 au	

cours	du	cycle	cellulaire	»).	
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iii. Réplication	et	transcription	de	l’ADN	

	 De	nombreuses	études	ont	permis	de	mettre	en	évidence	le	rôle	des	lamines	dans	

la	réplication	de	 l’ADN.	Cependant,	 leur	rôle	exact	n’a	pas	encore	été	clairement	défini.	

L’altération	de	l'assemblage	des	lamines	dans	des	œufs	de	Xenope	inhibe	l’initiation	de	la	

réplication	de	l'ADN	tandis	que	la	perturbation	des	lamines	dans	les	noyaux,	qui	ont	déjà	

initié	 la	 réplication	de	 l'ADN,	n'inhibe	pas	 la	 synthèse	d'élongation.	Cela	 se	 traduit	par	

l’importance	des	 lamines	dans	 la	phase	d'initiation	de	 la	réplication	de	 l’ADN	mais	pas	

pour	la	phase	d'élongation	(Newport	and	Spann,	1987;	Meier	et	al.,	1991;	Ellis	et	al.,	1997;	

Spann	et	al.,	1997;	Moir	et	al.,	2000;	Broers	et	al.,	2006).	De	plus,	lors	la	phase	S,	la	lamine	

B1	 interagit	 avec	 le	 facteur	 de	 réplication	 «	antigène	 nucléaire	 des	 cellules	 en	

prolifération	»	(PCNA)	qui	permet	d’augmenter	la	processivité	des	ADN	polymérases	ce	

qui	confirme	le	rôle	des	lamines	dans	l’organisation	d’un	échafaudage	protéique	essentiel	

pour	la	phase	d’élongation	de	la	réplication	(Moir	et	al.,	1994).		

	 Les	lamines	ont	également	la	capacité	de	réguler	l’activité	transcriptionnelle	de	par	

son	effet	modulateur	sur	la	structure	et	l’organisation	de	la	chromatine	(Peric-Hupkes	et	

al.,	2010).	De	plus,	les	lamines-A	interagissent	avec	des	facteurs	de	transcription	tels	que	

pRb,	 c-Fos,	 SREBP1,	 ERK1/2	 et	MEL18	 qui	 seront	 libérés	 de	 la	 lamina	 nucléaire	 sous	

influence	de	signaux	spécifiques	afin	de	permettre	l’activation	de	gènes	cibles	(Nili	et	al.,	

2001).	Ces	derniers	étant	impliqués	dans	la	prolifération,	la	différenciation	et	l’apoptose	

des	cellules	(Patil	and	Sengupta,	2021).	La	liaison	des	lamines-A	aux	promoteurs	géniques	

induit	une	répression	transcriptionnelle	(Lee	et	al.,	2009).	Enfin,	les	lamines-B	peuvent	se	

lier	à	l’ARN	polymérase	II	à	la	fois	dans	les	cellules	embryonnaires	et	somatiques	(Spann	

et	al.,	2002).	

iv. Homéostasie	des	télomères	

	 Les	télomères	sont	les	régions	de	séquences	répétitives	localisées	aux	extrémités	

des	chromosomes	qui	participent	au	maintien	de	l’intégrité	du	génome.	Les	télomères	se	

terminant	pas	de	larges	boucles	appelées	telomères-loops	(T-loops),	les	ADN	polymérases	

ne	 peuvent	 répliquer	 les	 derniers	 nucléotides	 ce	 qui	 conduit	 à	 un	 raccourcissement	

progressif	des	chromosomes	au	cours	des	divisions	cellulaires	successives.	L’homéostasie	

des	 télomères	 est	 principalement	 maintenue	 par	 les	 télomérases	 qui	 assurent	

l’allongement	des	télomères	dans	les	cellules	souches,	germinales	et	cancéreuses.	Dans	les	

cellules	somatiques,	son	activité	est	faible	voire	nulle	(Blackburn,	2001).	L’homéostasie	
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des	télomères	est	également	assurée	par	les	lamines-A.	Sachant	que	50%	des	télomères	

sont	 associés	 aux	 lamines-A,	 l’absence	 de	 ces	 dernières	 conduit	 à	des	 altérations	 de	

compartimentation,	longueur,	stabilité	et	d’architecture	des	télomères	(Gonzalez-Suarez	

et	al.,	2009).		

	 In	vivo,	les	télomères	se	lient	aux	lamines	mais	aussi	aux	protéines	associées	aux	

lamines	telles	que	LAP2α,	BAF	(Baricheva	et	al.,	1996).	Ces	interactions	participeraient	à	

la	réorganisation	des	télomères	et	de	 la	chromatine	après	division	cellulaire	(Loi	et	al.,	

2016).	 De	 plus,	 l’interaction	 entre	 les	 lamines	 et	 TRF2	 (facteur	 2	 de	 liaison	 répétée	

télomérique)	serait	 importante	pour	 la	 formation	ainsi	que	 la	stabilisation	des	T-loops	

(Wood	et	 al.,	 2014)	 et	par	 conséquent,	 dans	 l’intégrité	des	 télomères	 (Pennarun	et	 al.,	

2021).	

	 Dans	 des	 fibroblastes	 embryonnaires	 de	 souris	 (MEF)	 Lmna-/-,	 les	 télomères	

présentent	des	altérations	de	taille,	structure	et	fonction	(Gonzalez-Suarez	et	al.,	2009).	

Enfin,	une	déficience	en	lamines	A/C	entraîne	des	modifications	épigénétiques	(Gonzalez-

Suarez	 et	 al.,	 2009)	 qui	 sont	 nécessaires	 au	 contrôle	 de	 la	 longueur	 des	 télomères	

confirmant	l’importance	des	lamines	dans	le	maintien	de	l’homéostasie	des	télomères.	

C. Mécanotransduction		

	 La	mécanotransduction	est	 le	processus	par	 lequel	 les	 cellules	 convertissent	 les	

stimuli	mécaniques	exercés	par	leur	environnement	en	message	électrique,	biochimique	

ou	génétique	(Sidi	and	Rosa,	2004).	Les	stimuli	extracellulaires	sont	d’abord	perçus	par	

des	 protéines	 transmembranaires,	 les	 intégrines,	 qui	 transmettent	 le	 signal	 au	

cytosquelette.	Au	sein	de	l’enveloppe	nucléaire,	les	protéines	SUN	(Sad1	et	UNc84)	ainsi	

que	les	Nesprines,	des	protéines	à	domaine	KASH	(Klarsicht,	Anc1	et	Syne1),	forment	un	

complexe	 protéique	 qui	 assure	 le	 lien	 entre	 le	 cytosquelette	 et	 le	 nucléosquelette	 de	

lamines	 (LINC	pour	«	Linker	of	Nucleoskeleton	and	Cytoskeleton	»)	 (Crisp	et	al.,	2006)	

(Figure	 9).	 La	 lamina	 est	 donc	 un	 mécanosenseur	 capable	 de	 recevoir	 les	 stimuli	

extracellulaires	 mais	 c’est	 également	 un	 mecanotransducteur	 du	 fait	 de	 sa	 capacité	 à	

convertir	ces	stimuli	en	réponses	cellulaires.	En	effet,	l’inhibition	de	la	phosphorylation	

des	 lamines	 conduit	 à	 une	modification	 de	 leur	 structure	moléculaire	 ainsi	 que	 de	 la	

lamina.	 Ces	 réarrangements	 ont	 un	 impact	 sur	 la	 structure	 de	 la	 chromatine	 et	 par	

conséquent,	 sur	 l’expression	 génique.	 Cela	 permet	 ainsi	 à	 la	 cellule	 de	 s’adapter	 à	 son	

environnement	 en	 fonction	 des	 signaux	 reçus	 via	 l’activation	 de	 voies	 impliquées	
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notamment	 dans	 la	 protection	 nucléaire,	 la	 mobilité	 cellulaire	 ou	 la	 différenciation	

(Donnaloja	et	al.,	2020).	En	présence	de	mutations	dans	les	lamines	nucléaires,	ces	voies	

de	 signalisations	 sont	 altérées	 ce	 qui	 confirme	 le	 rôle	 des	 lamines	 dans	 la	

mécanotransduction	(Andrés	and	González,	2009).	

	
Figure	9	:	Protéines	impliquées	dans	la	mécanotransduction	
Les	protéines	à	domaine	KASH	ainsi	que	les	SUN	forment	le	complexe	LINC	qui	assure	une	
transmission	des	signaux	mécaniques	jusqu’au	noyau.	
ONM	:	outer	nuclear	membrane	;	INM	:	inner	nuclear	membrane	;	NE	:	nuclear	envelope.	
Adaptée	de	(Janin	et	al.,	2017).	

 Laminopathies	
	 Les	 laminopathies	 constituent	 un	 groupe	 hétérogène	 de	 maladies	 génétiques	

causées	par	des	mutations	du	gène	LMNA	exclusivement.	Des	mutations	dans	les	gènes	

LMNB1	et	LMNB2	ont	également	été	associées	à	des	maladies	humaines	qui	forment,	avec	

les	laminopathies,	un	groupe	appelé	«	envelopathies	»	(Hegele	et	al.,	2006;	Padiath	et	al.,	

2006).	 Les	 lamines-B	 étant	 exprimées	 de	 façon	 constitutive	 lors	 du	 développement,	

l’organogénèse	 ne	 peut	 avoir	 lieu	 normalement	 en	 présence	 d’une	 altération	 de	

l’expression	de	ces	dernières.	Le	rôle	majeur	des	lamines-B	dans	la	viabilité	embryonnaire	

explique	 le	 faible	nombre	de	pathologies	 associées	 aux	mutations	des	 gènes	LMNB1/2	

contrairement	aux	mutations	du	gène	LMNA	qui,	n’étant	pas	incompatibles	avec	la	survie	

cellulaire,	sont	à	l’origine	des	laminopathies	(Donnaloja	et	al.,	2020).	

	 Par	clonage	positionnel	en	1999,	les	premières	pathologies	à	avoir	été	associées	à	

une	mutation	 du	 gène	LMNA	 sont	 la	 dystrophie	musculaire	 d’Emery-Dreifuss	 (EDMD)	
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(Bonne	et	al.,	1999)	ainsi	que	les	cardiomyopathies	.	Depuis	les	années	2000,	les	progrès	

en	 génétique	 ont	 permis	 d’identifier	 plus	 de	 200	 mutations	 dans	 le	 gène	 LMNA	 qui	

conduisent	à	une	dizaine	de	laminopathies.	Ces	dernières	sont	communément	divisées	en	

4	 groupes	 selon	 le	 nombre	 et	 le	 type	 de	 tissus	 affectés	:	 (A)	muscles	 striés	;	 (B)	 tissu	

adipeux	;	 (C)	 système	 nerveux	;	 (D)	 multi-système	:	 syndrome	 de	 vieillissement	

prématuré	(Figure	10).	Dans	la	majeure	partie	des	cas,	les	laminopathies	sont	à	l’origine	

d’une	unique	mutation	dans	le	gène	LMNA	conduisant	dans	74%	des	cas	à	une	myopathie.	

Pour	les	26%	restant,	cela	abouti	à	l’apparition	d’une	lipodystrophie	ou	d’un	syndrome	de	

vieillissement	 prématuré.	 Toutes	 les	mutations,	 ainsi	 que	 les	 laminopathies	 associées,	

sont	 répertoriées	 dans	 une	 base	 de	 données	 universelle	 qui	 est	 accessible	 à	 l’adresse	

suivante	:	www.umd.be/LMNA/.	

A. Laminopathies	des	muscles	striés	

	 Cette	première	catégorie	regroupe	un	ensemble	de	myopathies	affectant	à	la	fois	

les	muscles	squelettiques	et	cardiaques.	L’EDMD	est	une	laminopathie	des	muscles	striés	

pour	laquelle,	en	plus	de	l’atrophie	des	muscles	huméro-péronéaux,	les	patients	souffrent	

de	rétractations	 tendineuses	dès	 l’enfance	et	développent	une	cardiomyopathie	dilatée	

ainsi	que	des	troubles	de	rythme/conduction	à	l’âge	adulte	(Emery,	2000;	Muchir	et	al.,	

2007).	 La	 dystrophie	musculaire	 des	 ceintures	 de	 type	 1B	 (LGMD1B)	 est	 quant	 à	 elle	

caractérisée	 par	 une	 atrophie	 musculaire	 spécifique	 des	 ceintures	 pelviennes	 et	

scapulaires.	Les	atteintes	cardiaques	à	l’âge	adulte	sont	identiques	à	celles	observées	dans	

l’EDMD	(Muchir	et	al.,	2000).	Il	existe	également	des	cardiomyopathies	dilatées	(DCM-CD)	

liées	 à	des	mutations	du	gène	LMNA	 sans	atteintes	 squelettiques.	Dans	 ces	 formes,	 les	

troubles	 de	 rythme	 et	 de	 conductions	 sont	 également	 similaires	 à	 ceux	 observés	 dans	

l’EDMD	 (Fatkin	 et	 al.,	 1999;	 Muchir	 et	 al.,	 2009;	 Lu	 et	 al.,	 2011).	 Plus	 récemment,	 la	

dystrophie	musculaire	congénitale	ainsi	que	le	syndrome	de	cœur-main	ont	été	associés	

aux	 laminopathies	 des	 muscles	 striés	 compte	 tenu	 des	 troubles	 squelettiques	 et	

cardiaques	 sévères	développés	par	 les	patients	 (Quijano-Roy	et	 al.,	 2008;	Renou	et	 al.,	

2008).	

B. Lipodystrophies	

	 Dans	cette	classe	de	laminopathies,	on	retrouve	des	dystrophies	du	tissu	adipeux	

ayant	 des	 conséquences	 sur	 la	 fonction	 du	 métabolisme.	 La	 lipodystrophie	 partielle	
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familiale	de	 type	Dunnigan	 (FPLD)	est	 la	 forme	 la	plus	 fréquemment	observée.	Elle	 se	

caractérise	 par	 une	 lipoatrophie	 des	 membres	 inférieurs,	 une	 accumulation	 du	 tissu	

adipeux	viscéral	ainsi	que	sous-cutané	au	niveau	du	coup	et	du	visage	(Shackleton	et	al.,	

2000).	La	dysplasie	mandibulo-acrale	est	également	une	laminopathie	du	tissu	adipeux	

puisque	 les	 patients	 ont	 une	 répartition	 anormale	 du	 tissu	 adipeux	 sous-cutané.	

Cependant,	les	patients	présentent	également	des	symptômes	du	vieillissement	accéléré	

ce	qui	explique	que	cette	laminopathie	peut	également	être	classée	dans	les	syndromes	

multi-systèmes	(Novelli	et	al.,	2002).	Enfin,	de	très	rares	cas	de	lipoatrophies	généralisées	

ont	été	associés	à	des	mutations	du	gène	LMNA	(Caux	et	al.,	2003).	

C. Laminopathies	du	nerf	périphérique	

	 Des	mutations	du	gène	LMNA	ont	été	décrites	chez	certains	individus	atteints	de	la	

maladie	 de	 Charcot-Marie-Tooth	 (CMT)	 (Charcot-Marie-Tooth	 Disorder	 Type	 2)	 (De	

Sandre-Giovannoli	 et	 al.,	 2002).	 C’est	 actuellement	 la	 seule	 laminopathie	 du	 nerf	

périphérique	 connue.	 Sur	 le	 plan	 clinique,	 ces	 patients	 présentent	 une	 neuropathie	

motrice	 et	 sensorielle	qui	 conduit	 à	une	atrophie	musculaire	 et	une	perte	des	 réflexes	

ostéotendineux.		

D. Laminopathies	multi-systémiques	

	 Cette	 dernière	 classe	 de	 laminopathies	 regroupe	 des	 syndromes	 qui	 affectent	

plusieurs	systèmes.	Ces	laminopathies,	autrement	appelées	syndromes	progéroïdes,	sont	

caractérisées	par	un	vieillissement	prématuré.	Parmi	eux,	le	plus	étudié	est	le	syndrome	

de	Progéria	de	Hutchinson-Gilford	(HGPS)	qui	sera	décrit	dans	la	prochaîne	section	(cf.	

partie	1.2.	 «	Focus	 sur	 une	 laminopathie	 :	 La	 progéria	 de	 Hutchinson-Gilford	»)	 (De	

Sandre-Giovannoli	et	al.,	2003;	Eriksson	et	al.,	2003).	Le	syndrome	atypique	de	Werner	

est	similaire	à	celui	HGPS	avec	généralement	une	ostéoporose,	de	 l’athérosclérose,	une	

lipodystrophie,	une	atrophie	cutanée	ainsi	qu’une	petite	taille	(Yu	et	al.,	1996).	Enfin,	la	

dermopathie	restrictive	se	caractérise	par	un	retard	de	croissance	prénatal	qui	conduit	à	

une	détresse	pulmonaire	 et	 au	décès	des	patients	 en	période	néonatale	 (Muchir	 et	 al.,	

2004;	Navarro	et	al.,	2004).	
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Figure	10	:	Phénotypes	des	laminopathies	
4	 phénotypes	 majeurs	 ont	 permis	 de	 classer	 les	 laminopathies	 selon	 les	 atteintes	:	
musculaires,	 adipocytaires,	 des	 nerfs	 périphériques	 ou	 multi-systémiques	 du	
vieillissement	accéléré.	
EDMD	:	Emery-Dreifuss	muscular	dystrophy	; LGMD1B	:	 limb	girdle	muscular	dystrophy	
type	1B	 ;	DCM-CD	 :	 dilated	 cardiomyopathy	with	 conduction	 systems	disease	 ;	 FPLD	 :	
familial	partial	 lipodystrophy	 ;	CMT	 :	Charcot-Marie-Tooth	 ;	HGPS	:	Hutchinson-Gilford	
progeria	syndrome.	
Adaptée	de	(Janin	et	al.,	2017).	
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 Focus	sur	une	laminopathie	:	La	
progéria	de	Hutchinson-Gilford	

 Généralités	
	 La	progéria	 est	 un	mot	dérivé	du	 grec	 ancien	qui	 provient	 de	 la	 contraction	de	

«	geras	»	 qui	 signifie	 «	vieillesse	»	 et	 de	 «	pro	»	 caractérisant	 ainsi	 une	 maladie	 du	

vieillissement	précoce.	Les	médecins	anglais	Jonathan	Hutchinson	et	Hastings	Gilford	ont	

décrit	 pour	 la	 première	 fois	 la	 progéria	 en	1886	 et	 1897	 respectivement	 (Hutchinson,	

1886;	 Gilford,	 1897),	 raison	 pour	 laquelle	 on	 l‘appelle	 progéria	 de	Hutchinson-Gilford	

abrégée	«	HGPS	».	Dans	les	années	1900,	plusieurs	cas	de	progéria	ont	progressivement	

été	 signalés	 dans	 tous	 les	 continents.	 En	 1998,	 la	 fondation	 pour	 la	 recherche	 sur	 la	

progéria	(PRF)	a	été	créée	par	les	Dr.	Leslie	Gordon	et	Scott	Berns	à	la	suite	du	diagnostic	

HGPS	de	leur	fils	Sam.	Peu	de	temps	après,	l’intérêt	pour	la	progéria	s’est	accrue	en	2003	

lorsque	la	mutation	à	l’origine	de	la	progéria	a	été	identifiée	dans	le	gène	LMNA	par	une	

équipe	 française	 ainsi	 qu’une	 équipe	 américaine	 (De	 Sandre-Giovannoli	 et	 al.,	 2003;	

Eriksson	 et	 al.,	 2003).	 Cette	 découverte	 a	 permis	 de	 comprendre	 les	 mécanismes	 qui	

conduisent	à	la	physiopathologie	et	de	développer	des	stratégies	thérapeutiques.	Bien	que	

les	premiers	essais	cliniques	remontent	à	2007,	il	n’existe	actuellement	pas	de	traitement	

curatif.	Fin	2020,	le	Lonafarbib	est	le	premier	médicament	approuvé	aux	États-Unis	par	la	

Food	and	Drug	Administration	(FDA)	comme	traitement	pour	la	progéria	puisqu’il	permet	

une	augmentation	de	 la	 longévité	des	patients	de	2	ans	en	moyenne.	Afin	d’augmenter	

davantage	l’espérance	de	vie	des	patients,	de	nouvelles	pistes	sont	en	cours	d’étude	(cf.	

partie	1.2.6	«	Traitements	et	perspectives	thérapeutiques	»).	

 Épidémiologie	
	 La	progéria	est	une	maladie	génétique	très	rare	puisqu’elle	touche	un	enfant	sur	20	

millions.	Cela	représente	une	prévalence	de	133	enfants	dans	le	monde	répartis	dans	50	
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pays	 (données	 du	 mois	 d’octobre	 2021,	 www.progeriaresearch.org).	 Ce	 chiffre	 est	

probablement	 sous-évalué	 puisqu’il	 y	 aurait	 environ	 200	 enfants	 atteints	 mais	 non	

diagnostiqués	dont	les	deux	tiers	seraient	localisés	en	Chine	et	en	Inde.	Ainsi,	on	estime	à	

environ	350	le	nombre	total	de	patients	atteints	de	progéria.	La	progéria	est	diagnostiquée	

autant	 chez	 les	 femmes	 que	 les	 hommes	 et	 sans	 prédisposition	 ethnique.	 Enfin,	 cette	

maladie	génétique	n’est	pas	héréditaire	puisque	les	patients,	dont	l’espérance	de	vie	est	

de	14	ans,	décèdent	avant	la	puberté	(Ahmed	et	al.,	2018).		

 Phénotype	clinique	
	 Bien	que	les	enfants	atteints	de	la	progéria	de	Hutchinson-Gilford	ne	présentent	

aucun	symptôme	à	 la	naissance,	 les	patients	développent	différents	signes	cliniques	du	

vieillissement	dès	 leur	première	année	de	vie.	La	croissance	postnatale	est	sévèrement	

perturbée	 ce	qui	 explique	 leur	petite	 taille,	 généralement	 inférieure	 à	120cm,	pour	un	

poids	 maximum	 de	 30kg	 (Gordon	 et	 al.,	 2007).	 Le	 visage	 de	 ces	 enfants	 présente	

communément	 une	micrognathie	 (hypoplasie	 de	 la	mâchoire	 inférieure)	 accompagnée	

d’anomalies	 de	 la	 dentition	 (Kieran	 et	 al.,	 2007).	 En	 effet,	 les	 enfants	 souffrent	

d’encombrement	dentaire	qui	se	manifeste	par	des	rangées	doubles	de	dents.	Leurs	yeux	

sont	souvent	proéminents	et	les	patients	souffrent	de	strabisme	et	de	myopie.	Leur	nez	

est	 en	 forme	 de	 bec,	 leur	 voix	 est	 aiguë	 et	 ils	 présentent	 une	 légère	 perte	 auditive	

(Domingo	 et	 al.,	 2009)	 (Figure	 11).	 La	 progéria	 est	 une	 maladie	 du	 vieillissement	

segmentaire	 puisque	 les	 systèmes	 osseux,	 cutanés	 et	 cardiovasculaires	 sont	 atteints	

tandis	 que	 le	 système	 nerveux	 central	 est	 épargné.	 Le	 phénotype	 clinique	 sera	 ainsi	

détaillé	sous	4	axes	:	(A)	Anomalies	osseuses	et	tendineuses	;	(B)	Perte	du	tissu	adipeux	

sous-cutané	et	alopécie	;	(C)	Athérosclérose	sévère	et	pathologies	cardiovasculaires	;	(D)	

Phénotypes	du	vieillissement	absents	de	la	progéria.	

	 Parmi	toutes	ces	atteintes,	celles	du	système	cardiovasculaire	sont	les	principales	

causes	de	mortalité	précoce	des	patients	à	un	âge	médian	de	14.6	ans	(Gordon	et	al.,	2014).		

A. Anomalies	osseuses	et	tendineuses		

	 Le	 squelette	 présente	 une	 diminution	 de	 la	 densité	 minérale	 et	 une	

déminéralisation	 plus	 particulièrement	 à	 l’extrémité	 des	 os	 longs.	 Les	 patients	 ont	 de	
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petites	clavicules	et	de	fines	côtes	à	la	suite	d’une	sévère	ostéopénie	de	ces	os	(Sivaraman	

et	al.,	1999).	Par	ailleurs,	les	phalanges	distales	sont	sujettes	à	l’ostéolyse	conduisant	à	des	

déformations	des	doigts	et	des	orteils.	De	plus,	la	croissance	anormale	du	crâne	le	rend	

plus	fragile	et	par	conséquent,	augmente	le	risque	de	fracture	de	la	boite	crânienne.	Le	

mouvement	des	 articulations	 est	normal	 à	 la	naissance	 et	 diminue	 à	 l’âge	de	2	 ans	 au	

niveau	des	genoux	puis	des	coudes	et	des	doigts.	Cette	raideur	articulaire	est	responsable	

de	la	démarche	lente	des	patients.	Avec	l’âge,	les	articulations	des	chevilles,	des	poignets	

ainsi	que	des	épaules	perdent	en	mobilité	et	peuvent	ainsi	devenir	douloureuses	(Gordon	

et	al.,	2011).	

	
Figure	11	:	Évolution	du	phénotype	clinique	de	la	progéria	de	Hutchinson-Gilford	
Photographies	d’un	enfant	atteint	de	la	progéria	à	différents	âges.	
Adaptée	de	(Hennekam,	2006).	

B. Perte	du	tissu	adipeux	sous-cutanée	et	alopécie	

	 La	progéria	se	manifeste	cliniquement	par	une	lipodystrophie.	Cette	dernière	est	

visible	à	partir	de	3	ans	et	plus	particulièrement	au	niveau	des	jambes.	Elle	est	ensuite	

remarquable	au	niveau	du	thorax	et	du	visage	(Merideth	et	al.,	2008).	La	perte	de	graisse	

intra-orbitaire	 explique	 notamment	 la	 proéminence	 des	 yeux	 sans	 exophtalmie.	
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(Hennekam,	 2006).	 Avec	 l’âge,	 la	 diminution	 de	 graisse	 sous-cutanée	 ainsi	 que	

l’amincissement	de	la	peau	rendent	les	veines	plus	visibles.	Les	veines	sont	d’autant	plus	

visibles	 au	niveau	du	 cuir	 chevelu	puisque	 les	patients	perdent	progressivement	 leurs	

cheveux	dès	6	mois	allant	jusqu'à	l’alopécie	presque	totale	entre	2	et	3	ans	(Rork	et	al.,	

2014).	

C. Athérosclérose	sévère	et	pathologies	cardiovasculaires		

	 Sur	 le	 plan	 cardiaque,	 les	 patients	 développent	 une	 dysfonction	 diastolique	 du	

ventricule	 gauche	 associée	 à	des	 troubles	de	 conduction	 (Prakash	 et	 al.,	 2018;	Rivera-

Torres	 et	 al.,	 2016).	 Au	 niveau	 vasculaire,	 les	 patients	 présentent	 une	 athérosclérose	

différente	de	celle	observée	dans	la	population	âgée	de	façon	physiologique.	En	effet,	les	

patients	n’ont	pas	d’hypercholestérolémie	mais	possèdent	une	calcification	de	la	média,	

une	inflammation	de	l’intima	et	une	rupture	des	plaques	vasculaires.	De	plus,	la	fibrose	

adventitielle	touche	les	parois	vasculaires	de	ces	patients	les	rendant	denses	en	collagène	

(Stehbens	et	al.,	1999).	Tous	ces	symptômes,	couplés	à	une	perte	importante	des	cellules	

musculaires	lisses,	sont	à	l’origine	de	l’augmentation	de	la	rigidité	artérielle	qui	conduit	à	

l’hypertension	des	patients	entre	6	et	8	ans	(Gerhard-Herman	et	al.,	2012).	Les	atteintes	

coronaires	 peuvent	 entraîner	 des	 angines	 de	 poitrine	 mais	 également	 des	 accidents	

vasculaires	cérébraux	à	un	âge	médian	de	9	ans	 (Silvera	et	al.,	2013).	Compte	 tenu	du	

couplage	cœur-vaisseaux,	les	changements	d’architecture	et	de	pression	vasculaire	sont	à	

l’origine	d’infarctus	du	myocarde	qui	conduit	dans	la	plupart	des	cas	au	décès	prématuré	

des	patients.		

D. Phénotypes	du	vieillissement	absents	de	la	progéria		

	 Les	symptômes	de	la	progéria	listés	ci-dessus	se	retrouvent	généralement	dans	le	

vieillissement	physiologique.	Cependant,	d'autres	maladies	 associées	à	 l'âge,	 comme	 la	

cataracte	ou	les	cancers	sont	absents	chez	les	patients	HGPS.	Ces	derniers	ne	possèdent	

pas	non	plus	d’augmentation	du	tissu	adipeux	abdominal	ni	d’ostéoporose.	Par	ailleurs,	

les	enfants	ne	présentent	aucune	altération	cognitive	(Gonzalo	et	al.,	2017)	(Figure	12).	

Les	 raisons	 moléculaires	 de	 l’absence	 de	 troubles	 associés	 au	 système	 nerveux	 sont	

connues	et	seront	détaillées	plus	tard	(cf.	partie	1.2.4	«	Physiopathologie	»).	
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Figure	12	:	Phénotypes	cliniques	de	la	progéria	de	Hutchinson-Gilford	communs	et	différents	
du	vieillissement	physiologique	
De	manière	similaire	au	vieillissement	physiologique,	 les	patients	HGPS	présentent	des	
changements	cutanés	et	métaboliques	ainsi	que	des	atteintes	cardiovasculaires.	Certains	
symptômes	du	vieillissement	sont	néanmoins	absents	 tels	que	 les	cancers,	 la	cataracte	
mais	également	la	neurodégénérescence.	
CMLs	:	Cellules	Musculaires	Lisses.		
Adaptée	de	(Strandgren	et	al.,	2017).	

 Physiopathologie	
	 La	 progéria	 de	 Hutchinson-Gilford	 est	 une	 maladie	 autosomique	 dominante	

sporadique,	causée	dans	90%	des	cas	par	une	substitution	de	novo	d’une	seule	paire	de	

bases	 dans	 l’exon	 11	 du	 gène	LMNA	 (c.1824	 C>T	;	 p.G608G)	 situé	 sur	 le	 chromosome	

1q21.2-q21	(De	Sandre-Giovannoli	et	al.,	2003;	Eriksson	et	al.,	2003).	Cette	mutation	est	

responsable	de	l’apparition	d’un	site	cryptique	d’épissage	au	sein	de	l’ARN	prémessager	

(pré-ARNm)	conduisant	à	la	production	d’une	prélamine	A	délétée	de	105	paires	de	bases.	

La	protéine	traduite	est	alors	une	prélamine	A	tronquée	de	50	acides	aminés	(prélamine	

AΔ50	;	D606-656)	en	C-terminal	dans	laquelle	se	situe	le	site	de	clivage	de	l’endoprotéase	

ZMPSTE24	(cf.	partie	1.1.2	«	Du	gène	aux	protéines	»).	La	dernière	étape	de	maturation	

post-traductionnelle	de	la	prélamine	A,	qui	est	l’élimination	du	groupement	farnésyl	en	C-



CHAPITRE 1 : INTRODUCTION 

50 
 

terminal	par	ZMPSTE,	ne	peut	avoir	lieu	ce	qui	aboutit	à	l’expression	d’une	prélamine	A	

tronquée	 et	 farnésylée	 de	 façon	 constitutive	 appelée	 «	progérine	»	 (Figure	 13).	 Cette	

dernière,	qui	possède	un	signal	de	localisation	nucléaire	NLS,	va	être	adressée	au	noyau	

tout	en	restant	ancrée	à	la	membrane	nucléaire	via	son	groupement	farnésyl	(Figure	14).	

L’accumulation	de	progérine	au	sein	de	la	lamina	nucléaire	est	responsable	d’une	toxicité	

dose-dépendante	qui	se	manifeste	par	une	altération	de	structure	en	fonction	du	noyau	et	

par	conséquent,	des	mécanismes	cellulaires	(cf.	partie	1.2.5	«	Mécanismes	moléculaires	»)	

(Burke	 and	 Stewart,	 2013).	 La	 prélamine	 AΔ50	 a	 également	 été	 identifiée	 en	 faible	

quantité	dans	des	fibroblastes	de	jeunes	individus	sains.	Chez	des	sujets	âgés,	les	quantités	

de	prélamine	AΔ50	augmentent	à	la	fois	chez	des	sujets	sains	(92	ans)	et	des	sujets	atteints	

de	la	HGPS	soulignant	l’existence	de	mécanismes	moléculaires	communs	entre	la	progéria	

et	le	vieillissement	physiologique	(Rodriguez	et	al.,	2009;	Scaffidi	and	Misteli,	2006).	

	
Figure	13	:	Synthèse	de	la	lamine	A	chez	un	sujet	sain	(gauche)	et	synthèse	de	la	progérine	
chez	un	sujet	atteint	de	la	progéria	(droite)	
ICMT	:	 isoprenylcysteine	 carboxyl	 methyltransferase	;	 ZMPSTE24	:	 zinc	
metalloproteinase	STE24.	
Adaptée	de	(Gordon	et	al.,	2018).	

	 Des	mutations	 plus	 rares	 au	 sein	 du	 gène	LMNA	peuvent	 également	 conduire	 à	

l’expression	de	la	progérine	ou	d’autres	formes	de	lamines	A	tronquées	:	(1)	prélamine	

AΔ90	 (c.1968	G>A	;	 c.1968+1	G>A	;	 c.1968+5	G>A)	;	 (2)	 prélamine	AΔ35	 (c.1868	 c>G)	

(Barthélémy	 et	 al.,	 2015;	 Hisama	 et	 al.,	 2011).	 Le	 phénotype	 clinique	 associé	 à	 ces	

mutations	est	similaire	à	celui	observé	dans	la	HGPS	classique,	on	parle	donc	de	«	HGPS-
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like	».	 Par	 ailleurs,	 il	 existe	 un	 deuxième	 groupe	 de	 laminopathies	 du	 vieillissement	

prématuré	appelé	syndrome	de	progéria	atypique	(APS).	Ce	syndrome	est	causé	par	des	

mutations	faux-sens	dominantes	ou	récessives	du	gène	LMNA	(c.1583	C>T	;	c.1619	C>T)	

qui	 n’entraînent	 pas	 de	 production	 de	 la	 progérine	 ou	 d’autres	 formes	 de	 lamine	 A	

tronquée	(Cabanillas	et	al.,	2011).	Sur	 le	plan	clinique,	 les	patients	ont	des	symptômes	

communs	 à	 la	 HGPS	 classique	 comme	 un	 retard	 de	 croissance,	 une	 micrognatie,	 une	

alopécie,	une	lipodystrophie	ainsi	que	des	atteintes	du	système	cardiovasculaire	(Cau	et	

al.,	2014).	

	

	
Figure	14	:	Synthèse	de	la	progérine	
Processus	 de	 maturation	 de	 la	 progérine	 en	 3	 étapes	 au	 niveau	 du	 reticulum	
endoplasmique	 (ER)	 et	 importation	 nucléaire	 grâce	 au	 signal	 de	 localisation	 nucléaire	
(NLS)	via	les	pores	nucléaires	(NPC)	de	l’enveloppe	nucléaire	(NE).	Le	motif	farnésyl	des	
progérines	 n’étant	 pas	 clivé,	 ces	 dernières	 restent	 ancrées	 à	 la	 membrane	 interne	
nucléaire.	
ICMT	:	 isoprenylcysteine	 carboxyl	 methyltransferase	;	 ZMPSTE24	:	 zinc	
metalloproteinase	STE24	
Adaptée	de	(Cau	et	al.,	2014).	
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 Mécanismes	moléculaires		
	 Les	principaux	mécanismes	moléculaires	conduisant	à	la	physiopathologie	HGPS	

sont	 actuellement	 bien	 décrits	 et	 sont	 généralement	 associés	 au	 vieillissement	

physiologique	:	 (A)	 Lien	 entre	 vieillissement	 et	 progéria	 de	 Hutchinson-Gilford.	 Par	

ailleurs,	ces	mécanismes	sont	regroupés	en	différentes	classes	fonctionnelles	qui	peuvent	

être	 liées	 entre	 elles	 :	 (B)	 Altération	 de	 la	 structure	 nucléaire	 et	 de	 la	 résistance	 aux	

contraintes	 mécaniques	;	 (C)	 Désorganisation	 de	 la	 chromatine	 et	 changements	

épigénétiques	;	 (D)	 Dérégulation	 de	 l’expression	 génique	 et	 altération	 des	 voies	 de	

signalisation	;	 (E)	 Dommages	 à	 l’ADN	 et	 instabilité	 génomique	;	 (F)	 Dysfonction	

mitochondriale	;	 (G)	 Sénescence	 et	 SASP	;	 (H)	 Raccourcissement	 des	 télomères	;	 (I)	

Épuisement	des	cellules	souches	adultes.	

A. Lien	entre	vieillissement	et	progéria	de	Hutchinson-Gilford	

	 Le	 vieillissement	 se	 définit	 par	 une	 perte	 progressive	 de	 l’intégrité	 physique	

conduisant	 à	 une	 altération	des	 fonctions	de	 l’organisme	et	 une	 vulnérabilité	 accrue	 à	

certaines	maladies.	Le	vieillissement	se	manifeste	chez	la	plupart	des	organismes	vivants	

et	conduit	inévitablement	au	décès.	Tous	les	mécanismes	induisant	le	vieillissement	ou	

conséquents	à	ce	dernier	ne	sont	pas	complètement	connus.	Cependant,	les	phénomènes	

majeurs	ont	été	décrits	:	(1)	instabilité	génomique	;	(2)	raccourcissement	des	télomères	;	

(3)	 dysfonction	 mitochondriale/accumulation	 de	 stress	 oxydatif	;	 (4)	 sénescence	

cellulaire	;	(5)	dérégulation	des	fonctions	hormonales	;	(6)	défauts	de	réparation	de	l’ADN	

et	accumulation	des	dommages	à	 l’ADN	;	(7)	modifications	épigénétiques	;	 (8)	perte	de	

l’homéostasie	protéique	;	(9)	épuisement	du	stock	de	cellules	souches	et	(10)	défauts	de	

communication	intracellulaire	(López-Otín	et	al.,	2013).	Ces	défauts	ont	tous	été	décrits	

dans	la	progéria	de	Hutchinson-Gilford	(Carrero	et	al.,	2016)	et	seront	détaillés	ci-dessous.	

La	 progéria	 partage	 des	 altérations	moléculaires	 communes	 à	 celles	 du	 vieillissement	

physiologique	 représentant	 donc	 un	 modèle	 d’étude	 du	 vieillissement	 pertinent	 qui	

suscite	 un	 vif	 intérêt	 depuis	 plusieurs	 années.	 Les	 données	 obtenues	 à	 la	 suite	 de	

différentes	 études	 sur	 des	modèles	 animaux	 et	 humains	 de	 la	 progéria	 ont	 permis	 de	

comprendre	le	rôle	de	 la	prénylation	de	la	progérine,	 la	présence	de	la	progérine	ou	le	

ratio	entre	la	progérine	et	les	lamines	A/C	dans	les	mécanismes	moléculaires	à	l’origine	

de	la	HGPS.		
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B. Altération	de	la	structure	nucléaire	et	de	la	résistance	aux	contraintes	
mécaniques	

	 La	 lamina	nucléaire	 est	 déterminante	 pour	 la	 taille,	 la	 forme	 ainsi	 que	pour	 les	

propriétés	 physiques	 du	 noyau	 des	 cellules	 somatiques	 en	 interphase	 (cf.	 partie	 1.1.5	

«	Fonctions	des	lamines	»).	L’expression	de	la	lamine	AΔ50,	au	détriment	de	lamine	A	dans	

les	 cellules	 HGPS,	 modifie	 les	 propriétés	 de	 la	 lamina	 nucléaire	 et	 par	 conséquent,	 la	

morphologie	du	noyau.	En	effet,	la	lamine	AΔ50	(ou	la	progérine)	est	ancrée	à	l’enveloppe	

nucléaire	 via	 le	 groupement	 farnésyl	 en	C-terminal	 et	 s’accumule	 au	 sein	de	 la	 lamina	

nucléaire	conduisant	à	l’épaississement	et	à	la	déstructuration	de	cette	dernière	(Vidak	

and	Foisner,	2016).	Sachant	que	la	lamina	interagit	directement	avec	les	pores	nucléaires,	

l’altération	 de	 l’intégrité	 de	 la	 lamina	 conduit	 à	 une	 distribution	 anormale	 des	 pores	

nucléaires	dans	les	cellules	HGPS	(Goldman	et	al.,	2004).	Par	ailleurs,	le	complexe	LINC	

étant	 également	 en	 interaction	 directe	 avec	 la	 lamina	 nucléaire,	 l’expression	 de	 la	

progérine	dans	les	cellules	HPGS	altère	les	fonctions	du	complexe	LINC	notamment	par	

une	diminution	de	la	mobilité	d’un	acteur	de	ce	complexe,	SUN1	(Chen	et	al.,	2014).	De	par	

le	rôle	majeur	du	complexe	LINC	dans	la	mécanotransduction,	son	dysfonctionnement	en	

présence	 de	 la	 progérine	 contribue	 à	 la	 sensibilité	 accrue	 des	 cellules	 HGPS	 aux	

contraintes	mécaniques	(Vidak	and	Foisner,	2016).	De	plus,	l’accumulation	de	la	progérine	

augmente	la	rigidité	de	la	lamina	nucléaire	ce	qui	diminue	sa	capacité	de	réarrangement	

sous	 les	 contraintes	mécaniques	 (Dahl	 et	 al.,	 2006).	 Ainsi,	 les	 tissus	 avec	 des	 niveaux	

élevés	 de	 contraintes	 mécaniques	 tels	 que	 les	 os,	 le	 cœur	 ou	 les	 vaisseaux	 sont	

particulièrement	 affectés	 par	 l’expression	 de	 la	 progérine	 (Gonzalo	 et	 al.,	 2017).	

L’expression	de	la	progérine	se	manifeste	cependant	dans	tous	les	types	cellulaires	par	

une	 dysmorphie	 nucléaire.	 Le	 noyau	 des	 cellules	 HGPS	 est	 plus	 gros	 et	 la	 forme	 de	

l’enveloppe	 nucléaire	 est	 irrégulière	 avec	 de	 nombreux	 bourgeonnements	 (appelés	

également	«	blebs	»)	ainsi	que	de	nombreux	replis	de	l’enveloppe	nucléaire	(Figure	15)	

(Goldman	 et	 al.,	 2004).	 Les	 altérations	 de	 l’architecture	 des	 noyaux	 HGPS	 sont	

proportionnelles	 à	 la	 quantité	 de	 la	 progérine	 exprimée.	 L’apparition	 de	 défauts	 de	

l’enveloppe	 nucléaire	 sont	 donc	 progressifs	 et	 peuvent	 être	 diminués	 en	 présence	

d’inhibiteurs	de	farnésyltransférases	confirmant	le	rôle	majeur	du	groupement	farnésyl	

de	la	lamine	AΔ50	dans	la	désorganisation	de	l’enveloppe	nucléaire	(Lu	and	Djabali,	2018).	
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Figure	15	:	L’expression	de	 la	progérine	 induit	une	déformation	de	 l’enveloppe	nucléaire	
présentant	des	bourgeonnements	et	des	replis	caractéristiques	des	cellules	HGPS	
Immunofluorescence	 de	 cellules	 musculaires	 lisses	 différenciées	 à	 partir	 de	 cellules	
pluripotentes	 induites	 (iPS	 pour	 «	induced	pluripotent	 stem	 cells	»)	 dérivées	 de	 sujets	
sains	(WT)	ou	de	sujets	HGPS	avec	un	marquage	du	noyau	au	DAPI	(bleu),	des	lamines	A	
et	C	(Lamin	A/C)	et	une	superposition	des	2	marquages	précédents	(merge).	Les	flèches	
mettent	en	évidence	 les	bourgeonnements	ainsi	que	 les	replis	de	 l’enveloppe	nucléaire	
des	 cellules	 HGPS.	 On	 remarque	 également	 l’augmentation	 de	 la	 taille	 du	 noyau	 des	
cellules	HGPS	comparé	aux	cellules	saines.	

C. Désorganisation	de	la	chromatine	et	changements	épigénétiques		

	 Les	lamines	de	type	A	interagissent	avec	la	chromatine	de	façon	directe	via	les	LAD	

ou	indirecte	par	l’intermédiaire	des	LEM	et	LAP	conférant	aux	lamines	A/C	un	rôle	dans	

l’organisation	de	la	chromatine	et	dans	la	régulation	des	changements	épigénétiques	(cf.	

partie	1.1.5	B.	«	Lamines	et	chromatines	»).	L’expression	de	la	progérine	dans	les	cellules	

HGPS	est	donc	à	l’origine	de	modifications	épigénétiques	ainsi	que	d’une	désorganisation	

de	 la	chromatine.	L’augmentation	de	 la	 lamine	AΔ50,	en	dépit	de	 la	 lamine	A,	perturbe	

l’interaction	 lamina-chromatine	 et	 par	 conséquent,	 la	 disposition	 spatiale	 des	 régions	

chromosomiques	ainsi	que	le	repliement	intranucléaire	de	la	chromatine	(Mewborn	et	al.,	

2010;	 Mehta	 et	 al.,	 2011;	 Puckelwartz	 et	 al.,	 2011).	 Ces	 désorganisations	 peuvent	

également	 s’expliquer	 par	 des	 modifications	 épigénétiques	 telles	 qu’une	 perte	 de	
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l’hétérochromatine.	 Les	 noyaux	 HGPS	 présentent	 en	 effet	 une	 diminution	 de	marques	

répressives	d’histones	H3K9me3	et	H3K27me3	(Scaffidi	and	Misteli,	2005;	Shumaker	et	

al.,	2006).	In	vitro,	la	diminution	de	l’histone	H3K27me3	est	liée	à	une	interaction	délétère	

de	la	progérine	avec	LAP2α	(Gesson	et	al.,	2016)	tandis	que	la	dérégulation	de	l’histone	

H3K9me3	dans	les	cellules	HGPS	est	associée	à	une	altération	de	l’expression	de	l’histone	

méthyltransférase	Suv39h1	(Liu	et	al.,	2013a).	Par	ailleurs,	des	études	ont	démontré	que	

la	lamine	A	interagit	avec	le	facteur	de	remodelage	NuRD	pour	«	nucleosome	remodeling	

and	deacetylation	»	au	niveau	de	la	région	délétée	de	la	lamine	AΔ50.	Sachant	que	cette	

interaction	 est	 indispensable	 au	 maintien	 de	 la	 méthylation	 de	 l’histone	 H3K9,	 cela	

expliquerait	également	 la	perte	de	cette	marque	dans	 les	cellules	HGPS	(Meshorer	and	

Gruenbaum,	2009;	Pegoraro	et	al.,	2009).	De	plus,	 l’expression	de	 la	progérine	conduit	

notamment	à	une	décondensation	du	chromosome	X	inactif	(Shumaker	et	al.,	2006).	Enfin,	

une	augmentation	de	la	marque	histone	H4K20me3	a	aussi	été	rapportée	dans	les	cellules	

HGPS	(Prokocimer	et	al.,	2013).	Ces	changements	épigénétiques	sont	contraires	à	ceux	

retrouvés	 dans	 plusieurs	 tumeurs	 expliquant	 la	 différence	 de	 certains	 phénotypes	

associés	 à	 la	 progéria	 avec	 ceux	 du	 vieillissement	 physiologique	 comme	 l’absence	 de	

cancers	(Dimauro	and	David,	2009;	Chi	et	al.,	2010).	

	 Les	 cellules	 HGPS	 présentent	 également	 des	 modifications	 de	 leur	 profil	 de	

méthylation	de	l’ADN.	Des	îlots	CpG	hypométhylés	dans	des	cellules	saines	ont	en	effet	été	

décrits	 comme	 hyperméthylés	 dans	 des	 cellules	 HGPS	 et	 inversement,	 des	 îlots	

hyperméthylés	dans	des	cellules	saines	sont	hypométhylés	dans	des	cellules	HGPS	(Heyn	

et	al.,	2013).	Enfin,	une	hyperméthylation	des	gènes	de	l’ARN	ribosomal	a	été	observée	

dans	un	modèle	murin	de	la	progéria	(Osorio	et	al.,	2010).	

	 Dans	l’ensemble,	ces	études	révèlent	que	la	progérine	induit	une	désorganisation	

de	la	chromatine	ainsi	que	des	changements	épigénétiques	(modification	des	histones	et	

de	méthylation	de	l’ADN)	expliquant,	en	partie,	la	dérégulation	de	l’expression	de	certains	

gènes	qui	sera	détaillée	dans	le	paragraphe	suivant.	

D. Dérégulation	de	l’expression	génique	et	altération	des	voies	de	
signalisation	

	 L’expression	 génique	 est	 dépendante	 de	 la	 localisation	 ainsi	 que	 de	 l’état	 de	

compaction	de	la	chromatine,	tous	deux	altérés	dans	les	cellules	exprimant	la	progérine.	

Il	 n’est	 donc	 pas	 surprenant	 que	 les	 cellules	 HGPS	 présentent	 des	 dérégulations	 de	
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l’expression	génique.	Cette	dernière	dépend	également	des	micro-ARN,	des	 facteurs	de	

transcription	et	de	l’ARN	polymérase	dont	les	fonctions	sont	perturbées	en	présence	de	la	

progérine.		

	 Les	 micro-ARN	 sont	 des	 régulateurs	 post-transcriptionnels	 capables	 d’inhiber	

l’expression	d’un	gène	en	se	 liant	sur	 l’ARNm	d’intérêt.	L’expression	du	gène	LMNA	est	

régulée	par	des	mi-ARN	spécifiques.	L’exemple	le	plus	connu	est	celui	du	mi-ARN9	(miR-

9)	dont	l’expression	spécifique	dans	les	cellules	du	SNC	central	inhibe	la	synthèse	de	la	

progérine	bloquant	ainsi	son	effet	toxique	et	expliquant	l’absence	de	symptômes	cliniques	

dans	ce	tissu	(Jung	et	al.,	2012;	Nissan	et	al.,	2012).		

	 L’analyse	du	profil	d’expression	génique	a	permis	de	mettre	en	évidence	une	des	

dérégulations	 transcriptionnelles	 dans	 les	 fibroblastes	 HGPS	 par	 rapport	 à	 des	

fibroblastes	 de	 sujets	 sains.	 Les	 protéines	 de	 la	 matrice	 extracellulaire	 (ECM	 pour	

«	extracellular	 matrix	»)	 ainsi	 que	 les	 facteurs	 de	 transcription	 (FT)	 sont	 les	 familles	

protéiques	 les	 plus	 différentiellement	 exprimées	 entre	 les	 fibroblastes	 sains	 et	 HGPS	

(Csoka	 et	 al.,	 2004a).	 Par	 ailleurs,	 l’expression	 de	 la	 progérine	 est	 à	 l’origine	 d’une	

séquestration	des	facteurs	de	transcription	dans	les	cellules	HGPS.	En	effet,	la	technique	

du	 double	 hybride	 a	 permis	 l’identification	 de	 225	 interactions	 progérine-FT	 contre	

seulement	61	interactions	lamine	A-FT.	Cela	confirme	ainsi	que	l’affinité	des	FT	avec	la	

progérine	 est	 plus	 importante	 qu’avec	 la	 lamine	 A	 et	 par	 conséquent,	 les	 cellules	 qui	

expriment	la	progérine	séquestrent	les	FT	au	niveau	de	l’enveloppe	nucléaire	(Csoka	et	

al.,	2004b).	

	 De	 plus,	 les	 lamines	 A	 interagissent	 avec	 les	 acteurs	 de	 la	 machinerie	 de	

transcription	de	l’ARN	polymérase	II	(pol	II)	tels	que	l'actine	et	la	myosine	nucléaires,	les	

complexes	 de	 remodelage	 de	 la	 chromatine	 ainsi	 que	 les	 ribonucléoprotéides.	

L’expression	de	la	lamine	AΔ50	a	donc	des	effets	négatifs	sur	la	pol	II	(Prokocimer	et	al.,	

2013).	Enfin,	les	changements	de	distribution	des	NPC	à	la	surface	nucléaire	des	cellules	

HGPS	 (cf.	 partie	 1.2.5	 B.	 «	Altération	 de	 la	 structure	 nucléaire	 et	 de	 la	 résistance	 aux	

contraintes	mécaniques	»)	sont	responsables	d’un	défaut	de	trafic	nucléocytoplasmique	

des	protéines	et	de	l’ARN.		

	 Dans	leur	ensemble,	les	changements	d’expression	génique	modifient	la	synthèse	

protéique	et	conduisent	en	partie	à	l’altération	de	certaines	voies	de	signalisation	dans	les	

cellules	HGPS.	NF-κB	est	un	facteur	de	transcription	impliqué	dans	la	réponse	immunitaire	

et	 dans	 la	 réponse	 au	 stress	 cellulaire	 capable	 d’exercer	 un	 rétrocontrôle	 négatif	 sur	
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l’apoptose.	 La	 mécanotransduction	 étant	 altérée	 dans	 les	 cellules	 qui	 expriment	 la	

progérine,	 la	 réponse	NF-κB	 est	 également	 altérée	 ce	 qui	 conduit	 à	 l’augmentation	 de	

l’apoptose.	

	 Une	dérégulation	de	la	voie	Wnt/β-caténine	a	également	été	mise	évidence	dans	

un	 modèle	 HGPS.	 La	 diminution	 de	 signalisation	 Wnt/β-caténine	 chez	 des	 souris	

Lmna∆9/∆9	 s’accompagne	 d’un	 défaut	 d’expression	 des	 protéines	 de	 la	 matrice	

extracellulaire	pouvant	contribuer	aux	anomalies	osseuses	et	cartilagineuses	des	patients	

(Hernandez	et	al.,	2010).	Par	ailleurs,	 la	voie	Wnt/β-caténine	étant	suractivée	dans	 les	

cellules	 cancéreuses,	 l’atténuation	 de	 son	 activation	 dans	 les	 cellules	 HGPS	 pourrait	

contribuer	 à	 la	 faible	 incidence	 des	 cancers	 chez	 les	 patients	 HGPS	 contrairement	 au	

vieillissement	physiologique	(Prokocimer	et	al.,	2013).	

	 Les	lamines-A	sont	capables	de	s’associer	avec	SKIP,	le	co-activateur	de	Notch	afin	

de	 réguler	 l’activité	 transcriptionnelle	 de	 Notch.	 L’expression	 de	 la	 lamine	 AΔ50,	 qui	

possède	une	affinité	réduite	pour	SKIP,	conduit	à	l’augmentation	de	sa	disponibilité	et	par	

conséquent,	de	l’activation	de	Notch	dans	les	cellules	HGPS	(Scaffidi	and	Misteli,	2006).	La	

surexpression	 de	 Notch	 et	 de	 ses	 effecteurs	 modifie	 les	 voies	 de	 différenciation	 des	

cellules	souches	mésenchymateuses	 illustrant	 le	phénotype	sévère	chez	 les	patients	au	

niveau	des	tissus	dérivés	du	mésoderme	tels	que	les	tissus	adipeux	et	osseux	ainsi	que	les	

cellules	musculaires	lisses.	

	 La	 protéine	 du	 rétinoblastome	 (pRb	 pour	 «	retinoblastoma	 protein	»)	 est	

impliquée	dans	le	cycle	cellulaire	et	la	prolifération	cellulaire	en	s’associant	aux	lamines-

A	 et	 LAP2α	 pour	 réguler	 différents	 facteurs	 de	 transcription.	 Cette	 interaction	 est	

fortement	 altérée	 en	présence	 de	 la	 lamine	AΔ50	 conduisant	 à	 une	dérégulation	de	 la	

signalisation	 pRb-LamineA/LAP2α	 observée	 dans	 des	 fibroblastes	 de	 patients	 HGPS	

(Marji	et	al.,	2010).	

	 Enfin,	 les	 cellules	 HGPS	 présentent	 une	 hyperactivation	 de	 la	 voie	 ERK	 et	 par	

conséquent,	 de	 l’hyperactivation	 d’une	 protéine	 intervenant	 dans	 la	 voie	 MAPK,	 la	

protéine	p38	(Aliper	et	al.,	2015).	La	signalisation	p53	est	également	perturbée	dans	les	

cellules	exprimant	 la	progérine.	Ce	FT	 joue	un	rôle	dans	 le	contrôle	du	cycle	cellulaire,	

l’autophagie	ainsi	que	 l’apoptose	et	est	suractivée	à	 la	suite	du	dysfonctionnement	des	

télomères	 des	 cellules	 HGPS	 (cf.	 partie	 1.2.5	 F.	 «	Raccourcissement	 des	 télomères	»)	

(Benson	et	al.,	2010).	

	 Ces	études	démontrent	que	l’expression	de	la	progérine	conduit	à	l’altération	de	
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grandes	 voies	 de	 signalisation,	 bien	 que	 d’autres	 voies	 soient	 également	 impactées.	

Certaines	 d’entre	 elles	 seront	 décrites	 ultérieurement	 selon	 le	 mécanisme	

physiopathologique	impliqué.	

E. Dommages	à	l’ADN	et	instabilité	génomique		

	 Les	 cellules	 HGPS	 présentent	 une	 accumulation	 des	 dommages	 à	 l’ADN	 qui	

augmentent,	in	vitro,	avec	les	passages	et	s’expliquent	par	une	accumulation	de	ROS	ainsi	

que	par	des	défauts	de	réponse	aux	dommages	à	l’ADN.	Les	cassures	à	l’ADN	double-brin	

sont	plus	fréquemment	observées	dans	les	cellules	qui	expriment	la	progérine	puisque	les	

deux	voies	de	réparations	majeures	de	ces	cassures	sont	diminuées	dans	les	cellules	HGPS.	

Dès	l’apparition	de	CDB,	l’histone	H2Ax	est	rapidement	phosphorylé	au	niveau	de	la	serine	

139	pour	former	l’histone	gH2AX	(Rogakou	et	al.,	1999).	L’augmentation	de	foci	gH2AX	a	

été	mise	en	évidence	dans	différents	modèles	HGPS	confirmant	l’accumulation	des	CDB	

(Liu	 et	 al.,	 2008).	 Plusieurs	 acteurs	 de	 la	 réparation	 des	 CDB	 ont	 été	 décrits	 dans	 la	

progéria.	Tout	d’abord,	des	fibroblastes	HGPS	ont	permis	de	mettre	en	évidence	un	défaut	

de	recrutement	des	facteurs	53BP1,	Rad50	ainsi	que	RAD51	aux	sites	de	dommages	(Liu	

et	al.,	2005).	Dans	ce	même	modèle,	les	niveaux	de	DNAPK,	Ku70	et	Ku80,	composants	de	

l’holoenzyme	 DNAPK,	 sont	 diminués	 (Liu	 et	 al.,	 2011).	 Par	 ailleurs,	 l’expression	 de	 la	

lamine	AΔ50	altère	l’activité	de	NuRD	(cf.	partie	1.2.5	«	Désorganisation	de	la	chromatine	

et	 changements	 épigénétiques	»)	 perturbant	 son	 rôle	 dans	 la	 réponse	 aux	 dommages	

notamment	 en	 assurant	 le	 recrutement	des	protéines	de	 réparation	de	 l’ADN	 (Lai	 and	

Wade,	2011).	De	plus,	un	défaut	de	signalisation	ATM-KAP-1	a	été	décrit	dans	le	modèle	

murin	HGPS	Zmpste24−/−	 qui	 participerait	 à	 un	défaut	 de	 recrutement	de	protéines	de	

réparation	au	niveau	des	lésions	de	l’hétérochromatine	(Liu	et	al.,	2013b).	La	réplication	

du	brin	d’ADN	à	réparer	est	aussi	altéré	dans	les	cellules	HGPS	à	la	suite	d’une	interaction	

aberrante	de	 la	progérine	avec	 le	 facteur	de	processivité	de	 l’ADN	polymérase	(Musich	

and	 Zou,	 2009).	 L’accumulation	 de	 dommages	 à	 l’ADN	 double-brin,	 médiée	 par	

l’expression	 de	 la	 progérine,	 s’explique	 donc	 par	 une	 altération	 de	 recrutement	 des	

protéines	de	réparation	des	dommages	mais	elle	peut	également	s’expliquer	par	un	défaut	

de	détection	des	dommages.	En	effet,	un	retard	de	localisation	de	phospho-NBS1	et	MRE11	

a	été	décrit	dans	des	cellules	HGPS	humaines	(Constantinescu	et	al.,	2010).	Sachant	que	

ces	 2	 facteurs	 de	 réparation	 du	 complexe	 MRN	 sont	 nécessaires	 à	 la	 détection	 des	

dommages	 à	 l’ADN,	 leur	 recrutement	 anormalement	 lent	 explique	 l’augmentation	 des	
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cassures	à	 l’ADN	observées	dans	 les	cellules	HGPS.	Enfin,	 la	réparation	par	excision	de	

nucléotide	 est	 aussi	 altérée	 dans	 les	 cellules	 exprimant	 la	 progérine.	 L’accumulation	

aberrante	de	foci	xeroderma	pigmentosum	de	groupe	A	(XPA)	a	été	observée	dans	des	

cellules	HGPS	et	dans	le	modèle	murin	Zmpste24−/−	(Liu	et	al.,	2008).	Dans	l’ensemble,	ces	

défauts	de	réparation	des	dommages	à	l’ADN	conduisent	à	l’accumulation	des	dommages	

et	 participent	 à	 l’instabilité	 génomique.	 La	 poly(ADP-ribosylation)	 (PARylation),	 un	

mécanisme	de	réparation	des	dommages	à	l’ADN,	a	également	fait	l’objet	d’une	étude	dans	

la	progéria	de	Hutchinson-Gilford	et	sera	détaillée	par	la	suite	(cf.	partie	1.3	A.	«	Perte	des	

VSMCs	vasculaires	»).	

	 Parmi	les	autres	facteurs	à	l’origine	de	l’instabilité	génomique	des	cellules	HGPS	

figure	l’accumulation	d’espèces	réactives	de	l‘oxygène	(ROS)	causée	par	des	dysfonctions	

mitochondriales	 (cf.	partie	1.2.5	F.	«	Dysfonction	mitochondriale	»).	Les	 fibroblastes	de	

patients	HGPS	présentent	une	plus	grande	sensibilité	au	stress	oxydatif	notamment	à	la	

suite	 d’une	 diminution	 de	 l’expression	 des	 protéines	 mitochondriales	 participant	 à	 la	

phosphorylation	oxydative	(Rivera-Torres	et	al.,	2013).	L’altération	de	la	voie	NRF2-ARE	

qui	 est	 l’un	 des	 principaux	 régulateurs	 de	 la	 transcription	 des	 gènes	 antioxydants	

contribue	également	à	l’augmentation	des	ROS	dans	les	cellules	HGPS.	La	progérine	étant	

capable	 de	 se	 lier	 à	 NRF2,	 cela	 entraîne	 sa	 délocalisation	 et	 empêche	 la	 formation	 du	

complexe	NRF2-ARE	conduisant	à	une	répression	des	gènes	antioxydants.	L’accumulation	

de	 ROS	 dans	 les	 cellules	 HGPS	 est	 d’autant	 plus	 importante	 que	 le	 passage	 est	 élevé	

(Kubben	et	al.,	2016a).	
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Figure	16	:	Instabilité	génomique	des	cellules	HGPS	
Les	cellules	HGPS	souffrent	d’un	raccourcissement	des	télomères	ainsi	qu’un	défaut	des	
recrutements	 des	 facteurs	 de	 réparation	 des	 dommages	 à	 l’ADN	 conduisant	 à	 des	
altérations	de	la	chromatine	ainsi	qu’à	l’accumulation	des	dommages	à	l’ADN.		
ONM :	outer	nuclear	membrane ;	INM :	inner	nuclear	membrane ;	ROS :	reactive	oxygen	
species ;	 CDB :	 cassure	 double-brin ;	 Ac :	 acetylation ;	 Me :	 methylation ;	 Ub :	
ubiquitinylation ;	 P :	 gH2AX ;	 HR :	 homologous	 repair ;	 NHEJ :	 non-homologous	 end	
joining.	
Adaptée	de	(Gonzalo	and	Kreienkamp,	2015).	

F. Dysfonction	mitochondriale		

	 Les	 mitochondries	 sont	 impliquées	 dans	 la	 physiopathologie	 de	 la	 progéria	

notamment	 en	 produisant	 une	 quantité	 anormalement	 importante	 de	 ROS	 dans	 les	

cellules	HGPS	(cf.	partie	1.2.5	E.	«	Dommages	à	l’ADN	et	instabilité	génomique	»).	Les	ROS	

sont	des	molécules	oxydantes	générées	par	la	chaîne	de	transport	des	électrons	au	sein	de	

la	 chaîne	 respiratoire	 qui	 produit	 également	 de	 l’adénosine	 triphosphate	 (ATP)	 par	

phosphorylation	 oxydative	 (OXPHOS	 pour	 «	Oxydative	 Phosphorylation	»).	 Les	 ROS	 ne	

sont	 pas	 des	 déchets	 cellulaires	 puisqu’ils	 participent	 à	 la	 signalisation	 cellulaire.	

L’accumulation	de	ROS	est	cependant	toxique	puisqu’elle	est	à	l’origine	du	stress	oxydant	

qui	se	 traduit	par	des	cassures	à	 l’ADN,	par	 l’oxydation	des	protéines	ou	encore	par	 la	

peroxydation	des	lipides	conduisant	à	un	arrêt	de	la	prolifération	cellulaire.		

	 Dans	 des	 fibroblastes	 HGPS,	 l’activité	 OXPHOS	 est	 diminuée	 par	 rapport	 à	 des	

fibroblastes	 sains	 à	 la	 suite	 d’une	diminution	de	 l’expression	de	 certains	 acteurs	de	 la	

chaîne	 respiratoire	 tels	 que	 le	 cytochrome	 C,	 COX1	 et	 l’ATPase	 β	 du	 complexe.	 Ces	

dérégulations	conduisent	à	une	diminution	de	la	production	d’ATP	(Rivera-Torres	et	al.,	

2013).	Dans	cette	même	étude,	l’analyse	de	muscles	striés	issus	de	2	modèles	murin	HGPS,	

LmnaG609G/+	et	 Zmpste24-/-	 a	 permis	 de	mettre	 en	 évidence	 un	 effet	 dose-dépendant	 et	

temps-dépendant	 de	 la	 progérine	 sur	 l’activité	 OXPHOS.	 Enfin,	 les	 altérations	
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mitochondriales	n’ont	pas	été	observées	dans	 le	SNC	où	 il	n’y	a	pas	d’expression	de	 la	

progérine,	confirmant	le	lien	direct	entre	la	progérine	et	la	dysfonction	mitochondriale.		

G. Sénescence	et	SAPS		

	 La	sénescence	cellulaire	se	définit	par	un	arrêt	de	la	prolifération	après	un	nombre	

précis	de	divisions	en	culture	(Hayflick,	1965).	On	parle	alors	de	sénescence	réplicative	

par	opposition	à	 la	 sénescence	post-mitotique	dans	 le	 cas	d’un	arrêt	 irréversible	de	 la	

mitose	ou	d’une	exposition	prolongée	à	différents	stress.	Contrairement	à	la	quiescence	

dont	l’arrêt	du	cycle	cellulaire	est	réversible,	la	sénescence,	qu’elle	soit	réplicative	ou	post-

mitotique,	conduit	à	un	arrêt	irréversible	du	cycle	cellulaire	en	tant	que	suppresseur	de	

tumeurs.	L’entrée	en	sénescence	dépend	des	protéines	p53	et	pRb.	En	effet,	à	la	suite	d’un	

stress	 génotoxique,	 une	 activation	 de	 la	 voie	 ATM/ATR	 va	 permettre	 l’inhibition	 des	

cyclines	dépendantes	des	kinases	(CDK1	et	CDK2)	entraînant	un	arrêt	transitoire	du	cycle	

cellulaire.	 En	 parallèle,	 ATM	 via	 p53	 induit	 une	 augmentation	 de	 p21,	 permettant	

l’inhibition	de	CDK1.	Cela	tend	à	bloquer	la	réplication	et	la	mitose	par	l’inactivation	de	

pRb	assurant	l’irréversibilité	de	l’arrêt	(Shay	et	al.,	1991).	

	 Dans	des	fibroblastes	HGPS,	une	étude	a	rapporté	une	diminution	de	l’expression	

de	 l’isoforme	 ∆133p53	 et	 une	 augmentation	 de	 l’isoforme	 p53β	 participant	 à	 une	

dérégulation	via	p53	de	 la	 sénescence	de	 ces	 cellules.	 La	 restauration	de	∆133p53	est	

suffisante	pour	augmenter	le	nombre	de	prolifération	et	retarder	la	sénescence	bien	que	

l’expression	de	la	progérine	soit	persistante	(von	Muhlinen	et	al.,	2018).	La	sénescence	

accélérée	dans	les	cellules	HGPS	peut	également	s’expliquer	par	d’autres	facteurs	tels	que	

le	 stress	 oxydatif	 induit	 par	 une	 dysfonction	mitochondriale,	 le	 raccourcissement	 des	

télomères	ainsi	que	l’instabilité	génomique,	conférant	à	la	sénescence	un	rôle	central	dans	

le	vieillissement	prématuré	de	la	progéria	(Barascu	et	al.,	2012).		

	 En	 effet,	 lorsque	 les	 cellules	 sénescentes	 s’accumulent,	 elles	 exercent	 un	 effet	

délétère	 sur	 leur	 microenvironnement	 via	 la	 sécrétion	 de	 cytokines	 inflammatoires	

formant	le	SASP	(phénotype	sécrétoire	associé	à	la	sénescence).	Parmi	elles	figurent	les	

interleukines	(IL)	IL-6	et	IL-8	qui	sont	toute	deux	augmentées	dans	des	fibroblastes	HGPS	

(von	 Muhlinen	 et	 al.,	 2018).	 L’augmentation	 de	 différentes	 autres	 cytokines	

inflammatoires	du	SASP	a	également	été	observée	dans	des	cellules	endothéliales	HGPS	

(Mojiri	 et	 al.,	 2021).	 Le	 caractère	 pro-inflammatoire	 du	 SAPS	 contribue	 à	 un	 état	

inflammatoire	 chronique	 également	 nommé	«	inflamm’aging	»	 de	 par	 son	 rôle	 majeur	
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dans	 le	 déclin	 des	 fonctions	 physiologiques	 qui	 s’opère	 au	 cours	 du	 vieillissement.	 La	

sécrétion	accrue	des	cytokines	du	SAPS	dans	la	progéria	contribue	ainsi	au	vieillissement	

accéléré.	

H. Raccourcissement	des	télomères	

	 Le	raccourcissement	des	télomères	est	un	phénomène	observé	à	la	fois	dans	des	

fibroblastes	vieillissants	qui	expriment	la	lamine	A	et	dans	des	fibroblastes	qui	expriment	

la	lamine	AΔ50.	Ce	phénomène,	associé	à	une	altération	de	l’intégrité	des	télomères,	est	à	

l’origine	 de	 la	 sénescence	 réplicative	 qui	 participe	 au	 vieillissement	 physiologique	

(Gonzalo	 and	 Kreienkamp,	 2015).	 Dans	 le	 cas	 du	 vieillissement	 accéléré	 de	 la	 HGPS,	

l’expression	 de	 la	 progérine	 est	 associée	 à	 une	 accélération	 du	 raccourcissement	 des	

télomères	ainsi	que	des	anomalies	de	structures	telles	que	des	doublets	de	télomères	ou	

la	perte	de	télomères	sœurs	(Decker	et	al.,	2009).	Une	augmentation	des	cassures	à	l’ADN	

a	également	été	décrite	dans	les	régions	télémétriques	de	cellules	(Benson	et	al.,	2010;	

Gonzalo	and	Kreienkamp,	2015).	Les	mécanismes	moléculaires	par	lesquels	l’expression	

de	 la	 progérine	 conduit	 au	 dysfonctionnement	 des	 télomères	 n’ont	 pas	 été	 clairement	

établis.	 Cependant,	 certaines	 études	 permettent	 d’illustrer	 leur	 corrélation.	 En	 effet,	

l’expression	ectopique	de	la	progérine	dans	des	fibroblastes	sains	engendre	une	activation	

des	 voies	 de	 dommages	 à	 l’ADN	 qui	 est	 spécifique	 aux	 télomères.	 Cela	 conduit	 à	

l’agrégation	des	télomères	et	par	conséquent,	à	leur	dysfonction	(Benson	et	al.,	2010).	De	

façon	 synergique,	 des	 dommages	 à	 l’ADN	 télomériques	 au	 sein	 des	 fibroblastes	 sains	

entraînent	une	production	de	progérine	favorisant	le	dysfonctionnement	des	télomères	

mettant	ainsi	en	place	un	cercle	vicieux.	Le	raccourcissement	des	télomères	pendant	la	

sénescence	 cellulaire	 induit	 l’expression	 de	 la	 progérine	 alors	 que	 l’expression	 de	 la	

progérine	entraîne	le	raccourcissement	des	télomères	(Cao	et	al.,	2011a).	Par	ailleurs,	la	

sénescence	réplicative	induite	par	la	progérine	est	atténuée	par	l’expression	d’une	sous-

unité	catalytique	de	la	télomérase	et	par	l’activation	parallèle	de	p53	(Kudlow	et	al.,	2008).	

De	même,	les	cellules	souches	embryonnaires	(ESC	pour	«	embryonic	stem	cells	»),	dont	

l’expression	de	la	télomérase	est	élevée,	ne	présentent	pas	de	phénotypes	induits	par	la	

progérine	ce	qui	confirme	le	rôle	de	la	progérine	dans	l’intégrité	télomérique	(Chojnowski	

et	al.,	2015a).	Dans	cette	même	étude,	le	rôle	de	LAP2α	dans	la	stabilisation	de	la	structure	

des	télomères	a	été	suggéré.	Plus	précisément,	LAP2α	augmente	la	marque	H3K27me3	et	

prévient	les	dommages	à	l’ADN	associés	à	la	progérine	ainsi	que	la	sénescence	prématurée	
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(Chojnowski	et	al.,	2015b).	L’ensemble	de	ces	études	témoigne	du	lien	toxique	entre	les	

télomères	 et	 la	 progérine	 contribuant	 au	 déclin	 des	 cellules	HGPS	 et	 au	 vieillissement	

prématuré.		

I. Épuisement	des	cellules	souches	adultes	

	 Les	 cellules	 souches	 adultes	 assurent	 un	 renouvellement	 constant	 des	 cellules	

dysfonctionnelles	ou	sénescentes	dans	la	plupart	des	tissus	adultes.	Le	nombre	de	cellules	

souches	adultes	ainsi	que	leur	capacité	de	régénération	diminuent	avec	l’âge	constituant	

un	facteur	majeur	du	vieillissement	physiologique	(Brassard	et	al.,	2016).	Sachant	que	la	

lamine	A	n’est	pas	exprimée	dans	les	cellules	souches	embryonnaire	(ESC),	la	progérine	

n’est	 pas	 non	 plus	 exprimée	 dans	 des	 ESC	HGPS.	 Cependant,	 une	 faible	 expression	 de	

progérine	est	observée	 in	vivo	dans	 les	cellules	souches	mésenchymateuses	(MSC).	Ces	

dernières	accumulent	des	quantités	significatives	de	progérine	au	cours	de	passages	 in	

vitro	conduisant	à	leur	épuisement	(Wenzel	et	al.,	2012).	De	façon	cohérente,	les	MSC	sont	

les	cellules	souches	adultes	à	l’origine	de	la	formation	de	plusieurs	tissus	qui	présentent	

tous	de	sévères	symptômes	cliniques	tels	que	les	os,	la	peau,	le	tissu	adipeux,	etc.	Dans	un	

modèle	murin	de	progéria,	Zmpste24-/-,	la	perte	des	cellules	souches	épidermiques	a	été	

observée	et	s’est	accompagnée	d’une	diminution	de	la	capacité	proliférative	(Espada	et	al.,	

2008;	 Rosengardten	 et	 al.,	 2011).	 L’altération	 de	 l'auto-renouvèlement	 et	 de	 la	

différenciation	 des	 cellules	 souches	 adultes	 induites	 par	 l’expression	 de	 la	 progérine	

contribue	donc	au	vieillissement	accéléré	dans	la	progéria.	
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Figure	17	:	Mécanismes	moléculaires	à	l'origine	de	la	sénescence	des	cellules	HGPS	
Schéma	récapitulatif	des	différents	mécanismes	décrits	dans	la	progéria	conduisant	à	la	
sénescence	prématurée.		
ROS	:	Reactive	oxygen	species	;	SASP	:	Senescence-associated	secretory	phenotype.	
Réalisée	avec	Biorender.	
 

 Modèles	d’étude	
	 De	nombreux	modèles	cellulaires	et	animaux	ont	été	développés	pour	comprendre	

les	mécanismes	moléculaires	de	la	physiopathologie	HGPS.	Ils	diffèrent	par	leur	génotype	

ainsi	que	par	leur	phénotype	associé	et	seront	détaillés	au	travers	de	2	grandes	catégories	

de	modèles	:	(A)	In	vitro	;	(B)	In	vivo.	
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A. In	vitro	

	 Les	 fibroblastes	 isolés	 à	 partir	 de	 biopsies	 de	peau	de	patients	HGPS	ont	 été	 le	

principal	modèle	disponible	pour	l’étude	de	la	progéria	(Goldman	et	al.,	2004;	Scaffidi	and	

Misteli,	 2006;	 Shumaker	 et	 al.,	 2006;	Constantinescu	 et	 al.,	 2010).	Bien	que	 ce	modèle	

exprimant	 la	 progérine	 soit	 facile	 d’accès	 et	 d’utilisation	 dans	 l’étude	 des	 phénotypes	

pathologiques,	leur	faible	capacité	proliférative	ainsi	que	leur	manque	de	transposabilité	

à	tous	les	types	de	cellules	ont	amené	les	chercheurs	à	développer	de	nouveaux	modèles	

in	 vitro.	 Les	 découvertes	 sur	 la	 reprogrammation	 des	 cellules	 somatiques	 en	 cellules	

souches	 pluripotentes	 (iPS)	 ont	 permis	 la	 création	 de	 nouveaux	 modèles	 tissus-

spécifiques	en	quantité	illimitée	(Takahashi	and	Yamanaka,	2006).	En	effet,	les	iPS	ont	la	

capacité	de	s’auto-renouveler	et	de	se	différencier	en	n’importe	quel	type	cellulaire.	Le	

premier	modèle	d’iPS	généré	à	partir	de	fibroblastes	de	patients	HGPS	a	été	publié	en	2011	

(Liu	et	al.,	2011;	Zhang	et	al.,	2011).	Tout	comme	les	cellules	souches	embryonnaires,	il	a	

été	montré	que	les	iPS-HGPS	n’exprimaient	ni	la	lamine-A,	ni	la	progérine.	Ces	2	protéines	

sont	 réexprimées	 lors	 de	 la	 différenciation	 en	 certains	 types	 cellulaires.	 En	 effet,	 la	

progérine	est	 fortement	exprimée	dans	 les	MSCs	et	dans	 les	cellules	musculaires	 lisses	

vasculaires	 (VSMC)	 tandis	qu’elle	est	absente	dans	 les	 cellules	neuronales.	De	plus,	 les	

cellules	 différenciées	 à	 partir	 d’iPS-HGPS	 présentent	 certaines	 caractéristiques	

pathologiques	 telles	 qu’une	 déstructuration	 de	 l’enveloppe	 nucléaire,	 un	

raccourcissement	 des	 télomères	 ainsi	 qu’une	 sénescence	 prématurée	 (Lo	 Cicero	 and	

Nissan,	 2015).	 Les	 progrès	 dans	 le	 domaine	 de	 l’ingénierie	 tissulaire	 ont	 permis	 le	

développement	d’un	modèle	3D	de	VSMCs	dérivées	d’iPS-HGPS	reproduisant	un	vaisseau	

sanguin	à	l’échelle	d’une	artériole	(Atchison	et	al.,	2017).	Cette	culture	3D	présente	des	

mécanismes	moléculaires	similaires	à	ceux	observés	dans	la	pathologique	vasculaire	de	la	

progéria	 tels	 qu’une	 calcification	 ainsi	 que	 des	 altérations	 de	 la	 paroi	 vasculaire.	 Les	

études	sur	des	modèles	in	vitro	ne	peuvent	cependant	livrer	que	des	informations	limitées.	

Par	conséquent,	des	modèles	animaux	appropriés	sont	également	nécessaires.	

B. In	vivo		

	 Plusieurs	modèles	animaux	ont	été	développés	et	diffèrent	tant	par	leur	génotype	

que	par	leurs	phénotypes	associés	mais	ont	tous	en	commun	une	morphologie	nucléaire	

anormale	ainsi	qu’une	diminution	de	leur	longévité.	En	2002,	les	souris	Zmpste24-/-	ont	

été	le	premier	modèle	in	vivo	de	la	progéria.	Ce	modèle	possède	de	nombreux	phénotypes	
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communs	 aux	 patients	 HGPS	 tels	 qu’un	 retard	 de	 croissance,	 une	 lipodystrophie,	 une	

cardiomyopathie	ainsi	qu’une	mort	prématurée	à	environ	20	semaines	(Bergo	et	al.,	2002;	

Pendás	et	al.,	2002).	L’inconvénient	de	ce	modèle	est	qu’il	n’exprime	pas	la	progérine	mais	

uniquement	une	lamine	A	farnésylée	de	façon	constitutive,	engendrée	par	 le	knock-out	

(KO)	de	 l’enzyme	Zmpste24	qui	 ne	 peut	 donc	 cliver	 le	 groupement	 farnésyl	 lors	 de	 la	

dernière	étape	de	maturation	de	la	lamine	A.	Ainsi,	les	modèles	murins	développés	par	la	

suite	 expriment	 la	 progérine	 de	 façon	 ubiquitaire	 ou	 tissus-spécifique.	 Parmi	 eux,	 le	

modèle	 généré	 par	 knock-in	 (KI)	 portant	 la	 mutation	 c.1827C>T	 (p.G609G)	 est	

équivalente	à	la	mutation	retrouvée	chez	les	patients	HGPS	c.1824C>T	(p.G608G)	(Osorio	

et	 al.,	 2011).	 Ce	 modèle	 LmnaG609G/G609G	 exprime	 la	 progérine	 en	 raison	 de	 l’épissage	

anormal	 de	 l’ARNm	 transcrit	 à	 partir	 du	 gène	Lmna	muté	 et	 récapitule	 la	 plupart	 des	

caractéristiques	observées	chez	les	patients.	Les	souris	présentent	en	effet	un	retard	de	

croissance,	 une	 diminution	 du	 poids,	 une	 lipodystrophie,	 une	 alopécie,	 une	 perte	 des	

VSMC,	 des	 troubles	 osseux	 ainsi	 qu’une	 longévité	 réduite	 à	 14	 semaines	 environ.	 Les	

souris	LmnaG609G/+	ont	un	phénotype	atténué	par	rapport	aux	LmnaG609G/G609G.	Bien	que	ce	

modèle	 exprime	 la	 progérine	 et	 phénocopie	 les	 symptômes	observés	 chez	 les	 patients	

HGPS,	 une	 différence	 de	 mécanisme	 physiopathologique	 persiste.	 En	 effet,	 les	 souris	

LmnaG609G/G609G	n’ont	 pas	 d’athérosclérose.	 Pour	pallier	 cette	 divergence,	 un	modèle	 de	

souris	 déficientes	 en	 apolipoprotéines	 E	 (Apoe-/-)	 a	 été	 croisé	 avec	 le	 modèle	

LmnaG609G/G609G	pour	former	un	modèle	de	souris	progéria	prédisposée	à	l’athérosclérose	

(Hamczyk	et	al.,	2018).	Les	souris	Apoe-/-	LmnaG609G/G609G	expriment	la	progérine	de	façon	

ubiquitaire	et	 récapitule	 les	manifestations	cliniques	des	souris	LmnaG609G/G609G	avec	de	

l’athérosclérose	 ainsi	 qu’un	 raccourcissement	 de	 la	 longévité	 à	 environ	 18	 semaines.	

	 Différents	 modèles	 ont	 ensuite	 été	 générés	 pour	 une	 expression	 de	 progérine	

tissus-spécifique.	On	retrouve	notamment	le	modèle	LmnaLCS/LCSSM22αCre	qui	correspond	

au	 croisement	 de	 souris	 transgéniques	 SM22αCre	 (dont	 l’activité	 Cre	 est	

VSMC/cardiomyocytes-spécifiques)	 avec	 des	 souris	 LmnaLCS/LCS	 (portant	 la	 mutation	

1827C>T	dans	le	gène	Lmna).	Ce	modèle	exprime	la	progérine	principalement	dans	les	

VSMCs	et	les	cardiomyocytes	conduisant	à	une	atteinte	du	système	cardiovasculaire	(Del	

Campo	et	al.,	2019).	Similairement,	le	modèle	Apoe-/-	LmnaLCS/LCSSM22αCre	présente	des	

atteintes	cardiovasculaires	ainsi	qu’une	athérosclérose	conduisant	à	la	mort	prématurée	

des	souris	à	70	semaines	environ	(Hamczyk	et	al.,	2018).	D’autres	modèles	existent	pour	

l’expression	spécifique	de	la	progérine	dans	les	cellules	endothéliales	tels	que	le	modèle	



  1.2 Focus sur une laminopathie : La progéria de Hutchinson-Gilford 

67 
 

Prog-Tg	et	sont	décrits	dans	la	revue	(Benedicto	et	al.,	2021).	Enfin,	pour	réduire	l’écart	

entre	les	modèles	animaux	essentiellement	murins	et	l’Homme,	deux	nouveaux	modèles	

ont	été	développés.	Premièrement,	un	modèle	de	mini-porc	a	été	généré	par	KI	(Dorado	

et	al.,	2019).	Ces	mini-porcs	portent	la	mutation	hétérozygote	Lmna	c1824C>T,	expriment	

la	progérine	de	façon	ubiquitaire	et	récapitulent	les	principaux	symptômes	des	patients	

HGPS	avec	notamment	des	atteintes	du	système	cardiovasculaires.	Sachant	que	le	système	

cardiovasculaire	des	porcs	est	fortement	similaire	à	celui	des	Hommes,	le	mini-porc	est	

un	modèle	très	pertinent	pour	la	transposabilité	des	mécanismes	décrits.	Deuxièmement,	

un	modèle	primate	porteur	de	la	mutation	Lmna	1824	C>T	(G608G)	a	été	généré	via	un	

éditeur	 de	 base	 fusionné	 aux	 ciseaux	 moléculaires	 CRISPR-Cas9	 (pour	 «	Clustered	

Regularly	Interspaced	Short	Palindromic	Repeats	»)	(Wang	et	al.,	2020).	L’éditeur	de	base	

permet	la	conversion	du	C	en	T	en	délivrant	un	ARNm	et	un	ARN	guide	ciblant	la	position	

1824	du	gène	Lmna	via	un	virus	adéno-associé	(AAV	pour	«	Adeno-Associated	Virus	»).	

Les	singes	Lmna	c.1824	C>T	expriment	la	progérine	et	miment	les	altérations	cliniques	

des	patients	HGPS.		

	 Pour	 conclure,	 différents	modèles	 de	 la	 progéria	 existent	 et	 présentent	 plus	 ou	

moins	de	mécanismes	communs	à	ceux	retrouvés	chez	les	patients	HGPS	(Table	3).	En	

tenant	 compte	 des	 limites	 de	 chacun	 de	 ces	 modèles,	 leur	 utilisation	 a	 permis	 de	

comprendre	 les	 mécanismes	 physiopathologiques	 qui	 conduisent	 à	 l’apparition	 du	

phénotype	clinique.	Ces	modèles	ont	également	permis	d’identifier	des	traitements	et	sont	

encore	utilisés	afin	d’identifier	de	nouvelles	perspectives	thérapeutiques.	
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Table	3	:	Principaux	modèles	d'étude	de	la	progéria	
Ce	tableau	résume	les	principaux	modèles	d’étude	de	la	progéria	in	vivo	(bleu)	et	in	vitro	
(orange)	 en	 fonction	 de	 l’espèce.	 L’expression	 de	 la	 progérine	 ainsi	 que	 le	 phénotype	
associé	sont	également	mentionnés.		
Adaptée	de	(Benedicto	et	al.,	2021)	et	réalisée	avec	Biorender.	

 Traitements	et	perspectives	
thérapeutiques		

	 Bien	que	les	études	sur	la	progéria	de	Hutchinson-Gilford	suscitent	un	vif	intérêt	

depuis	 la	publication	de	la	mutation	en	2003,	 il	n’existe	actuellement	aucun	traitement	

curatif.	Cependant,	de	nombreuses	thérapies	potentielles	ont	émergé	dont	les	mécanismes	

se	 basent	 sur	:	 (A)	 l’inhibition	 de	 l’expression	 de	 la	 progérine	;	 (B)	 l’inhibition	 de	 la	

prénylation	de	la	progérine	;	(C)	l’augmentation	de	l’élimination	de	la	progérine	;	(D)	la	

diminution	des	effets	toxiques	de	la	progérine	(Guilbert	et	al.,	2020).	Les	biomarqueurs	

couramment	évalués	pour	l'efficacité	du	traitement	sont	la	longévité,	le	poids,	la	fonction	

cardiovasculaire,	l’expression	de	la	progérine	ainsi	que	les	anomalies	nucléaires.	
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A. Inhiber	l’expression	de	la	progérine	

	 Dans	le	but	d’inhiber	l’expression	de	la	progérine,	trois	mécanismes	sont	possibles.	

Tout	d’abord,	 la	mutation	du	gène	LMNA	peut	être	corrigée	via	 l’utilisation	de	 l’édition	

génomique	CRISPR-Cas9.	L’injection	d’une	unique	dose	de	CRISPR-Cas9	prolonge	la	durée	

de	 vie	des	 souris	LmnaG609G/G609G	(Beyret	 et	 al.,	 2019;	 Santiago-Fernández	 et	 al.,	 2019).	

Sachant	que	cette	technologie	peut	induire	des	mutations	hors	cible,	les	éditeurs	de	bases	

d’adénine	 (ABE)	 ont	 été	 mis	 au	 point	 et	 sont	 dérivés	 de	 la	 technologie	 CRISPR-Cas9	

(Koblan	et	al.,	2021).	Dans	des	fibroblastes	de	patients	HGPS,	l’ABE	est	capable	de	reverser	

la	 mutation	 LMNA	 c.1824	 C>T	 dans	 90%	 des	 cas.	 De	 plus,	 le	 traitement	 de	 souris	

LmnaG609G/G609G	à	 l’ABE	augmente	 significativement	 la	 longévité	puisqu’elle	passe	de	30	

jours	pour	les	souris	non	injectées	à	72	jours	avec	le	traitement	ABE.	

	 L’expression	de	la	progérine	peut	également	être	inhibée	en	modulant	l’épissage	

altératif	du	pré-ARNm	LMNA	à	l'aide	d'oligonucléotides	anti-sens	(AONs)	(Blondel	et	al.,	

2016).	Le	traitement	de	souris	LmnaG609G/G609G	avec	des	AONs	a	réduit	la	synthèse	d’ARNm	

et	par	conséquent,	de	progérine	ce	qui	permet	d’améliorer	la	longévité.	Dans	des	cellules	

de	patients	HGPS,	les	AONs	ont	également	permis	d’améliorer	les	phénotypes	cellulaires	

caractéristiques	de	la	pathologie	(Osorio	et	al.,	2011).	La	metformine	ainsi	que	le	MG132	

ont	également	été	décrits	comme	modulant	l’épissage	alternatif	du	pré-ARNm	LMNA	via	

SRSF	(pour	«	for	serine/arginine-rich	splicing	factor	»)	(Egesipe	et	al.,	2016;	Harhouri	et	

al.,	2017).	Sachant	que	SRSF	est	une	protéine	de	liaison	au	pré-ARNm	LMNA,	capable	de	

moduler	 l’expression	 des	 lamines-A,	 son	 inhibition	 dans	 des	 cellules	 HGPS	 réduit	

l’expression	de	la	lamine	A	et	de	la	progérine	améliorant	ainsi	la	morphologie	nucléaire.	

Enfin,	les	dernières	molécules	connues	pour	diminuer	l’expression	de	la	progérine	sont	

des	 modificateurs	 de	 la	 transcription.	 L’acide	 rétinoïque	 et	 la	 vitamine	 A	 répriment	

l'expression	des	 lamines-A	et	de	 la	progérine	en	se	 liant	aux	récepteurs	de	réponse	de	

l'acide	rétinoïque	l’empêchant	de	se	fixer	sur	le	promoteur	LMNA	(Kubben	et	al.,	2016b;	

Lo	Cicero	et	al.,	2016a)	(figure	18).	

B. Inhiber	la	prénylation	de	la	progérine	

	 La	 toxicité	 de	 la	 progérine	 étant	 en	 partie	 induite	 par	 le	 groupement	 farnésyl,	

plusieurs	molécules	existent	afin	d’inhiber	la	prénylation	de	la	progérine.	

	 Parmi	les	molécules	qui	ciblent	la	farnésylation	de	la	prélamine	A,	on	retrouve	le	

lonafarnib,	 un	 inhibiteur	 des	 farnésyltransférases	 (FTI	 pour	 «	farnesyl	 transferase	
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inhibitor	»).	 Des	 études	 in	 vitro	 à	 partir	 de	 fibroblastes	 de	 patients	 HGPS	 traités	 au	

lonafarnib	ont	montré	des	améliorations	de	la	morphologie	nucléaire	et	des	altérations	

associées	 (Capell	 et	 al.,	 2005).	 Le	 lonafarnib	 a	 également	 fait	 l’objet	 d’essais	 cliniques	

(Gordon	et	al.,	2012).	Les	patients	HGPS	ayant	ingéré	du	lonafarnib	3	fois	par	jour	pendant	

30	 jours	 ont	 eu	 une	 augmentation	 de	 la	 longévité	 d’environ	 2.2	 ans	 par	 rapport	 aux	

patients	non	traités	(Gordon	et	al.,	2018).	Le	 lonafarnib	est	donc	le	premier	traitement	

autorisé	par	la	FDA	pour	réduire	la	mortalité	dans	la	HGPS	(Dhillon,	2021).	Sachant	que	

l’inhibition	 de	 la	 farnésyltransférase	 est	 incomplète	 à	 la	 dose	maximale	 de	 lonafarnib	

tolérée,	un	autre	essai	clinique	a	permis	d’évaluer	l’association	du	lonafarnib	avec	de	la	

pravastatine	 et	 du	 zoledronate,	 deux	 statines	 inhibitrices	 des	 farnésylphosphatases.	

Cependant,	 les	résultats	ont	confirmé	que	la	monothérapie	au	lonafarnib	est	davantage	

bénéfique	sur	la	densité	minérale	osseuse	et	que	la	plurithérapie	n’apporte	aucun	bénéfice	

supplémentaire	 aux	 atteintes	 du	 système	 cardiovasculaire	 (Gordon	 et	 al.,	 2016).	 Par	

ailleurs,	le	criblage	de	molécules	chimiques	a	permis	d’identifier	des	doubles	inhibiteurs	

pharmacologiques	de	farnésyltransférases	et	farnésylphosphatases,	deux	enzymes	clés	du	

processus	de	farnésylation.	Les	mono-aminopyrimidines	(Mono-APs),	améliorent	in	vitro	

la	morphologie	nucléaire	des	cellules	HGPS	(Blondel	et	al.,	2016).	Enfin,	GGTI-2147	est	un	

inhibiteur	 de	 géranylgéranyltransférase	 qui	 diminue	 la	 farnésylation,	 conduisant	 à	

l’atténuation	des	phénotypes	du	vieillissement	accéléré	des	souris	Zmpste24-/-	(Varela	et	

al.,	2008).	

		 Une	 autre	 cible	 potentielle	 pour	 diminuer	 la	 prénylation	 de	 la	 progérine	 est	

l’enzyme	ICMT.	En	effet,	l'élimination	de	l'ICMT,	via	des	petits	ARNs	en	épingle	à	cheveux	

ciblant	 ICMT	 (shICMT	 pour	 «	short	 hairpin	 ICMT	»)	 été	 évaluée	 dans	 des	 cellules	 de	

patients	 HGPS	 et	 a	 montré	 des	 résultats	 bénéfiques	 sur	 la	 sénescence	 prématurée	

(Ibrahim	et	al.,	2013)	(figure	18).	

C. Augmenter	l’élimination	de	la	progérine	

	 L’élimination	 de	 la	 progérine	 peut	 être	 augmentée	 de	 deux	 façons	:	 en	 activant	

l’autophagie	et/ou	en	inhibant	le	protéasome	pour	renforcer	l’autophagie.	L’autophagie	

est	un	mécanisme	intracellulaire	de	recyclage	d’organites	ou	de	protéines	endommagées	

sous	 le	 contrôle	 de	 la	 voie	 mTOR	 (Boutouja	 et	 al.,	 2019).	 Inhiber	 la	 voie	 mTOR	 via	

l’Everolimus,	la	Rapamycine	ou	le	Temsirolimus	dans	des	fibroblastes	de	patients	HGPS	

ont	 induit	une	augmentation	de	 la	dégradation	et	par	 conséquent,	 une	diminution	des	
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niveaux	de	progérine	conduisant	à	une	amélioration	de	 la	morphologie	nucléaire	ainsi	

qu’à	 un	 retard	 de	 la	 sénescence	 cellulaire	 (Cao	 et	 al.,	 2011b;	 Gabriel	 et	 al.,	 2016).	 Le	

neuropeptide	Y	(NPY)	est	également	un	activateur	de	l’autophagie.	Une	étude	a	permis	de	

démontrer	que	le	NPY	augmente	l’autophagie	et	la	dégradation	de	la	progérine	dans	des	

fibroblastes	 de	 patients	 HGPS	 conduisant	 à	 une	 amélioration	 des	 dimorphismes	

nucléaires	 et	 au	 retard	 de	 la	 sénescence	 cellulaire	 (Aveleira	 et	 al.,	 2020).	 De	manière	

indirecte,	l’autophagie	peut	être	stimulée	par	inhibition	du	protéasome.	Une	étude	a	en	

effet	 démontré	 que	 le	 traitement	 de	 fibroblastes	 de	 patients	 au	 MG132	 induit	 la	

dégradation	 de	 la	 progérine	 par	 autophagie,	 améliorant	 les	 phénotypes	 cellulaires	 du	

vieillissement	 accéléré.	 Cette	 observation	 est	 également	 valable	 lors	 de	 l’injection	 de	

MG132	dans	 les	muscles	 squelettiques	de	 souris	LmnaG609G/G609G	(Harhouri	 et	 al.,	 2017)	

(figure	18).	

D. Diminuer	les	effets	toxiques	de	la	progérine	

	 De	 vastes	 stratégies	 de	 traitements	 ciblant	 les	 conséquences	 phénotypiques	 de	

l’expression	de	la	progérine	existent	et	ont	toutes	fait	preuve	d’amélioration	in	vitro	et/ou	

in	vivo	des	phénotypes	associés	au	vieillissement	accéléré.	

Une	de	ces	stratégies	vise	à	diminuer	le	stress	oxydatif.	On	y	retrouve	des	activateurs	de	

NRF2	(Kubben	et	al.,	2016a)	;	le	suppresseur	de	ROS,	N-Acétyl	Cystéine	(NAC)	(Richards	

et	 al.,	 2011)	 ;	 des	 stabilisateurs	 de	 la	 fonction	mitochondriale	;	 du	 bleu	 de	méthylène	

(Heyn	 et	 al.,	 2013)	 et	 Y-27632	 (Kang	 et	 al.,	 2017)	 ainsi	 qu’un	 activateur	 de	 SIRT1,	 le	

resvératrol	(Liu	et	al.,	2012).	Cibler	la	réponse	au	stress	du	réticulum	endoplasmique	est	

également	 possible	 par	 le	 biais	 d’une	 molécule	 chaperonne,	 TUDCA	 (pour	

«	tauroursodeoxycholic	 acid	»)	 permet	 de	 limiter	 la	 perte	 des	 VSMCs	 dans	 le	 modèle	

murin	Apoe−/−LmnaLCS/LCSSM22αCre	(Hamczyk	et	al.,	2019).	La	sénescence	est	également	

une	cible	thérapeutique	dans	la	progéria	avec	l’utilisation	d’un	sénolytique,	la	quercétine	

(Geng	et	al.,	2019).	De	même,	l’expression	d’une	sous-unité	catalytique	de	la	télomérase	

(hTERT	ARNm)	permet	l’élongation	des	télomères	pour	diminuer	la	sénescence	précoce	

(Kudlow	et	al.,	2008).	D’autres	thérapies	se	concentrent	sur	les	dommages	à	l’ADN.	Parmi	

elles,	 il	 y	 a	 la	 chloroquine,	 un	 activateur	 de	 la	 signalisation	 ATM	 impliquée	 dans	 le	

recrutement	des	protéines	de	réparation	des	dommages	à	 l’ADN	(Qian	et	al.,	2018).	Le	

deuxième	outil	utilisé	pour	réduire	 les	dommages	à	 l’ADN	dans	la	progéria	correspond	

aux	oligonucléotides	anti-sens	spécifiques	des	séquences	télomériques	(tASO).	Dans	un	
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modèle	 murin	 HGPS,	 le	 traitement	 au	 tASO	 améliore	 significativement	 la	 longévité	

(Aguado	et	al.,	2019).	Certaines	voies	de	signalisation	peuvent	également	être	les	cibles	

thérapeutiques	de	certaines	molécules	telles	que	le	sodium	salicylate	qui	active	la	voie	NF-

κB	(Osorio	et	al.,	2012),	le	baricitinib	qui	inhibe	la	voie	JAK/STAT	(Liu	et	al.,	2019)	ainsi	

que	la	1α,25-dihydroxyvitamine	qui	module	la	signalisation	du	récepteur	à	la	vitamine	D	

(Kreienkamp	et	al.,	2016).	La	dysmorphie	nucléaire	des	cellules	HGPS	qui	engendre	divers	

défauts	fonctionnels	peut	également	être	un	axe	thérapeutique.	En	effet,	la	remodeline,	un	

inhibiteur	de	la	N-acétyltransférase	10	(NAT10)	permet	de	restaurer	la	forme	nucléaire	

en	perturbant	 le	réseau	de	microtubules	(Larrieu	et	al.,	2014).	Similairement,	dans	des	

fibroblastes	HGPS,	l’inhibition	de	l’interaction	entre	la	progérine	et	les	lamines-A,	par	le	

biais	d’une	molécule	appelée	JH4,	permet	de	diminuer	la	dysmorphie	nucléaire	ainsi	que	

la	 sénescence.	 L’administration	 de	 JH4	 dans	 des	 souris	 LmnaG609G/G609G	 augmente	 la	

longévité	(Lee	et	al.,	2016b).	Enfin,	le	pyrophosphate	inorganique	(PPi)	est	utilisé	comme	

molécule	 diminuant	 la	 calcification	 vasculaire.	 Le	 traitement	 PPi	 de	 souris	LmnaG609G/+	

inhibe	 la	 calcification	 aortique	 constituant	 ainsi	 un	 bon	 traitement	 dans	 la	 pathologie	

cardiovasculaire	de	la	progéria	(Villa-Bellosta	et	al.,	2013)	(figure	18).	
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Figure	18	:	Mécanismes	ciblés	par	les	potentielles	stratégies	de	traitement	pour	la	progéria	
Ce	 schéma	 illustre	 les	 principaux	mécanismes	 d’action	 des	molécules	 étudiées	 sur	 les	
modèles	in	vitro	et/ou	in	vivo	dans	la	HGPS.	
FTI	:	farnesyltransferase	inhibitor	;	ICMT	:	isoprenylcysteine	carboxyl	methyltransferase	
;	 shICMT	 :	 short	 hairpin	 ICMT	 ;	 Mono-AP	 :	 mono-aminopyrimidine	 ;	 GGTI	 :	
geranylgeranyltransferase	 inhibitor	 ;	 ROS	 :	 reactive	 oxygen	 species	 ;	 NAC	 :	 N-acetyl	
cysteine	 ;	 Ex	 :	 Exon	 ;	 MmEx10	 and	MmEx11	 :	 Morpholinos	 ;	 ASO	 E11–31	 :	 antisense	
oligonucleotides.	
Adaptée	de	(Strandgren	et	al.,	2017).	

	 Pour	conclure,	plusieurs	études	ont	permis	de	mettre	en	évidence	de	nombreuses	

molécules	 capables	d’atténuer	 les	phénotypes	associés	au	vieillissement	accéléré	voire	

d’allonger	la	longévité	pour	certains	(Table	4).	Bien	que	l’essai	clinique	du	lonafarnib	ait	

permis	d’autoriser	cette	molécule	comme	traitement	pour	les	patients	HGPS,	la	longévité	
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supplémentaire	de	2.5	ans	pour	les	patients	traités	est	insuffisante.	De	futures	études	sont	

donc	nécessaires	afin	d’évaluer	une	méthode	de	traitement	plus	efficace.	Récemment,	un	

modèle	murin	HGPS	LmnaHGPSrev/HGPSrev,	qui	exprime	la	progérine	mais	pas	la	lamine	A,	a	

été	conçu	pour	reverser	l’expression	de	ces	deux	protéines.	Cette	réversion,	même	tardive	

permet	d’empêcher	le	développement	de	pathologies	cardiovasculaires	et	d’augmenter	la	

longévité	de	ces	souris	(Sánchez-López	et	al.,	2021).	Le	résultat	de	cette	étude	confirme	

qu’il	n’est	 jamais	 trop	 tard	pour	soigner	 la	HGPS	et	que	 l’administration	d’un	potentiel	

traitement	 à	 des	 stades	 avancés	 de	 la	 pathologie	 pourrait	 atténuer	 les	 phénotypes	

cliniques.	

	
Table	4	:	Résumé	des	molécules	thérapeutiques	étudiées	dans	la	HGPS	
Les	stratégies	thérapeutiques	sont	classées	en	fonction	de	leur	cible	d’action.	Parmi	elles,	
les	molécules	 repositionnables	 sont	 indiquées	 en	gras.	 Le	 repositionnement	 consiste	 à	
utiliser	des	médicaments	pharmacologiques	existants	ou	abandonnés	pour	de	nouvelles	
indications	 afin	 de	 s’affranchir	 des	 essais	 cliniques.	 Les	 molécules	 nécessitant	 un	
développement	 clinique	 sont	 représentées	 en	 blanc	 tandis	 que	 celles	 ayant	 fait	 l’objet	
d’essais	cliniques	sont	soulignées.		
Adaptée	de	(Guilbert	et	al.,	2020).	
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 Système	cardiovasculaire	:	
physiopathologie	de	la	paroi	
aortique	et	des	VSMCs	

 Généralités	
	 Le	système	cardiovasculaire	assure	la	distribution	de	l’oxygène,	des	nutriments	et	

ainsi	que	des	hormones	vers	 les	différents	organes	et	collecte	en	retour	 les	déchets	du	

métabolisme.	Le	cœur	est	le	moteur	de	ce	système	tandis	que	les	vaisseaux	sont	les	voies	

de	 transport.	L’ensemble	 forme	un	système	clos,	 sous	pression,	permettant	au	sang	de	

circuler.	 En	 effet,	 les	 contractions	 du	 cœur	 élèvent	 la	 pression	 du	 sang,	 aussi	 appelée	

pression	artérielle,	pour	permettre	sa	propulsion.	Sachant	que	le	sang	s’écoule	toujours	

d’une	région	à	haute	pression	vers	une	région	à	basse	pression,	l’appareil	cardiovasculaire	

est	segmenté	en	deux	systèmes.	Le	système	à	haute	pression	comprend	le	cœur	gauche,	

l’aorte	ainsi	que	 les	artères	 systémiques	et	permet	d’assurer	un	écoulement	 rapide	du	

sang	riche	en	oxygène	vers	les	organes.	En	retour,	le	sang	pauvre	en	oxygène	circule	dans	

le	système	basse	pression	qui	contient	les	capillaires	sanguins,	les	veines	systémiques,	et	

le	 cœur	 droit.	 Située	 proche	 du	 cœur,	 l’aorte	 est	 soumise	 à	 une	 forte	 pression.	 Par	

conséquent,	 ses	 propriétés	 élastiques	 sont	 indispensables	 dans	 le	 maintien	 de	 la	

régulation	du	débit	sanguin	ainsi	que	dans	le	maintien	de	la	fonction	cardiaque	(Chaudhry	

et	 al.,	 2021).	 En	 effet,	 la	 rigidité	 de	 l’aorte	 peut	 évoluer	 vers	 de	 l’athérosclérose,	 de	

l’hypertension	et	in	fine,	vers	une	insuffisance	cardiaque,	confirmant	son	importance	dans	

la	physiopathologie	vasculaire	(Thijssen	et	al.,	2016).		

 L’aorte	
	 L’aorte	 est	 l’artère	 possédant	 la	 plus	 grosse	 conductance	de	 l’organisme.	 Située	

près	du	 cœur,	 son	épaisse	paroi	 riche	en	 fibres	 élastiques	 lui	permet	de	 supporter	 les	

fluctuations	de	la	pression	artérielle	lors	de	la	propulsion	du	sang	par	le	cœur.	L’aorte	se	

décompose	 en	 plusieurs	 segments.	 L’aorte	 ascendante	 nait	 par	 la	 racine	 aortique	 au	
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niveau	du	ventricule	gauche,	dont	elle	est	séparée	par	la	valve	aortique.	Par	la	suite,	elle	

remonte	 dans	 l’abdomen,	 donnant	 à	 cette	 section	 le	 nom	 d’aorte	 ascendante,	 jusqu’à	

former	une	structure	en	épingle	à	cheveux	appelée	crosse	aortique.	Puis,	l’aorte	redescend	

dans	l’abdomen	en	longeant	le	rachis	lombaire,	c’est	alors	l’aorte	descendante.	Enfin,	elle	

se	 termine	 par	 sa	 bifurcation	 en	 deux	 artères	 plus	 petites	 appelées	 artères	 iliaques	

(Figure	 19).	 Dans	 les	 modèles	 animaux,	 la	 marche	 quadrupède	 rend	 discutable	

l’utilisation	 des	 termes	 «	aorte	 ascendante/descendante	».	 Ainsi,	 on	 parlera	 «	d’aorte	

thoracique	et/ou	abdominale	».	La	paroi	de	l’aorte	entourant	la	lumière	est	constituée	de	

3	tuniques	:	l’intima,	la	media	et	l’adventice	(Figure	19).	

	 L’intima	 ou	 tunique	 interne	 est	 principalement	 composée	 des	 cellules	

endothéliales	dont	l’architecture	est	conditionnée	par	les	forces	du	flux	sanguin	appelées	

forces	 de	 cisaillement.	 Dans	 l’aorte	 ascendante	 et	 descendante,	 où	 le	 flux	 sanguin	 est	

laminaire,	 les	cellules	endothéliales	sont	orientées	dans	 le	sens	du	flux	circulant	tandis	

que	dans	la	crosse	aortique,	où	le	flux	est	turbulent,	les	cellules	endothéliales	ne	sont	pas	

alignées	 mais	 restent	 cependant	 allongées.	 L’intima	 forme	 donc	 un	 endothélium	

recouvrant	 la	 lumière	de	 l’aorte	et	 repose	sur	une	 lame	basale.	L’intima	crée	ainsi	une	

barrière	entre	le	compartiment	sanguin	et	la	paroi	vasculaire	décrite	comme	hautement	

sélective.	En	effet,	l’endothélium	est	métaboliquement	actif	de	par	sa	capacité	à	générer	

divers	facteurs	impliqués	dans	la	régulation	de	la	vasomotricité,	l’adhérence	des	cellules	

sanguines	circulantes,	la	prolifération	des	VSMCs	ainsi	que	dans	l’inflammation	(Park	and	

Park,	2015).	

	 La	média,	ou	tunique	moyenne,	est	séparée	de	l’intima	par	la	limitante	élastique	

interne.	C’est	la	couche	la	plus	épaisse	de	l’aorte	mais	elle	est	dépourvue	de	capillaires.	La	

media	est	composée	principalement	de	VSMCs,	des	cellules	contractiles	conférant	à	l’aorte	

une	 forte	 capacité	 de	 régulation	 de	 la	 pression	 artérielle.	 Par	 ailleurs,	 les	 VSMCs	

produisent	 la	 matrice	 extracellulaire	 (ECM)	 faisant	 donc	 des	 VSMCs	 une	 composante	

structurale	 majeure	 de	 l’aorte	 dont	 la	 structure	 et	 les	 fonctions	 seront	 détaillées	 ci-

dessous	 (cf.	 partie	 1.3.3	 «	Structure	 et	 fonctions	 des	 VSMCs	»).	 Enfin,	 les	 VSMCs	 sont	

organisées	en	unités	lamellaires,	empilées	sur	plusieurs	couches	et	bordées	par	la	ECM.	

(Lacolley	et	al.,	2012).	

	 L’adventice,	ou	tunique	externe,	est	séparée	de	la	media	par	la	limitante	élastique	

externe.	Elle	contient	principalement	un	réseau	de	tissu	conjonctif	contenant	des	fibres	de	

collagène	qui	protègent	et	maintiennent	structurellement	 l’aorte.	Cette	couche	contient	
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également	 des	 terminaisons	 nerveuses	 et	 différents	 types	 cellulaires	 tels	 que	 des	

fibroblastes	 et/ou	des	 cellules	 immunitaires.	 Cette	 couche	 est	 vascularisée	 par	 le	vasa	

vasorum	 qui	 signifie	 en	 latin	 «	vaisseaux	 des	 vaisseaux	».	 En	 réponse	 à	 une	 lésion	

vasculaire,	les	cellules	de	l’adventice	sont	rapidement	activées	afin	de	répondre	au	stress	

(Stenmark	et	al.,	2013).	

	
Figure	19	:	Physiologie	de	l'aorte	
Représentation	schématique	des	sections	de	l’aorte	ainsi	que	des	trois	couches	de	la	
paroi	artérielle,	observables	en	coupe	transversale.		
Réalisée	à	partir	de	Servier	medical	Art	Gallery	(accessible	à	l’adresse	suivante	:	
https://smart.servier.com/).	

 Structure	et	fonction	des	cellules	VSMCs	
	 Les	 VSMCs	 sont	 des	 cellules	 de	 forme	 allongée,	 mononuclées	 et	 hautement	

spécialisées.	Les	origines	embryonnaires	sont	multiples.	En	effet,	les	VSMCs	des	artères	

de	la	tête,	du	cou	et	de	la	crosse	aortique	sont	d’origine	ectodermique	tandis	que	les	VSMCs	

des	 artères	 du	 reste	 de	 l’organisme	 sont	 d’origines	mésodermiques	 (Carmeliet,	 2000;	

Armulik	et	al.,	2005).	Des	mécanismes	de	transdifférenciation	des	cellules	endothéliales	

aortiques	en	VSMCs	ont	 également	été	décrits	 (Arciniegas	et	 al.,	 2000).	Cette	diversité	

développementale	 donne	 naissance	 à	 des	 VSMCs	 présentant	 des	 différences	

fonctionnelles	et	phénotypiques.	Bien	que	la	fonction	principale	des	VSMCs	soit	d’assurer	

le	contrôle	de	la	pression	artérielle	et	la	répartition	des	débits	via	leur	fonction	contractile,	

les	VSMCs	peuvent	également	avoir	une	 fonction	sécrétrice	sous	 l’influence	de	signaux	

extracellulaires.	On	parle	alors	de	:	(A)	phénotype	contractile	;	(B)	phénotype	synthétique	

(Owens	et	al.,	2004).	
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A. Phénotype	contractile		

	 Le	phénotype	 contractile	 des	VSMCs	 résulte	d’un	programme	de	différenciation	

précis	 qui	 permet	 l’expression	 de	 protéines	 formant	 l’appareil	 contractile	 des	 VSMCs.	

Contrairement	aux	muscles	striés	qui	possèdent	un	système	sarcomérique	organisé,	les	

VSMCs	possèdent	des	faisceaux	d’actine	et	de	myosine	qui	s’entrecroisent	et	forment	des	

points	 d’ancrage	 appelés	 corps	 denses.	Un	 réseau	de	 FIs	 constitués	 principalement	 de	

desmine	 relie	 les	 corps	 denses.	 Les	 organites	 sont	 regroupés	 autour	 du	 noyau.	 L’état	

contractile	 des	 VSMCs	 reflète	 l’équilibre	 entre	 les	 facteurs	 vasodilatateurs	 et	

vasoconstricteurs.	 Sous	 le	 contrôle	 du	 système	 nerveux	 autonome,	 la	 contraction	 des	

VSMCs	est	stimulée	par	des	agonistes	vasoconstricteurs	 tels	que	 l’angiotensine	 II	ou	 la	

noradrénaline,	 qui	 permettent	 une	 augmentation	 rapide	 de	 calcium	 (Ca2+)	 cytosolique	

provenant	du	milieu	extracellulaire	et	du	reticulum	sarcoplasmique.	Le	Ca2+	se	lie	alors	à	

la	 calmoduline	 afin	 d’activer	 la	 kinase	 des	 chaînes	 légères	 de	 myosine	 (MLCK).	 En	

présence	d’ATP,	MLCK	phosphoryle	les	chaînes	légères	de	myosine	(MCL)	conduisant	à	la	

formation	 d’un	 pont	 entre	 les	 têtes	 de	 myosine	 et	 les	 filaments	 d’actine	 générant	 la	

contraction.	La	contraction	induit	un	raccourcissement	des	VSMCs	qui	adoptent	alors	une	

forme	 globulaire	 et	 dont	 le	 noyau	 est	 replié	 sur	 lui-même	 en	 phase	 de	 contraction	

maximale.	La	relaxation	est	quant	à	elle	permise	par	une	réduction	de	la	phosphorylation	

des	 (MLC)	 à	 la	 suite	 d’une	 diminution	 du	 calcium,	 d’une	 augmentation	 d’adénosine	

monophosphate	cyclique	 (AMPc)	ou	de	 l’activité	d’une	phosphatase	 (Webb,	2003).	Les	

mécanismes	 de	 contraction-relaxation	 des	 VSMCs	 permettent	 de	 transformer	 un	 flux	

sanguin	pulsatile	en	un	flux	régulier	assurant	une	distribution	optimale	des	nutriments	

sanguins	aux	organes	selon	les	besoins	(Lacolley	et	al.,	2017).	Les	VSMCs	contractiles	sont	

hautement	différenciées,	généralement	insensibles	aux	facteurs	mitogènes	et	possèdent	

de	faibles	capacités	migratoires	et	prolifératives	(Lacolley	et	al.,	2012).	

B. Phénotype	synthétique		

	 En	réponse	à	des	stimuli	 intrinsèques	ou	extrinsèques,	 les	VSMCs	sont	capables	

d’adopter	un	phénotype	synthétique.	Lors	de	cette	 transition	phénotypique,	 les	VSMCs	

perdent	 leurs	 propriétés	 contractiles	 afin	 d’acquérir	 une	 morphologie	 de	 type	

fibroblastique.	Le	réticulum	cytoplasmique	et	leur	appareil	de	Golgi	s’étendent,	ce	qui	leur	

permet	de	synthétiser	des	cytokines,	des	facteurs	de	croissance	ainsi	que	des	composants	

insolubles	de	 la	ECM	tels	que	du	collagène	et	des	protéoglycanes.	Les	VSMCs	adoptent	
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alors	une	fonction	de	cellules	stromales	qui	synthétisent	la	ECM,	cette	dernière	ayant	un	

rôle	de	support	de	la	charge	mécanique.	Le	phénotype	synthétique	des	VSMCs	est	associé	

à	une	forte	capacité	migratoire	et	proliférative	(Owens	et	al.,	2004).	

 Plasticité	des	VSMCs	
	 Contrairement	 aux	 cellules	musculaires	 striées	 dont	 l’état	 de	différenciation	 est	

irréversible,	les	VSMCs	sont	capables	de	se	dédifférencier	sous	l’influence	de	nombreux	

signaux.	 Parmi	 eux	 figurent	 les	 forces	 mécaniques,	 certains	 facteurs	 humoraux,	

l’interaction	VSMC-VSMC,	la	matrice	extracellulaire,	l’influence	des	cellules	endothéliales	

ainsi	que	des	stimuli	associés	aux	lésions.	Ces	signaux	vont	conduire	soit	à	 la	mort	des	

VSMCs,	 soit	 à	 leur	 dédifférenciation.	 Les	 voies	 de	 signalisation	 de	 PDGF-BB	 (pour	

«	platelet-derived	growth	factor-BB	»)	et	le	TGF-β	(pour	«	transforming	growth	factor-β	»)	

jouent	un	rôle	important	dans	le	contrôle	de	la	dédifférenciation	des	VSMCs	(Tang	et	al.,	

2011).	En	effet,	leur	activation	va	permettre	de	modifier	le	profil	de	l’expression	génique	

des	VSMCs	en	induisant	notamment	des	modifications	épigénétiques	dans	le	but	d’adopter	

un	 phénotype	 synthétique	 en	 réponse	 aux	 signaux	 environnementaux.	 Le	 changement	

phénotypique	n’est	pas	définitif	 et	des	VSMCs	sécrétrices	peuvent	 se	dédifférencier	en	

VSMCs	contractiles	ce	qui	témoigne	de	la	plasticité	des	VSMCs	(Owens	et	al.,	2004).	

	 Les	VSMCs	contractiles	hautement	différenciées	expriment	des	protéines	utilisées	

comme	marqueur	de	la	différenciation.	L’α-actine	ou	αSMA	(pour	«	alpha	Smooth	Muscle	

Actin	»)	est	un	des	marqueurs	les	plus	utilisés	mais	n’est	pas	suffisant	pour	discriminer	

les	VSMCs	d’autres	types	cellulaires.	En	effet,	les	cellules	cardiaques	peuvent	également	

exprimer	 transitoirement	 l’αSMA.	 La	 chaîne	 lourde	 de	 la	 myosine	 des	 muscles	 lisses	

(MYH11	 pour	 «	myosin	 heavy	 chain	 11)	 est	 un	 marqueur	 spécifique	 des	 VSMCs	

contractiles.	 La	 transgéline	 (SM22α),	 la	 smootheline	 ainsi	 que	 la	 calponine	 sont	 des	

protéines	 associées	 au	 cytosquelette	 d’actine	 qui	 représentent	 également	 de	 bons	

marqueurs	de	différenciation	musculaire	 lisse	 (Duband	et	al.,	1993;	Katoh	et	al.,	1994;	

Shimizu	et	al.,	1995;	Niessen	et	al.,	2005).	Hormis	la	smootheline,	considérée	comme	le	

seul	 marqueur	 permettant	 de	 différencier	 les	 VSMCs	 contractiles	 des	 autres	 types	

cellulaires,	 toutes	 les	autres	protéines	sont	exprimées	par	d’autres	cellules	de	manière	

transitoire	 pendant	 le	 développement	 ou	 dans	 le	 cadre	 de	 pathologies.	 La	
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dédifférenciation	 des	 VSMCs	 contractiles	 en	 VSMCs	 sécrétrices	 s’accompagne	 de	 leur	

entrée	dans	le	cycle	cellulaire	pouvant	ainsi	proliférer,	migrer	et	sécréter	à	nouveau	les	

protéines	 de	 la	 ECM	 (Owens,	 1995).	 Lors	 de	 ce	 changement	 phénotypique,	 les	 VSMCs	

régulent	à	la	baisse	les	marqueurs	de	différenciation	en	muscles	lisses	et	expriment	alors	

les	cyclines,	la	calmoduline,	du	collagène	I	ou	des	métaloprotéinases	(Lacolley	et	al.,	2017;	

Louis	and	Zahradka,	2010)	(Figure	20).	

	 Les	VSMCs	sont	également	capables	de	se	transdifférencier	en	ostéoblastes	et	en	

cellules	s’apparentant	aux	chondrocytes.	Cette	transition	phénotypique	a	été	décrite	dans	

deux	 conditions	 différentes.	 Premièrement,	 les	 VSMCs	 sénescentes	 présentent	 une	

expression	accrue	des	marqueurs	ostéogéniques	tels	que	la	phosphatase	alcaline	(ALP)	

ou	Runx-2,	 indiquant	une	 susceptibilité	accrue	à	 la	 calcification	 (Liu	et	 al.,	 2013c).	Les	

VSMCs	 adoptent	 donc	 un	 phénotype	 calcifiant	 au	 cours	 du	 vieillissement	 mais	 les	

mécanismes	conduisant	à	ce	phénotype	ne	sont	pas	décrits.	Chez	les	personnes	âgées,	la	

transdifférenciation	 des	 VSMCs	 en	 ostéoblastes	 se	 manifeste	 par	 une	 calcification	

vasculaire,	 c’est-à-dire	 au	dépôt	de	 cristaux	de	phosphate	de	 calcium,	 conduisant	 à	un	

durcissement	 des	 artères	 (Nakano-Kurimoto	 et	 al.,	 2009).	 Deuxièmement,	 la	

transdifférenciation	 ostéoblastique	 des	 VSMCs	 peut	 également	 être	 initiée	 sous	 des	

contraintes	mécaniques.	En	effet,	en	réponse	à	une	contrainte	mécanique,	les	voies	wnt	

ainsi	 que	 les	 protéines	morphogéniques	 osseuses	 (BMP)	permettent	 l’ostéogenèse	des	

VSMCs.	 Cela	 entraîne	 la	 régulation	 de	 gènes	 pro-calcifiant	 et	 par	 conséquent,	 la	

calcification	de	la	ECM	vasculaire	(Tyson	et	al.,	2020).	
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Figure	20	:	Plasticité	phénotypique	des	cellules	musculaires	lisses	(VSMCs)	
En	réponse	à	une	variété	de	signaux,	les	VSMCs	modifient	leur	phénotype	afin	d’assurer	
soit	une	fonction	contractile	soit	une	fonction	synthétique.	Le	phénotype	contractile	des	
VSMCs	 est	 associé	 à	 l’expression	 de	 protéines	 contractiles	 et	 d’ancrage	 tandis	 que	 le	
phénotype	synthétique	résulte	de	l’expression	de	protéines	du	cycle	cellulaire	ainsi	que	
du	remodelage	de	la	ECM.	
SM	:	smooth	muscle	;	ECM	:	extracellular	matrix	;	MMP	:	métalloprotéases	matricielles.	
Réalisée	avec	Biorender.	

 VSMCs	dans	la	progéria	de	Hutchinson-
Gilford	

	 Les	 VSMCs	 jouent	 un	 rôle	 majeur	 dans	 le	 développement	 des	 troubles	

cardiovasculaires	et	suscitent	donc	un	vif	intérêt	dans	la	compréhension	des	mécanismes	

conduisant	 à	 la	 mort	 prématurée	 des	 patients.	 L’expression	 de	 la	 progérine	 dans	 les	

VSMCs	 conduits	 a	 été	 associée	 à	 trois	 phénotypes	 cliniques	 :	 (A)	 la	 perte	 des	 VSMCs	

vasculaires	;	(B)	l’athérosclérose	;	(C)	la	calcification	vasculaire.	

A. Perte	des	VSMCs	vasculaires	

	 La	perte	progressive	des	VSMCs	est	caractéristique	des	patients	(Stehbens	et	al.,	
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1999,	2001;	Olive	et	al.,	2010)	HGPS	et	des	modèles	murins	(Lee	et	al.,	2016a;	Osorio	et	

al.,	2011;	Varga	et	al.,	2006).	La	déplétion	en	VSMCs,	qui	permet	la	régulation	du	tonus	

vasculaire,	 est	 associée	 à	 une	 rigidité	 vasculaire	 (Baker	 et	 al.,	 1981).	 Le	 stress	

hémodynamique	induit	par	le	flux	sanguin	est	un	des	mécanismes	contribuant	à	la	perte	

des	VSMCs	HGPS.	En	effet,	la	perte	des	VSMCs	est	plus	prononcée	dans	les	segments	de	

l'aorte	où	les	forces	de	cisaillement	sont	élevées	tels	que	la	crosse	aortique	(Zaghini	et	al.,	

2020).	De	plus,	le	développement	d’une	puce	microfluidique	pour	l’étude	de	VSMCs	HGPS	

différenciées	 à	 partir	 d’iPSCs	 a	 confirmé	 la	 vulnérabilité	 des	 VSMCs	 HGPS	 aux	 forces	

biomécaniques	via	une	surexpression	de	la	métalloprotéinase	13	(MMP13)	(Pitrez	et	al.,	

2020).	 Bien	 que	 les	 cellules	 endothéliales	 soient	 soumises	 aux	 mêmes	 pressions	

hémodynamiques,	 leur	 perte	 n’est	 pas	 observée	 dans	 l’aorte	 des	 patients	 ou	modèles	

murins	HGPS.	Contrairement	aux	cellules	endothéliales,	l'expression	de	la	lamine	B1	est	

très	faible	dans	les	VSMCs.	Une	étude	a	permis	de	démontrer	que	la	faible	expression	de	

la	lamine	B1	combinée	à	une	expression	de	la	progérine	et	à	un	stress	mécanique	élevé	

des	VSMCs	HGPS	déclenchait	des	ruptures	de	l’enveloppe	nucléaire,	participant	à	la	perte	

de	ces	cellules	(Kim	et	al.,	2021).	De	façon	cohérente,	perturber	le	complexe	LINC	pour	

réduire	 les	 forces	 transmises	 aux	 noyaux,	 qui	 sont	 induites	 par	 le	 stress	 mécanique,	

augmente	 la	 survie	 de	 VSMCs	 dans	 le	 modèle	 LmnaG609G/G609G	 (Kim	 et	 al.,	 2018).	 La	

sensibilité	accrue	des	VSMCs	HGPS	au	stress	mécanique	peut	également	s’expliquer	par	

une	diminution	de	l'expression	de	la	vimentine,	une	protéine	du	cytosquelette	essentielle	

au	maintien	de	l'intégrité	cellulaire,	attachée	au	noyau,	au	réticulum	endoplasmique	et	aux	

mitochondries	 (Song	 et	 al.,	 2014).	 Par	 ailleurs,	 l’étude	 de	VSMCs	HGPS	 différenciées	 à	

partir	d’iPSCs	a	permis	d’identifier	des	défauts	prolifératifs	associés	à	une	altération	de	

l’expression	de	la	poly(ADP-ribose)	polymerase-1	(PARP-1)	et,	par	conséquent,	pourrait	

déclencher	une	mitose	prolongée	causant	une	catastrophe	mitotique	ainsi	que	la	perte	des	

VSMCs	HGPS	aortiques	(Zhang	et	al.,	2014).	

	 Enfin,	l'étude	de	VSMCs	HGPS	générées	à	partir	d’iPSCs	HGPS	a	également	permis	

d’identifier	une	activation	anormale	de	la	DNA-PK	entraînant	l'arrêt	de	la	croissance	et	la	

sénescence	 prématurée	 des	 VSMCs.	 Sachant	 que	 les	 VSMCs	 sénescentes	 ne	 sont	 plus	

contractiles,	 la	 sénescence	 prématurée	 des	 VSMCs	 HGPS	 pourrait	 aussi	 expliquer	 la	

rigidité	vasculaire	observée	chez	les	patients	(Liu	et	al.,	2011).	
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B. Athérosclérose	

	 L’athérosclérose	observée	dans	les	artères	coronaires	d’enfants	HGPS	se	développe	

malgré	l’absence	des	facteurs	de	prédisposition	usuels	tels	que	l’hypercholestérolémie	ou	

le	 diabète.	 L’expression	 de	 la	 progérine	 joue	 donc	 un	 rôle	 important	 dans	 le	

développement	 de	 l’athérosclérose	 des	 patients	 HGPS.	 Sachant	 que	 ce	 processus	

pathologique	 complexe	 implique	 plusieurs	 types	 cellulaires,	 un	 modèle	 murin	 HGPS	

exprimant	la	progérine	spécifiquement	dans	les	VSMCs,	Apoe-/-LmnaLCS/LCSSM22αCre,	a	été	

mis	au	point	(Hamczyk	et	al.,	2018).	Ces	souris	développent	de	l’athérosclérose	et	meurent	

prématurément	 suggérant	 le	 rôle	 des	 VSMCs	 dans	 l’athérosclérose	 des	 patients	HGPS.	

Dans	 cette	même	 étude,	 il	 a	 été	montré	 que	 la	 progérine	 accélère	 l’athérosclérose	 en	

induisant	un	stress	endoplasmique	des	VSMCs	(Hamczyk	et	al.,	2019).	

C. Calcification	vasculaire	

	 La	calcification	vasculaire	est	caractéristique	des	patients	atteints	de	la	progéria.	

En	effet,	une	calcification	de	l’aorte,	une	sténose	calcifiée	de	la	valve	aortique	ainsi	qu’une	

calcification	de	la	valve	mitrale	ont	été	décrites	(Hanumanthappa	et	al.,	2011;	Nair	et	al.,	

2004;	Salamat	et	al.,	2010).	La	calcification	vasculaire	a	également	été	observée	chez	les	

modèles	 de	 souris	 HGPS	 (Varga	 et	 al.,	 2006;	 Villa-Bellosta	 et	 al.,	 2013).	 Des	 études	

réalisées	à	partir	de	VSMCs	issues	de	souris	LmnaG609G/+	ont	permis	de	mettre	en	évidence	

une	 diminution	 de	 la	 production	 d’ATP	 associée	 à	 une	 déplétion	 en	 pyrophosphate	

inorganique	 extracellulaire	 (ePPi).	 Sachant	 que	 le	 ePPi	 est	 un	 inhibiteur	majeur	 de	 la	

calcification,	 sa	 diminution	 permet	 d’expliquer	 la	 calcification	 vasculaire	 dans	 des	

modèles	 murins	 HGPS.	 Par	 ailleurs,	 de	 nombreuses	 études	 ont	 établi	 un	 lien	 entre	

l’accumulation	de	prélamine	A	dans	les	VSMCs	et	la	calcification	vasculaire	(Afonso	et	al.,	

2016;	 Liu	 et	 al.,	 2013c;	 Quirós-González	 et	 al.,	 2016;	 Ragnauth	 et	 al.,	 2010).	 Dans	

l’ensemble,	 ces	 études	 témoignent	 de	 l’importance	 des	 VSMCs	 HGPS	 dans	 le	

dysfonctionnement	vasculaire	des	patients	et	modèles	HGPS.	
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 PARylation		

 Histoire	
	 La	poly(ADP-ribosylation),	 aussi	 appelée	PARylation,	 est	 une	modification	post-

traductionnelle	 découverte	 dans	 les	 années	 1960	 (Chambon	 et	 al.,	 1963).	 Initialement	

décrite	 comme	 une	 réaction	 enzymatique	 formant	 un	 polymère	 semblable	 à	 un	 acide	

nucléique	 à	 partir	 du	 nicotinamide	 adénine	 dinucléotide	 (NAD+),	 les	 polymères	 ont	

rapidement	été	décrits	comme	de	longues	chaînes	poly(ADP-ribose)	(PAR)	(Nishizuka	et	

al.,	 1967;	 Sugimura	 et	 al.,	 1967).	 Simultanément,	 il	 a	 été	montré	 que	 dans	 les	 cellules	

eucaryotes,	 les	 groupements	 PAR	 se	 forment	 spécifiquement	 sur	 les	 acides	 aminés	

glutamate,	 aspartate,	 lysine,	 arginine	 et	 cystéine	 des	 protéines	 cibles	 via	 des	 enzymes	

responsables	 de	 sa	 synthèse	 alors	 appelées	 poly(ADP-ribose)	 polymérases	 (PARPs)	

(Hasegawa	et	al.,	1967;	Nishizuka	et	al.,	1967;	Reeder	et	al.,	1967;	Sugimura	et	al.,	1967,	

1967).	 Les	 enzymes	 responsables	 de	 sa	 dégradation	 ont,	 quant	 à	 elles,	 été	 identifiées	

quelques	années	plus	tard	et	ont	été	nommées	poly(ADP-ribose)	glycohydrolases	(PARGs)	

(Miwa	and	Sugimura,	1971;	Miwa	et	al.,	1974).	Dans	les	années	1980,	l’identification	d’une	

possible	association	PARP-histones	et	PARP-chromatine	a	permis	de	déduire	le	rôle	de	la	

PARylation	dans	les	dommages	à	l’ADN.	En	effet,	 il	s’est	avéré	que	les	cassures	à	 l’ADN	

induites	 par	 les	 ROS,	 les	 espèces	 réactives	 du	 nitrogen	 (RNS	 pour	 «	 reactive	nitrogen	

species	»)	 ainsi	 que	 les	 agents	 alcalins	 engendrent	 la	 synthèse	 de	 groupements	 PAR	

(Durkacz	et	al.,	1980).	Par	 la	suite,	 la	première	génération	d’inhibiteurs	de	PARP	a	été	

développée.	 Parmi	 eux,	 le	 nicotinamide,	 le	 benzamide	 ou	 le	 3-aminobenzamide	 dont	

l'utilisation	a	permis	à	des	cellules	en	culture	d’être	plus	sensibles	aux	effets	cytotoxiques	

d'agents	alkylants.	Les	inhibiteurs	de	PARP	ont	ainsi	rapidement	été	combinés	aux	agents	

cytotoxiques	 endommageant	 l'ADN	 dans	 la	 chimiothérapie	 du	 cancer	 dans	 l’idée	 de	

renforcer	l'effet	cytotoxique	des	cellules	cancéreuses	entraînant	leur	mort	(Banasik	et	al.,	

1992;	 Curtin	 and	 Szabo,	 2020;	 Juarez-Salinas	 et	 al.,	 1979;	 Purnell	 and	 Whish,	 1980;	

Yamada	et	al.,	1971).	La	seconde	génération	d’inhibiteurs	de	PARP	a	été	développée	dans	

les	 années	 1990.	 Les	 années	 2000	 voient	 naître	 les	 inhibiteurs	 de	 PARP	 de	 troisième	

génération	dont	l’olaparib	sera	le	premier	inhibiteur	de	PARP	approuvé	par	la	FDA	dans	

le	 traitement	 du	 cancer	 de	 l’ovaire	 en	 2014	 (Curtin	 and	 Szabo,	 2020).	 En	 plus	 de	 la	
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réparation	des	dommages	à	l’ADN,	de	nouvelles	fonctions	ont	récemment	été	attribuées	à	

la	 PARylation	dans	 le	 métabolisme	 (Szántó	 and	 Bai,	 2020),	 la	 signalisation	 cellulaire	

(Gupte	et	al.,	2017),	la	transcription	des	gènes	(Jubin	et	al.,	2017),	le	vieillissement	(Vida	

et	 al.,	 2016),	 la	 prolifération	 cellulaire	 (Cohen-Armon	 et	 al.,	 2007)	 et,	 de	 façon	 plus	

surprenante,	dans	la	mort	cellulaire	(Andrabi	et	al.,	2006).	En	effet,	la	PARylation	a	des	

fonctions	 biologiques	 opposées	 en	 tant	 que	mécanisme	 de	 survie	 cellulaire	 également	

impliqué	 dans	 la	 mort	 cellulaire	 (Bürkle	 and	 Virág,	 2013).	 La	 PARylation	 a	 donc	 des	

fonctions	étendues	qui	 sont	vitales	pour	 l’homéostasie	 cellulaire	et	 est	 impliquée	dans	

diverses	pathologies	telles	que	les	atteintes	du	système	cardiovasculaire	mais	aussi	dans	

certaines	 laminopathies	 (Cardoso	 and	 Muchir,	 2020).	 Bien	 que	 la	 PARylation	 ait	 été	

identifiée	depuis	une	cinquantaine	d’années,	ses	cibles	moléculaires	ne	sont	pas	encore	

toutes	connues	et	certains	mécanismes	restent	à	découvrir.	

 Acteurs	de	la	PARylation	
	 La	 PARylation	 est	 une	 modification	 post-traductionnelle	 catalysée	 par	 (A)	 les	

poly(ADP-ribose)	 polymérases	 (PARPs).	 Impliquée	 dans	 de	 nombreuses	 fonctions	

biologiques,	une	fine	régulation	des	PAR	est	indispensable.	Le	caractère	réversible	de	la	

PARylation	est	assuré	par	(B)	la	poly(ADP-Ribose)	glycohydrolase	(PARG)	qui	dégrade	les	

groupements	PAR.	

A. Poly(ADP-ribose)	polymérases	(PARPs)	

	 Les	 PARPs	 représentent	 une	 famille	 d’enzyme	 capable	 de	 cliver	 la	 liaison	

glycosidique	du	NAD+	entre	le	nicotinamide	(NAM)	et	le	ribose	pour	former	du	NAM	ainsi	

que	de	l’ADP-ribosyl	(ADPR).	Ce	clivage	permet	aux	PARPs	d’attacher	de	façon	covalente	

l’ADPR	 à	 une	 protéine	 acceptrice,	 on	 parle	 alors	 de	 mono(ADP-ribosylation)	

(MARylation).	Les	PARPs	clivent	également	d'autres	molécules	de	NAD+	afin	de	constituer	

des	formes	linéaires	et	ramifiées	de	PAR	dont	la	longueur	de	la	chaîne	peut	atteindre	200	

unités	ADPR.	On	parle	alors	de	PARylation	(Cohen	and	Chang,	2018;	Hottiger	et	al.,	2010)	

(Figure	21).	La	famille	des	enzymes	PARPs	est	composée	de	17	homologues.	Parmi	les	17	

homologues	 connus,	 16	ont	une	 activité	d’ADP-ribosyltransférase,	 ce	qui	 a	 récemment	

conduit	 à	 suggérer	 une	 nouvelle	 nomenclature	 pour	 les	 PARPs	:	 les	 ADP-
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ribosyltransférases	(ARTs)	basées	sur	la	réaction	catalysée	ainsi	que	des	caractéristiques	

structurelles	pour	faciliter	leur	classification	(Mangerich	and	Bürkle,	2012).	La	première	

à	avoir	été	décrite	est	PARP-1,	une	protéine	essentiellement	nucléaire	d’environ	116kD.	

Au	sein	de	cellules	issues	de	souris	déficientes	en	PARP-1,	la	synthèse	de	PAR	a	été	mise	

en	évidence	suggérant	la	présence	d’une	nouvelle	PARP	nucléaire,	la	PARP-2	(Amé	et	al.,	

1999;	Shieh	et	al.,	1998).	Par	ailleurs,	 les	souris	PARP-1-/-	sont	viables	mais	présentent	

cependant	une	hypersensibilité	aux	radiations	ionisantes	et	aux	agents	alcalins	(Boehler	

et	al.,	2011).	Seul	le	double	knock-out	PARP-1	et	PARP-2	est	létal	confirmant	que	ces	deux	

PARPs	représentent	la	majeure	capacité	cellulaire	totale	de	la	PARylation	(Ménissier	de	

Murcia	et	al.,	2003).	PARP-1,	qui	a	été	la	première	ART	identifiée,	est	responsable	de	la	

biosynthèse	 de	 90%	 des	 PAR	 d’une	 cellule	 et	 par	 conséquent,	 est	 la	 mieux	 décrite	

fonctionnellement.	
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Figure	21	:	Poly	(ADP-ribosylation)	
La	PARylation	est	une	modification	post-traductionnelle	essentiellement	catalysée	par	les	
enzymes	appelées	«	Poly(ADP-ribose)	polymérases	de	type-1	»	(PARP-1),	qui	permettent	
le	 transfert	 de	 multiples	 groupes	 ADP-ribose	 du	 nicotinamide	 adénine	 dinucléotide	
(NAD+)	 à	 des	 protéines	 acceptrices,	 générant	 de	 longues	 chaînes	 de	 poly(ADP-ribose)	
(PAR).	La	poly(ADP-ribose)	glycohydrolase	(PARG)	et	l'ADP-ribosylhydrolase	3	(ARH3),	
permettent	 la	 dégradation	 du	 PAR	 via	 leurs	 activités	 exoglycosidiques	 et	
endoglycosidiques.	 Les	 mono(ADP-ribose)	 sont	 quant	 à	 eux	 éliminés	 par	 MACROD1,	
MACROD2	 et	 TARG1.	 Un	 groupement	 PAR	 libre	 peut	 également	 être	 dégradé	 en	
mono(ADP-ribose).	
Adaptée	de	(Curtin	and	Szabo,	2020).	

	 Le	gène	PARP-1	chez	l’Homme	est	situé	sur	le	chromosome	1,	en	région	q41-42	(de	

Murcia	et	al.,	1994).	Il	code	la	PARP-1	dont	l’expression	est	ubiquitaire.	Cependant,	son	

expression	 diffère	 au	 cours	 du	 cycle	 cellulaire.	 En	 effet,	 PARP-1	 est	 plus	 fortement	

exprimée	au	cours	des	phases	G1	et	S	que	pendant	les	phases	G2	et	M	(Cesarone	et	al.,	

1990;	Wein	et	al.,	1993).	L’expression	de	PARP-1	est	également	variable	selon	le	niveau	

de	stress	cellulaire	:	(1)	si	le	niveau	de	stress	cellulaire	est	faible,	l’expression	de	PARP-1	
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est	modérée	;	(2)	si	la	cellule	est	soumise	à	un	stress	génotoxique	induisant	des	dommages	

à	l’ADN,	l’enzyme	PARP-1	est	fortement	exprimée	afin	de	réparer	les	dommages	;	(3)	si	le	

stress	est	 très	élevé,	 tout	comme	 les	dommages	à	 l’ADN,	 la	PARP-1	est	surexprimée	et	

participe	 à	 l’enclenchement	 de	 la	 mort	 cellulaire	 programmée.	 Cette	 modulation	 de	

l’expression	génique	est	permise	par	le	facteur	Sp1	qui	est	fixé	au	promoteur	de	PARP-1	

lorsque	la	cellule	n’est	soumise	à	aucun	stress.	Par	opposition,	lorsque	PARP-1	est	activée	

par	un	stress,	elle	«	PARyle	»	Sp1	afin	de	bloquer	sa	liaison	au	promoteur	(Zaniolo	et	al.,	

2007).	 Les	 facteurs	 de	 transcription	 répondants	 au	 stress	 génotoxique	 tels	 que	 Ets-1,	

peuvent	alors	se	fixer	au	promoteur	de	PARP-1	et	induire	sa	forte	expression.	En	effet,	le	

facteur	de	transcription	Ets-1	est	fortement	exprimé	en	présence	de	ROS	telles	que	le	H2O2	

et	le	NO	confirmant	l’activation	génique	de	PARP-1	dans	les	cellules	soumises	à	un	stress	

(Soldatenkov	et	al.,	1999,	2002).	

	 PARP-1	est	une	protéine	constituée	de	trois	régions	:	une	région	de	liaison	à	l’ADN	

en	 N-terminal	 caractérisée	 par	 trois	 domaines	 en	 doigts	 de	 zinc	 (ZnF),	 un	 domaine	

catalytique	en	C-terminal	ainsi	qu’un	domaine	central	d’automodification.	Au	sein	de	sa	

séquence	 en	 acides	 aminés,	 des	 modifications	 post-traductionnelles	 permettent	 de	

moduler	 son	 activité	 (Ruf	 et	 al.,	 1996).	 La	 PARylation	 de	 PARP-1	 a	 été	 la	 première	

modification	post-traductionnelle	 identifiée.	 PARP-1	peut	 soit	 s’auto-PARyler,	 soit	 être	

trans-PARylée	 par	 d’autres	 PARPs.	 La	 PARylation	 de	 PARP-1	 permet	 d’amorcer	 son	

activité	catalytique	et	de	faciliter	la	PARylation	d’autres	protéines	(Luo	and	Kraus,	2012).	

Les	groupements	PAR	deviennent	ensuite	tellement	massifs	qu’ils	inhibent	la	liaison	de	

cette	dernière	sur	l’ADN,	assurant	sa	dissociation	afin	de	permettre	à	d’autres	protéines	

d’assurer	la	réparation	des	dommages	à	l’ADN	en	phase	terminale	(Kraus,	2008).	L’activité	

de	PARP-1	peut	également	être	régulée	par	phosphorylation	via	de	nombreuses	kinases	

comme	ERK-2	ou	JNK1/2	qui	activent	PARP-1	à	la	suite	d’une	stimulation	à	l’H2O2	(Zhang	

et	al.,	2007).	La	CDK2,	la	CaMKII	(pour	«	Ca2+/calmodulin-dependent	protein	kinase	II	»)	

et	 la	CKII	 (pour	«	casein	kinase	 II	»)	sont	aussi	des	kinases	activatrices	de	PARP-1.	Par	

ailleurs,	 il	existe	également	des	kinases	qui	répriment	l’activité	de	PARP-1	telles	que	la	

PKC,	la	CDK5	ainsi	que	la	DNA-PK.	De	plus,	l’acétylation	de	PARP-1	a	été	identifiée	sur	les	

mêmes	 résidus	 que	 ceux	 qui	 peuvent	 être	 PARylés	 suggérant	 deux	 mécanismes	

compétitifs	garantissant	une	activité	moyenne	de	PARP-1	(Messner	et	al.,	2010).	Enfin,	

PARP-1	 peut	 aussi	 être	 SUMOylée	 et	 ubiquitinée,	 engendrant	 leur	 dégradation	 par	 le	

protéasome	sous	certaines	conditions	comme	un	choc	thermique	ou	un	stress	mitotique	
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(Martin	et	al.,	2009).	Par	ailleurs,	la	régulation	de	l’activité	de	PARP-1	peut	s’observer	par	

des	 interactions	protéine-protéine.	Parmi	 ces	protéines	 figurent	 les	histones	H1,	H4	et	

H2B	 qui	 permettent	 l’activation	 de	 PARP-1	 ainsi	 que	 son	 auto-PARylation	 tandis	 que	

l’histone	H2A	l’inhibe.	Comme	décrit	précédemment,	ERK-2	ainsi	que	JNK-1/2	sont	des	

protéines	 qui	 activent	 le	 domaine	 catalytique	 de	 PARP-1	 par	 opposition	 à	 KIF4	 (pour	

«	kinesin	family	member	4	»)	qui	l’inhibe	(Doetsch	et	al.,	2012).	

	 Via	 ses	 nombreuses	 interactions,	 l’activité	 de	 PARP-1	 et	 par	 conséquent	 la	

PARylation,	est	 finement	régulée,	 ce	qui	 lui	permet	d’assurer	de	nombreuses	 fonctions	

opposées	 (Figure	22).	En	effet,	 lorsque	 les	niveaux	de	dommages	à	 l'ADN	sont	 faibles,	

PARP-1	agit	comme	un	facteur	impliqué	dans	la	détection	et	la	réparation	des	dommages	

à	 l'ADN.	 En	 revanche,	 en	 présence	 de	 niveaux	 élevés	 de	 dommages	 à	 l'ADN,	 le	 niveau	

d’activation	de	PARP-1	est	maximal	et	participe	au	déclenchement	de	la	mort	cellulaire.	

Ce	processus	étant	irréversible,	PARP-1	est	alors	clivée	par	les	caspases	afin	d’empêcher	

que	la	réparation	de	l’ADN	n’interfère	avec	la	mort	de	la	cellule.	L’ensemble	des	fonctions	

de	PARP-1	seront	détaillées	ultérieurement	(cf.	partie	1.4.5.	«	Rôles	cytoprotecteurs	de	la	

PARylation	»	et	partie	1.4.6	«	Rôles	cytotoxiques	de	la	PARylation	»).	
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Figure	 22	:	 Principaux	 partenaires	 des	 poly(ADP-ribose)	 polymérases	 (PARP)	 et	 leur	
fonction	associée	
ATM	:	 ataxie	 télangiectasie	mutée	 ;	 Bub3	:	 budding	 uninhibited	 by	 benzimidazoles	 3	 ;	
Cenpa/b	:	 protéine	 centromérique	 a/b	;	 CSB	:	 Cockayne	 syndrome	 group	 B	;	 DEK	:	
oncogène	DEK	;	DNA-Polβ	:	DNA	polymérase	β	;	DNA-PK	CS	:	sous-unité	catalytique	de	la	
protéine	kinase	activée	par	 l'ADN	 ;	HMGB1	:	high	mobility	group	box	1	;	Ku70/80	:	Ku	
70/80	 kDa	 ;	 MRE11	:	 recombinaison	 méiotique	 11	 ;	 p21	:	 inhibiteur	 1A	 de	 la	 kinase	
dépendante	 de	 la	 cycline	 ;	 p53	:	 protéine	 suppresseuse	 de	 tumeurs	 p53	 ;	 PCNA	:	
proliferating	 cell	 nuclear	 antigen	;	 TRF2	:	 telomeric	 repeat-binding	 factor	 2	;	 WRN	:	
protéine	du	syndrome	de	Werner	;	XRCC1	:	x-ray	repair	cross-complementing	protein	1	;	
XPA	:	xeroderma	pigmentosum,	complementation	group	A.	
Adaptée	de	(Mangerich	and	Bürkle,	2012).	

B. Poly(ADP-ribose)	glycohydrolases	(PARGs)	

	 Sachant	que	la	PARylation	possède	un	rôle	central	pour	deux	fonctions	biologiques	

opposées,	 une	 fine	 régulation	 de	 cette	 modification	 post-traductionnelle	 est	

indispensable.	 En	 effet,	 la	 PARylation	 est	 une	 réaction	 réversible	 et	 par	 conséquent	
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transitoire	via	l’action	de	la	poly(ADP-Ribose)	glycohydrolase	(PARG)	qui	est	la	principale	

hydrolase	impliquée	dans	la	dégradation	des	PAR	(Miwa	and	Sugimura,	1971;	Miwa	et	al.,	

1974).	 PARG	 possède	 une	 activité	 à	 la	 fois	 endo-glycohydrolytique	 et	 exo-

glycohydrolytique	 lui	 permettant	 de	 rompre	 les	 liaisons	 glycosidiques	 entre	 les	 unités	

d’ADP-riboses	des	PAR	(Brochu	et	al.,	1994).	Ces	deux	modes	de	catalyse	lui	permettent	

de	 générer	 soit	 des	 ADP-riboses	 pour	 la	 fonction	 exo-glycohydrolytique,	 soit	 des	 PAR	

libres	 pour	 la	 fonction	 endo-glycohydrolytique.	 Les	 ADP-riboses	 libérés	 peuvent	 être	

métabolisés	en	adénosine	monophosphate	(AMP)	ou	en	riboses	5’phosphate	par	les	ADP-

riboses	pyrophosphohydrolases	(Mildvan	et	al.,	2005).	D’un	côté,	les	AMP	permettent	la	

reformation	d’ATP	(Rodríguez-Vargas	et	al.,	2019)	et	de	l’autre,	les	riboses	5’phosphate	

sont	les	précurseurs	de	nombreuses	molécules	comme	l’ADN,	ARN	ou	l’ATP	(Kowalik	et	

al.,	2017).	D’autres	enzymes	ont	été	décrites	pour	dégrader	les	PAR	dont	les	fonctions	sont	

cependant	moins	caractérisées	que	celles	de	la	PARG.	Par	exemple,	l’ADP-ribose	hydrolase	

3	 (ARH3)	 possède	 une	 activité	 PARG	 associée	 à	 la	 dégradation	 des	 PAR	 dans	 la	

mitochondrie	(Niere	et	al.,	2012).	Enfin,	MACROD1,	MACROD2	et	TARG1	sont	des	ADP-

glycohydrolases	permettant	de	cliver	la	liaison	du	groupement	MAR	(généré	par	PARG)	à	

sa	protéine	cible	(Figure	21)	(Curtin	and	Szabo,	2020).	

	 Chez	l’Homme,	le	gène	PARG	est	situé	sur	le	chromosome	10	en	position	10q11.23-

21	 (Shimokawa	 et	 al.,	 1998).	 Il	 existe	 une	 multitude	 d’isoformes	 de	 PARG,	 issues	 de	

l’épissage	alternatif,	qui	possèdent	différentes	localisations	sous-cellulaires	(Meyer-Ficca	

et	al.,	2004).	La	plus	longue	isoforme	d’environ	111kDa	(PARG111)	est	localisée	au	niveau	

du	noyau	tandis	que	les	autres	se	situent	soit	dans	la	mitochondrie	soit	dans	le	cytoplasme.	

	 Les	 PARGs	 cytoplasmiques	 peuvent	 rapidement	 être	 relocalisées	 au	 niveau	 du	

noyau	en	condition	de	stress	(Haince	et	al.,	2006).	Alors	que	les	souris	déficientes	pour	

PARP-1	sont	viables,	 le	KO	de	toutes	les	isoformes	de	PARG	est	 létal	(Koh	et	al.,	2004).	

Cependant,	 les	 souris	 KO	 PARP111	 présentent	 une	 hypersensibilité	 aux	 radiations	

ionisantes	et	agents	alcalins	tout	comme	les	souris	KO	PARP-1	(Cortes	et	al.,	2004).	Ainsi,	

bien	 que	 PARP	 et	 PARG	 soient	 des	 antagonistes	 du	métabolisme	 de	 la	 PARylation,	 ils	

médient	des	phénomènes	biologiques	opposés	en	agissant	de	façon	synergique,	plutôt	que	

de	s'opposer	aux	effets	de	chacun.	
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 Fonctions	de	la	PARylation	
	 Différentes	fonctions	de	la	PARylation	ont	été	abordées	précédemment	et	seront	

détaillées	dans	 cette	partie.	 Ses	 fonctions	biologiques	étant	opposées,	 les	 rôles	dans	 la	

survie	cellulaire	seront	dans	un	premier	temps	décrits	:	(A)	rôles	cytoprotecteurs	de	la	

PARylation.	Dans	un	second	temps,	les	rôles	de	la	PARylation	associés	à	la	mort	cellulaire	

seront	exposés	:	(B)	rôles	cytotoxiques	de	la	PARylation	(Figure	23).	

	
Figure	 23	:	 Fonctions	 cytoprotectrices	 et	 cytotoxiques	 de	 la	 poly(ADP-Ribosylation)	
(PARylation)	
PARP-1	assure	différentes	réponses	cellulaires	selon	le	niveau	des	signaux	de	stress.	Pour	
des	signaux	de	stress	faibles	à	modérés,	la	PARylation	favorisera	la	survie	cellulaire	tandis	
que	pour	des	signaux	modérés	à	élevés,	la	PARylation	induira	la	mort	cellulaire.		
Adaptée	de	(Luo	and	Kraus,	2012)	et	réalisée	avec	Biorender.	

A. Rôles	cytoprotecteurs	de	la	PARylation	

	 Parmi	 les	 rôles	 cytoprotecteurs	 de	 la	 PARylation	 figure	 la	 réparation	 des	

dommages	 à	 l’ADN.	 PARP-1	 et	 PARP-2	 sont	 en	 effet	 activés	 en	 présence	 de	 cassures	

simple-brin	(CSB)	ou	de	cassures	double-brin	(CDB),	agissant	ainsi	comme	des	détecteurs	

de	dommages	à	l'ADN	causés	par	des	radiations	ionisantes	ou	des	agents	alcalins.	De	plus,	

la	 PARylation	 permet	 la	 réparation	 de	 ces	 dommages	 en	 facilitant	 le	 recrutement	 de	

protéines	vers	le	site	de	dommages.	Pour	cela,	le	polymère	ADP-ribose	synthétisé	par	les	

PARPs	sert	d’indicateur	au	niveau	des	endommagés	reconnus	par	les	protéines	effectrices	

de	la	réparation	de	l'ADN.	Parmi	ces	protéines,	on	retrouve	des	protéines	de	la	NHEJ,	de	la	
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HR	et	de	la	réparation	par	excision	de	bases	(BER	pour	«	base	excision	repair	»).	

	 La	NHEJ	existe	 sous	deux	 formes.	La	voie	majoritaire	 chez	 les	eucaryotes,	NHEJ	

«	classique	»	 (c-NHEJ),	 est	 dépendante	 de	 DNA-PKC	 tandis	 que	 la	 voie	 alternative	 (a-

NHEJ),	dépendant	de	PARP-1,	n’est	utilisée	qu’en	cas	de	secours	à	une	c-NHEJ	défectueuse.	

En	 effet,	 PARP-1	 joue	 un	 rôle	 central	 dans	 la	 c-NHEJ	 en	 assurant	 le	 recrutement	 des	

protéines	de	réparation	dont	XRCC1	(pour	«	X-ray	Repair	Cross	Complementing	1	»)	(Li	

et	al.,	2013)	(Figure	24).	Bien	que	la	c-NHEJ	soit	dépendante	de	la	DNA-PKC,	PARP-1	joue	

néanmoins	 un	 rôle	 important	 dans	 la	 stabilisation	 du	 complexe	 DNA-PK/Ku	 et	 dans	

l’augmentation	de	l’activité	de	la	DNA-PK.	De	plus,	les	PAR	seraient	reconnus	par	la	ADN	

ligase	IV	lui	permettant	d’être	rapidement	recruté	au	site	de	dommage	et	d’assurer	la	c-

NHEJ	(Li	et	al.,	2013;	Spagnolo	et	al.,	2012)(Figure	24).	

	 PARP-1	 ne	 semble	 pas	 être	 une	 protéine	 essentielle	 à	 la	 HR.	 En	 effet,	 la	 HR	 se	

déroule	normalement	dans	des	cellules	déficientes	en	PARP-1.	PARP-1	jouerait	cependant	

un	rôle	support	à	la	HR	au	niveau	de	la	fourche	de	réplication,	au	sein	de	laquelle	une	CSB	

peut	être	transformée	en	CDB	(Schultz	et	al.,	2003).	Pour	empêcher	cela,	PARP-1	facilite	

le	recrutement	de	facteurs	tels	que	RAD51	ou	BRCA2	pour	réparer	la	cassure	via	la	BER	

(Bryant	et	al.,	2009;	Ying	et	al.,	2012).	BER	est	une	voie	de	réparation	lorsqu’une	seule	

base	de	l’ADN	est	altérée	sous	la	toxicité	de	nombreux	processus	comme	l’oxydation,	la	

méthylation,	la	désamination,	l’alkylation	ou	encore	l’hydroxylation	(Ciccia	and	Elledge,	

2010).	Dans	un	premier	 temps,	 les	 bases	 altérées	 sont	 clivées	par	 des	ADN-glycolases	

laissant	place	à	un	site	abasique.	Parmi	les	ADN-glycolases,	OGG1	(pour	«	8-oxoguanine	

glycosylase	1	 »)	 interagit	 avec	PARP-1	 afin	de	 la	 recruter	 au	 site	 de	dommage	 (Noren	

Hooten	et	al.,	2011).	Ces	sites	sont	ensuite	réparés	par	deux	voies	différentes	:	(1)	la	voie	

de	 réparation	 courte	 dont	 seul	 le	 nucléotide	 altéré	 est	 remplacé	 par	 XRRC1.	 Le	

recrutement	de	ce	dernier	est	stimulé	par	PARP-1	qui	se	dissocie	de	l’ADN	à	la	suite	d’un	

encombrement	stérique	engendré	par	sa	forte	auto-PARylation	(Dantzer	et	al.,	2000)	;	(2)	

la	voie	de	réparation	longue,	dont	le	brin	sera	resynthétisé	sur	plusieurs	bases	autour	du	

site	abasique,	est	favorisée	par	PCNA	(Wei	and	Yu,	2016)	(Figure	24).	

	 Du	fait	de	leur	fonction	de	facteurs	de	réparation	des	dommages	à	l’ADN,	les	PARPs	

sont	 considérées	 comme	des	protéines	 cytoprotectrices.	 Par	 ailleurs,	 les	PARPs	 jouent	

également	 un	 rôle	 dans	 la	 régulation	 de	 la	 chromatine	 et	 par	 conséquent,	 dans	 la	

régulation	de	la	transcription,	qui	sont	toutes	deux	essentielles	à	l’homéostasie	cellulaire.	

Les	PARPs	sont	effectivement	capables	d’interagir	avec	des	protéines	qui	contribuent	à	
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l’architecture	nucléaire	et	chromatinienne	comme	les	lamines	ou	les	histones	(Mangerich	

and	Bürkle,	2012).	Ces	derniers	sont	également	des	protéines	acceptrices	de	PAR	et	sont	

les	deuxièmes	protéines	nucléaires	les	plus	PARylées	après	PARP-1	(Messner	et	al.,	2010).	

	 La	PARylation	des	histones	favorise	la	décompaction	de	la	chromatine	permise	par	

la	répulsion	entre	les	groupements	PAR	et	l’ADN	ce	qui	permet	de	rendre	la	chromatine	

accessible	aux	facteurs	de	transcription	(Wacker	et	al.,	2007).	De	par	sa	liaison	avec	TRF2,	

une	protéine	impliquée	dans	la	stabilité	télomérique,	PARP-1	serait	également	impliquée	

dans	l’homéostasie	des	télomères.	En	effet,	il	a	été	observé	in	vivo	que	le	KO	de	PARP-1	

dans	 un	 modèle	 murin	 engendre	 une	 diminution	 de	 l’ADN	 télomérique	 de	 30%	 par	

rapport	aux	souris	contrôles.	Ceci	s’expliquerait	par	la	PARylation	de	TRF2	qui	modifierait	

sa	liaison	à	l’ADN	télomérique	et	contribuerait	à	 l’instabilité	télomérique	(Gomez	et	al.,	

2006).	Le	rôle	de	PARP-1	dans	l’intégrité	génomique	a	également	été	confirmé	par	son	

interaction	fonctionnelle	avec	l’hélicase	WRN	(Lebel	et	al.,	2003)	(pour	«	Werner	»	faisant	

référence	 à	 la	maladie	 associée	 à	 sa	mutation	 qui	 se	 caractérise	 par	 un	 vieillissement	

précoce	 (Lee	 et	 al.,	 2005)).	 Ainsi,	 la	 PARylation	 en	 tant	 que	 modification	 post-

traductionnelle	 essentielle	 dans	 l’intégrité	 génomique	 est	 associée	 à	 la	 cytoprotection	

cellulaire.	Tout	processus	biologique	nécessitant	un	juste	équilibre,	l’hyperactivation	de	

la	PARylation	représente	cependant	un	signal	cytotoxique.	
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Figure	24	:	Poly(ADP-ribose)	polymérase	et	réparation	des	dommages	à	l’ADN	
Ce	schéma	résume	le	rôle	de	PARP-1	dans	l’intégrité	génomique	via	son	interaction	avec	
de	nombreux	facteurs	de	réparation	de	dommages	à	l’ADN	simple-brin	et	double-brin.	
a-NHEJ	 :	 alternative	 non-homologous	 end-joining	 ;	 APE	 :	 apurinic/apyrimidinic	 (AP)	
endonuclease	 ;	BER	:	base	excision	repair	 ;	BRCA1	:	breast	cancer	type	1	susceptibility	
protein	 ;	 BRCA2	 :	 breast	 cancer	 type	 2	 susceptibility	 protein	 ;	 c-NHEJ	 :	 classical	 non-
homologous	 end-joining	 ;	 CtIP	 :	 C-terminal-binding	protein(CtBP)-interacting	 protein	 ;	
DNAP	:	DNA	polymerase	;	DNA-PKcs	:	DNA-dependent	protein	kinase	catalytic	subunit	;	
FEN-1	:	flapstructure-specific	endonuclease	1	;	HR	:	homologous	recombination	;	MRE11	
:	meiotic	recombination	11	homolog	1	;	MRN	:	Mre11-Rad50-Nbs1	complex	;	OGG1	:	8-
oxoguanine	glycosylase	1	;	PARP	:	poly(ADP-ribose)	polymerase	;	PCNA	:	proliferating	cell	
nuclear	antigen	;	RPA	:	replication	protein	A	;	SSBR	:	single-strand	break	repair	;	XRCC4,	
X-ray	repair	cross-complementing	protein	4.	
Adaptée	de	(Wei	and	Yu,	2016).	

B. Rôles	cytotoxiques	de	la	PARylation		

	 Bien	que	la	PARylation	favorise	la	survie	cellulaire	en	participant	aux	mécanismes	

de	réparation	des	cassures	de	l'ADN,	l’excès	de	PAR	peut	également	être	un	signal	de	mort	

cellulaire.		
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	 L’apoptose	 est	 un	 mécanisme	 de	 mort	 cellulaire	 programmé	 permettant	

d’échapper	à	la	cancérisation	ou	à	la	nécrose	qui	génère	une	inflammation	aiguë.	Pour	être	

déclenchées,	des	voies	de	signalisation	spécifiques	sont	activées	et	nécessitent	une	grande	

quantité	d’énergie.	En	présence	d’un	nombre	important	de	cassures	à	l’ADN	induites	par	

des	stress	cytotoxiques,	PARP-1	va	être	hyper-activée	et	consommer	une	grande	quantité	

de	NAD+.	Sachant	que	le	NAD+	est	un	précurseur	de	la	synthèse	d’ATP	ainsi	qu’un	cofacteur	

pour	 différentes	 enzymes,	 sa	 consommation	 massive	 par	 les	 PARP-1	 engendre	 une	

diminution	de	«	réserve	énergétique	».	Afin	de	maintenir	des	niveaux	de	NAD+	et	d’ATP	

nécessaires	au	processus	apoptotique,	PARP-1	est	clivée	par	les	caspases	et	devient	par	

conséquent	inactive	(Lazebnik	et	al.,	1994).	PARP-1	est	également	clivée	afin	d’éviter	que	

la	réparation	des	dommages	à	l’ADN	n’interfère	avec	l’apoptose	dont	la	fragmentation	de	

l’ADN	est	un	des	éléments	déclencheurs.	L’implication	de	la	PARylation	dans	l’apoptose	

dépendante	 des	 caspases	 peut	 également	 se	 confirmer	 par	 la	 PARylation	 de	 p53.	 La	

PARylation	de	ce	facteur	de	transcription	entraîne	son	accumulation	nucléaire	afin	de	lui	

permettre	 d’initier	 le	 programme	 apoptotique	 (Bertrand	 et	 al.,	 2004;	 Luo	 and	 Kraus,	

2012).	

	 La	Parthanatos	est	également	une	mort	cellulaire	 induite	par	 la	PARylation.	Son	

nom	provient	de	la	contraction	de	«	PAR	»	et	de	«	Thanatos	»	correspondant	au	dieu	de	la	

mort	dans	 la	mythologie	grecque,	 témoignant	du	rôle	central	de	 la	PARylation	dans	ce	

mécanisme	 (Wang	 et	 al.,	 2009).	 La	 Parthanatos	 décrite	 comme	 l’apoptose	 caspase	

indépendante	médiée	par	le	facteur	inducteur	d’apoptose	(AIF	pour	«	apoptotic	induced	

factor)	(Andrabi	et	al.,	2006;	Wang	et	al.,	2009;	Yu	et	al.,	2002).	Contrairement	à	son	nom,	

l’AIF	 est	 aujourd’hui	 davantage	 reconnu	 comme	 un	 médiateur	 nécrotique	 plutôt	

qu'apoptotique	 (Boujrad	 et	 al.,	 2007).	 L’hyperactivation	 de	 PARP-1,	 induite	 par	 les	

nombreux	 dommages	 à	 l’ADN,	 engendre	 une	 polymérisation	 excessive	 et	 une	

accumulation	de	PAR	capable	de	quitter	le	noyau	(Yu	et	al.,	2006).	La	fuite	nucléaire	de	

PAR	déclenche	le	relargage	de	l’AIF	par	les	mitochondries	et	sa	translocation	au	noyau.	

Cela	 engendre	 une	 condensation	 et	 une	 fragmentation	 de	 l’ADN	 (Wang	 et	 al.,	 2011)	

(Figure	25).	Ce	mécanisme	permet	d’aboutir	à	la	mort	cellulaire	mais	est	moins	couteux	

en	 énergie	que	 l’apoptose.	De	plus,	 la	Parthanatos	 induit	 une	perte	de	 l’intégrité	de	 la	

membrane	cytoplasmique	mais	n’induit	pas	d’inflammation	du	tissu	environnant,	ce	qui	

la	distingue	de	la	nécrose	(Wang	et	al.,	2009).	
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Figure	25	:	La	Parthanatos	
L’activation	de	la	poly(ADP-ribose)	polymérase	(PARP-1)	à	la	suite	de	dommages	à	l’ADN	
conduit	à	la	génération	de	groupements	poly(ADP-ribose)	(PAR)	schématisés	en	bleu.	Les	
PAR	sont	alors	transloqués	dans	le	compartiment	cytosolique	et	peuvent	être	reconnus	
par	des	récepteurs	mitochondriaux.	Le	facteur	d’induction	apoptotique	(AIF)	va	alors	être	
relargué	par	les	mitochondries	puis	être	associé	à	PAAN	(pour	«	PARP1	dependent	AIF-	
associated	nuclease	»).	Cette	dernière	assure	la	condensation	et	la	fragmentation	de	l’ADN	
conduisant	à	la	mort	cellulaire	appelée	«	Parthanatos	».	
Adaptée	de	(Curtin	and	Szabo,	2020).	

	 Par	ailleurs,	des	études	ont	également	rapporté	une	association	entre	la	PARP-1	et	

la	nécrose,	une	mort	cellulaire	par	autodigestion	qui	induit	une	inflammation.	En	réponse	

à	 un	 stress,	 PARP-1	 s’active	 et	 diminue	 les	 niveaux	 en	 ATP	 cellulaire	 via	 une	

consommation	accrue	du	NAD+.	La	chute	brutale	des	réserves	énergétiques	représente	un	

stress	cytotoxique	pour	 la	cellule	qui	entre	alors	en	nécrose	(Weaver	and	Yang,	2013).	

Parallèlement,	 les	 faibles	 niveaux	 cellulaires	 d’ATP	 résultent	 en	 une	 activation	 de	 la	

protéine	AMPK	qui	inhibe	la	voie	mTOR	en	favorisant	l’autophagie.	L’inhibition	de	PARP-

1	permet	ainsi	de	réduire	la	mort	cellulaire	par	autophagie	(Muñoz-Gámez	et	al.,	2009).		

Dans	 l’ensemble,	 les	 mécanismes	 par	 lesquels	 la	 PARylation	 conduit	 à	 la	 cytotoxicité	

cellulaire	sont	bien	 identifiés	(Figure	26).	Néanmoins,	 les	signaux	qui	déclenchent	une	

voie	 de	mort	 cellulaire	 spécifiquement	par	 rapport	 à	 une	 autre	 sont,	 quant	 à	 eux,	 peu	

décrits.	 Plusieurs	 facteurs	 ont	 cependant	 été	 supposés	 déterminants	 dans	 le	

déclenchement	du	mécanisme	de	mort	cellulaire	tels	que	le	type	de	dommages,	 le	type	

cellulaire	ou	encore	la	gravité	des	lésions	de	l’ADN	(Virág	et	al.,	2013).	Par	exemple,	de	

légers	 dommages	 déclenchent	 l'apoptose	 tandis	 que	 de	 fortes	 agressions	 induisent	 la	

nécrose	(Virág	and	Szabó,	2002).	
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Figure	26	:	Rôle	de	la	poly(ADP-ribose)	polymérase	(PARP-1)	dans	les	voies	de	mort	
cellulaire	
L’hyperactivation	de	PARP-1	à	la	suite	de	dommages	à	l’ADN	peut	engendrer	différentes	
voies	de	mort	cellulaire.	Un	taux	élevé	de	poly(ADP-ribose)	favorise	la	Parthanatos	via	la	
translocation	du	facteur	d’induction	apoptotique	(AIF)	mais	peut	également	favoriser	une	
déplétion	 en	 nicotinamide	 adénine	 dinucléotique	 (NAD+)	 et	 d’adénosine	 triphosphate	
(ATP)	conduisant	à	la	nécrose	ou	à	l’autophagie.	L’activation	des	caspases	peut,	quant	à	
elle,	conduire	à	 l’inactivation	de	PARP-1	par	clivage	menant	à	 l’apoptose	cellulaire.	Les	
grouments	PAR	inhibent	les	caspases	et	par	conséquent,	l’apoptose.	
Adaptée	de	(Weaver	and	Yang,	2013)	et	réalisée	avec	Biorender.	

 Métabolisme	du	NAD+	
	 Le	NAD+	est	un	co-substrat	pour	les	PARPs	mais	aussi	pour	d’autres	enzymes	telles	

que	 le	 cluster	 de	 différenciation	 38	 (CD38)	et	 SARM1	 (pour	 «	Sterile	 α	 and	 TIR	Motif	

Containing	1)	 tous	deux	 impliqués	dans	 la	 signalisation	du	 calcium	 (Ca2+)	(Song	et	 al.,	

2011).	Les	sirtuines	(SIRT)	sont	des	désacétylases	qui	utilisent	également	le	NAD+	comme	

co-facteur	afin	de	réguler	des	processus	biologiques	clés	notamment	la	régulation	de	la	
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chromatine,	 le	 contrôle	 du	 cycle	 cellulaire,	 la	 réparation	 de	 l'ADN	 et	 la	 fonction	

mitochondriale	(Dali-Youcef	et	al.,	2007).	Parmi	ces	quatre	différentes	enzymes,	PARP-1	

est	 la	 principale	 consommatrice	 de	 NAD+	 cellulaire	 (Hurtado-Bagès	 et	 al.,	 2020).	

L’activation	 de	 PARP-1	 conduit	 à	 une	 consommation	 accrue	 en	 NAD+	 et	 nécessite	 sa	

resynthèse	 afin	 d’être	 disponible	 à	 nouveau.	 Le	 maintien	 de	 l'équilibre	 entre	 la	

dégradation	et	la	biosynthèse	du	NAD+	est	donc	essentiel	pour	l'homéostasie	cellulaire.	

Chez	les	mammifères,	seuls	les	neurones	sont	capables	d'importer	le	NAD+	(Rajman	et	al.,	

2018).	Par	conséquent,	les	autres	types	cellulaires	doivent	nécessairement	le	synthétiser	

via	différentes	voies	(figure	27).	

	 Les	 voies	 «	de	 novo	»	 et	 de	 «	Preiss-Handler	»	 conduisent	 respectivement	 à	 la	

synthèse	du	NAD+	à	partir	du	tryptophane	(Trp)	et	de	la	vitamine	B3	nicotinique,	aussi	

appelée	Niacine	 (NA),	 tous	deux	apportés	par	 l'alimentation.	La	biosynthèse	de	novo	 à	

partir	de	l'acide	aminé	Trp	est	considérée	comme	un	contributeur	mineur	au	pool	total	de	

NAD+.	Au	cours	d'une	réaction	en	plusieurs	étapes	appelée	«	voie	de	la	kynurénine	»,	le	

Trp	est	d'abord	transformé	en	α-amino-β-carboxymuconate-ε-semialdéhyde	(ACMS)	puis	

est	ensuite	converti	en	acide	quinolinique	(QA).	La	phospho-ribosyl-transférase	de	l'acide	

quinolinique	(QaPRT)	génère	le	mononucléotide	de	l'acide	nicotinique	(NAMN)	à	partir	

de	 l'AQ.	 Parallèlement,	 l'ACMS	 peut	 être	 converti	 en	 α-aminomuconate	 semialdéhyde	

(AMS)	par	 l’α-amino-β-carboxy-muconate-semialdéhyde	décarboxylase	 (ACMSD).	 Cette	

réaction	 permet	 la	 production	 d'acétyl-CoA	 par	 dégradation	 du	 tryptophane,	 qui	 est	

finalement	 utilisé	 dans	 le	 cycle	 de	 l'acide	 tricarboxylique	 (TCA).	 La	 modulation	 de	

l’utilisation	 du	 Trp	 pour	 le	 cycle	 de	 TCA	 ou	 la	 synthèse	 du	 NAD+	 est	 régulée	 par	

l'accumulation	de	l'ACMS.	En	effet,	l’hyperactivation	de	l'ACMSD	empêche	une	synthèse	

efficace	du	NAD+	alors	qu'une	faible	activité	de	l'ACMSD	permet	une	synthèse	efficace	du	

tryptophane	 en	 NAD+	 (Palzer	 et	 al.,	 2018).	 La	 voie	 de	 Preiss-Handler	 consiste	 en	 une	

transformation	de	la	NA	en	NAMN	par	l'intermédiaire	de	la	nicotinate	phospho-ribosyl-

transférase	 (NAPRT).	 Les	 voies	 de	 novo	 et	 de	 Preiss-Handler	 se	 terminent	 par	 des	

enzymes	 dites	 nicotinamides	 mono-nucléotides	 adénylyl-transférases	 (NMNAT)	 qui	

catalysent	 la	 transformation	 de	 la	 NAMN	 en	 acide	 nicotinique	 adénine	 dinucléotide	

(NAAD).	Pour	terminer,	les	NAD+	synthase	(NADS)	produisent	du	NAD+	à	partir	du	NAAD	

(Figure	27).	

	 La	voie	de	sauvetage	est	considérée	comme	la	voie	majeure	pour	le	maintien	des	

niveaux	de	NAD+	 intracellulaires	(Revollo	et	al.,	2004).	Elle	se	base	sur	le	recyclage	des	
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produits	 de	 dégradation	 générés	 par	 l’activité	 des	 enzymes	 consommatrices	 de	NAD+.	

Tout	d’abord,	le	nicotinamide	(NAM)	libéré	lors	des	réactions	de	consommation	du	NAD+	

est	 recyclé	 en	 nicotinamide	 mononucléotide	 (NMN)	 par	 les	 nicotinamides	 phospho-

ribosyl-transférases	(NAMPT).	Ces	dernières	sont	les	enzymes	limitantes	de	cette	voie	en	

convertissant	 le	 NMN	 en	 NAD+	 (Bogan	 and	 Brenner,	 2008;	 Ummarino	 et	 al.,	 2017).	

Parallèlement,	les	nicotinamides	riboside	kinases	(NRK1/2)	transforment	le	nicotinamide	

riboside	(NR)	en	NMN.	Le	NMN	est	ensuite	converti	en	NAD+	par	les	nicotinamides	mono-

nucléotides	adénylyl-transférases	1,	2	et	3	 (NMNAT	1,	2	et	3)	qui	 sont	 respectivement	

exprimées	dans	le	noyau,	le	cytoplasme	et	les	mitochondries	(Cantó	et	al.,	2012)	(Figure	

27).	

	 Le	 métabolisme	 du	 NAD+	 est	 un	 élément	 central	 dans	 l’homéostasie	 cellulaire	

notamment	de	par	son	rôle	de	cofacteur	pour	certaines	enzymes	telles	que	les	PARPs.	En	

effet,	PARP-1	est	 impliquée	à	 la	 fois	dans	 la	réparation	des	dommages	à	 l’ADN,	dans	 la	

fonction	 des	 télomères	 et	 dans	 le	 contrôle	 du	 cycle	 cellulaire.	 Ainsi,	 l’altération	 du	

métabolisme	du	NAD+	 et	par	conséquent	de	PARP-1	est	associée	au	vieillissement	et	à	

diverses	pathologies	cardiovasculaires	(Mericskay,	2016;	Verdin,	2015).	En	effet,	il	a	été	

démontré	 dans	 un	 modèle	 de	 cardiomyopathie	 dilatée	 EDMD,	 le	 modèle	 murin	

LmnaH222p/H222p,	que	l’altération	de	la	voie	de	sauvetage	du	NAD+	conduit	à	une	diminution	

des	 niveaux	 cellulaire	 de	 NAD+.	 Cette	 déplétion	 serait	 un	 déterminant	 essentiel	 de	 la	

fonction	cardiaque	puisque	l’administration	orale	du	NR,	un	précurseur	du	NAD+,	permet	

de	protéger	le	cœur	des	souris	de	la	cardiomyopathie	(Vignier	et	al.,	2018).	De	même,	le	

traitement	 au	 NR	 d’un	 autre	modèle	 de	 souris	 de	 cardiomyopathie	 dilatée,	 le	modèle	

SRFHKO,	préserve	la	fonction	cardiaque	de	ces	souris	confirmant	le	rôle	central	du	NAD+	

dans	la	physiopathologie	vasculaire	(Diguet	et	al.,	2018).	
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Figure	27	:	Métabolisme	du	nicotinamide	adénine	dinucléotide	(NAD+)	
Les	 voies	 Preiss-Handler	 et	 de	 novo	 permettent	 de	 synthétiser	 du	 NAD+	 à	 partir	 de	
précurseurs	apportés	par	l’alimentation.	La	voie	de	sauvetage	du	NAD+	est,	quant	à	elle,	
basée	sur	le	recyclage	des	produits	de	dégradation	du	NAD+	par	les	consommateurs	afin	
de	resynthétiser	du	NAD+.	
ADPR	 :	 ADP-ribose	;	 ACMS	 :	 α-amino-β-carboxymuconate-ε-semialdéhyde	;	 AMS	 : α-
aminomuconate	 semialdéhyde	;	 CD38	 :	 cluster	 de	 différenciation	 38	;	 KYN	 :	 acide	
kynurénic	;	 NA	 :	 nicotinic	 acid	;	 NAAD	 :	 nicotinic	 acid	 adenine	 dinucleotide	;	 NAD+	 :	
nicotinamide	 adénine	 dinucléotide	;	 NADH	 :	 forme	 réduite	 du	 NAD+	;	 NADS	 :	 NAD+	
synthase	;	 NAM	 :	 nicotinamide	;	 NAMN	 :	 nicotinic	 acid	 mononucleotide	;	 NAMPT	 :	
nicotinamide	 phospho-ribosyl-transférase	;	 NAPRT	 :	 nicotinic	 acid	 phospho-ribosyl-
transferase	;	 NMN	 :	 nicotinamide	 mononucléotide	;	 NMNAT	 :	 nicotinamide	
mononucléotide	 adenylyltransférase	;	 NR	 :	 nicotinamide	 riboside	;	 NRK	 :	 nicotinamide	
riboside	 kinase	;	 PARP	 :	 poly(ADP-Ribose)polymérase	;	 QA	 :	 quinolinic	 acid	;	 TCA	 :	
tricarboxylic	 acid	;	 TRP	 :	 tryptophane	;	 QAPRT	 :	 quinolinic	 acid	 phospho-ribosyl-
transferase	;	SAMR1	:	Sterile	Alpha	And	TIR	Motif	Containing	1	;	SIRT	:	sirtuines.	
Adaptée	de	(Cardoso	and	Muchir,	2020).  
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		 Ce	deuxième	chapitre	est	dédié	aux	résultats	et	discussions	associées.	Il	se	compose	

d’une	 première	 partie	 consacrée	 à	 mon	 projet	 de	 thèse	 principal	 qui	 démontre	 que	

l’augmentation	 de	 la	 PARylation	 dans	 la	 progéria	 contrôle	 la	 perte	 des	 VSMCs	 :	 (2.1.)	

«	Altération	 de	 la	 PARylation	 dans	 la	 progéria	 :	 impact	 sur	 la	 physiopathologie	

vasculaire	».	Le	contexte	et	les	objectifs	de	cette	étude	seront	d’abord	explicités	puis	un	

article	 en	préparation	 illustrera	 le	 projet.	 Les	 résultats	 complémentaires	 à	 cette	 étude	

seront	ensuite	présentés.	Enfin,	une	discussion	générale	des	résultats	de	l’article	ainsi	que	

des	résultats	complémentaires	exposera	les	avancées	de	ce	projet	de	thèse.		

	 Les	connaissances	relatives	à	la	PARylation	acquises	au	cours	de	ce	projet	de	thèse	

m’ont	 permis	 d’étudier	 cette	 modification	 post-traductionnelle	 dans	 un	 autre	 modèle	

pathologique.	 Dans	 le	 cadre	 d’une	 collaboration	 avec	 l’équipe	 du	 Dr.	 Stéphane	 Blot	 à	

l’école	vétérinaire	de	maison	Alfort,	j’ai	eu	l’occasion	d’avoir	accès	à	un	modèle	de	Golden	

Retriever	 présentant	 une	 dystrophie	 musculaire	 (GRMD).	 Avec	 l’aide	 du	 Dr.	 Inès	

Barthélémy,	j’ai	pu	démontrer	que	l’altération	de	la	PARylation	joue	un	rôle	sur	la	fonction	

musculaire	dans	la	DMD.	Cette	étude	secondaire,	annexe	à	mon	projet	de	thèse,	confirme	

l’importance	de	la	PARylation	dans	les	cellules	musculaires	pathologiques.	J’ai	donc	choisi	

de	présenter	ces	résultats	au	travers	d’une	seconde	partie	:	(2.2.)	Projet	annexe	:	rôle	de	

la	PARylation	sur	la	fonction	cardiaque	et	musculaire	dans	la	dystrophie	musculaire	de	

Duchenne.	 Une	 brève	 introduction	 décrira	 le	 contexte	 ainsi	 que	 l’objectif	 de	 l’étude.	

L’article	en	préparation	sera	intégré	afin	de	présenter	les	résultats	obtenus.	En	ce	sens,	il	

contiendra	la	discussion	ainsi	que	la	conclusion	générale	de	ce	projet.	
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 Altération	de	la	PARylation	
dans	la	progéria	:	impact	sur	la	
physiopathologie	vasculaire		

 Contexte	et	positionnement	de	l’étude	
A. Introduction	

	 Les	 syndromes	 progéroïdes	 sont	 des	maladies	 génétiques	 rares	 qui	miment	 les	

caractéristiques	cliniques	et	moléculaires	du	vieillissement.	Parmi	elles,	le	syndrome	de	

la	progéria	de	Hutchinson-Gilford	est	une	pathologie	qui	touche	une	centaine	d’enfants	

dans	le	monde	et	qui	se	caractérise	par	un	vieillissement	accéléré	dès	la	première	année	

post-natale.		

	 C’est	une	maladie	autosomique	dominante	sporadique,	causée	dans	la	majorité	des	

cas	par	une	substitution	de	novo	dans	l’exon	11	du	gène	LMNA	(c.1824	C>T	;	p.G608G)	qui	

code	deux	protéines	nucléaires	:	 les	 lamines	A	et	C	 (De	Sandre-Giovannoli	 et	 al.,	 2003;	

Eriksson	et	al.,	2003a).	La	prélamine	A	possède	un	motif	CaaX	en	C-terminal,	farnésylé	de	

façon	transitoire	permettant	l’ancrage	de	la	prélamine	A	au	réticulum	endoplasmique	lors	

de	sa	maturation.	Le	groupement	 farnésyl	est	éliminé	à	 la	 suite	de	modifications	post-

traductionnelles	pour	former	la	lamine	A	mature.	Dans	le	cas	d’une	prélamine	A	mutée,	

une	délétion	de	50	acides	aminés	empêche	le	clivage	du	motif,	donnant	lieu	à	l’expression	

d’une	lamine	A	farnésylée	de	façon	constitutive	appelée	progérine.	Cependant,	lorsque	la	

progérine	est	exprimée,	elle	s’incorpore	dans	la	lamina	nucléaire	qui	joue	un	double	rôle	

majeur	 :	 (1)	 structural	 dans	 le	 soutien	 et	 la	 stabilité	 du	 noyau,	 (2)	 fonctionnel	 dans	

l’organisation	dynamique	du	génome.		

	 L’expression	de	 la	progérine	dans	 la	progéria	a	donc	des	effets	délétères	qui	 se	

manifestent	chez	les	patients	par	des	atteintes	cutanées	(alopécie,	sclérose	cutanée,	etc.),	

métaboliques	 (dysmorphie,	 lipodystrophie,	 etc.),	 cardiovasculaires	 (athérosclérose,	

hypertension	 artérielle,	 etc.)	 et	 donc	 à	 la	 mortalité	 précoce.	 Parmi	 toutes	 ces	

conséquences	cliniques,	caractéristiques	d’un	vieillissement	prématuré,	les	altérations	du	

système	cardiovasculaire	sont	les	premières	causes	de	décès	des	patients	à	14,6	ans	en	
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moyenne	(Gordon	et	al.,	2014).	

B. Objectifs	

	 Il	est	avéré	que	les	cellules	musculaires	lisses	vasculaires	jouent	un	rôle	important	

dans	 le	 maintien	 de	 l'intégrité	 aortique.	 Lors	 du	 vieillissement,	 l'abondance	 et	 la	

fonctionnalité	des	VSMCs	diminuent	à	la	fois	chez	les	patients	HGPS	et	dans	les	modèles	

animaux	de	la	progéria	(Villa-Bellosta	et	al.,	2013).	

	 Néanmoins,	les	mécanismes	par	lesquels	l’expression	de	la	progérine	conduit	à	la	

perte	 massive	 des	 VSMCs	 sont	 inconnus.	 Ce	 projet	 a	 pour	 objectif	 d’améliorer	 la	

compréhension	 de	 ce	 processus	 et	 de	 permettre	 ainsi	 le	 développement	 de	 nouveaux	

traitements	 contre	 les	 maladies	 cardiovasculaires	 dans	 la	 progéria	 ainsi	 que	 dans	 le	

vieillissement	en	général.	

C. Hypothèses	

	 De	récents	travaux	ont	mis	en	évidence	le	rôle	de	la	PARylation	dans	l’apparition	

des	 troubles	 du	 système	 cardiovasculaire	 dans	 une	 laminopathie	 des	 muscles	 striés	

(Vignier	et	al.,	2018).	Cette	modification	post-traductionnelle	est	catalysée	par	les	PARPs,	

qui	 permettent	 le	 transfert	 de	multiples	 groupes	ADP-ribose	 du	NAD+	 à	 des	 protéines	

acceptrices.	 Cela	 génère	 de	 longues	 chaînes	 de	 poly(ADP-ribose)	 nécessaires	 à	 la	

réparation	 des	 dommages	 à	 l’ADN.	 Le	NAD+	 est	 donc	 un	 co-substrat	 essentiel,	 dont	 le	

métabolisme	 est	 un	 élément	 central	 dans	 l’homéostasie	 cellulaire.	 Sachant	 que	 la	

PARylation,	tout	comme	le	métabolisme	du	NAD+,	sont	altérés	dans	des	cardiomyopathies	

associées	 aux	 mutations	 du	 gène	 LMNA,	 nous	 avons	 ainsi	 émis	 l'hypothèse	 que	

l'expression	de	la	progérine	pourrait	modifier	le	métabolisme	du	NAD+	et	conduire	à	des	

cascades	d'événements	moléculaires	à	l’origine	de	la	perte	des	VSMCs	dans	la	progéria.		

D. Impact		

	 Des	résultats	témoignant	du	rôle	de	la	PARylation	sur	la	perte	des	VSMCs	ouvriront	

la	voie	à	de	nouveaux	travaux	pour	la	mise	au	point	de	traitements	novateurs	améliorant	

la	 pathologie	 cardiovasculaire	 dans	 la	 progéria	 qui	 est	 actuellement,	 une	 maladie	

incurable.		
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Déborah	Cardoso1,	Solenn	Guilbert2,	Aurelie	Carabanola3,	Cécile	Peccate1,	Catherine	

Bartoli3,	Nicolas	Levy3,	Laurence	Colleaux3,	Xavier	Nissan2,	Antoine	Muchir1*	

	
1	Sorbonne	Université,	UPMC	Paris	06,	INSERM	UMRS974,	Center	of	Research	in	

Myology,	Institut	de	Myologie,	F-75013	Paris,	France	
2	CECS,	I-STEM	AFM,	Institute	for	Stem	Cell	Therapy	and	Exploration	of	Monogenic	

Diseases,	28	rue	Henri	Desbruères,	91100	Corbeil-Essonnes,	France	
3	Aix-Marseille	Université,	UMRS910	:	Génétique	médicale	et	Génomique	fonctionnelle,	

Faculté	de	médecine	Timone,	Marseille,	France	

	
*Correspondence:	a.muchir@institut-myologie.org	

ABSTRACT	

Hutchinson-Gilford	 progeria	 syndrome	 (HGPS)	 is	 an	 extremely	 rare	 genetic	 disorder	

associated	with	clinical	and	molecular	features	of	accelerated	aging.	Children	with	HGPS	

appear	asymptomatic	at	birth	but	within	a	year	begin	to	display	the	effects	of	accelerated	

aging.	HGPS	is	a	sporadic	autosomal	dominant	disease	caused	in	almost	all	cases	by	a	de	

novo	 single-base	 substitution	 of	 LMNA,	 encoding	 nuclear	 A-type	 lamins.	 The	 LMNA	

mutation	leads	to	the	synthesis	of	a	truncated	prelamin	A	called	progerin	causing	several	

diseases	phenotypes.	Among	 them,	cardiovascular	disease	 leads	 to	premature	death	of	

patients.	 Vascular	 smooth	 muscle	 cells	 (VSMCs)	 are	 important	 for	 maintaining	 aorta	

integrity.	 Given	 that	 the	 abundance	 and	 functionality	 of	 VSMCs	 decline	 with	 aging	 in	

progeria,	we	investigated	the	mechanisms	by	which	progerin	leads	to	massive	VSMCs	loss.	

Using	 aorta	 tissue	 from	 a	mouse	model	 of	 HGPS,	 LmnaG609G/G609G	mice,	 we	 showed	 an	

increase	 of	 VSMCs	 death	 associated	 with	 an	 increase	 in	 DNA	 damages.	 Poly(ADP-

Ribosyl)ation	 (PARylation)	 is	 now	 recognized	 as	 a	 central	 post-translational	 protein	

modification	that	coordinates	the	building	of	repair	complexes	at	damage	sites	with	the	

timely	controlled	dissociation	of	the	repair	factors.	Our	results	demonstrate	for	the	first	

time	 that	 aberrant	 PARylation	 occurs	 in	 VSMCs	 of	 premature	 aging	 mouse	 model.	

Increased	PARylation	in	VSMCs	from	LmnaG609G/G609G	mice	was	associated	with	a	decrease	

in	nicotinamide	adenine	dinucleotide	(NAD+),	which	is	a	critical	regulator	of	metabolism	
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and	 thus,	 contributes	 to	 the	 pathogenesis.	 In	 conclusion,	 this	 work	 supports	 that	

PARylation	participates	in	VSMCs	loss	in	mouse	model	of	progeria.	In	vitro	Trifluridine-

Tipiracil	Hydrochloride	Mixture	 (TAS)	 treatment	restores	NAD+	 levels	and	 in	vivo,	TAS	

improves	VSMCs	loss	in	LmnaG609G/+	progeria	mouse	model	suggesting	a	novel	approach	

towards	therapeutics	for	cardiovascular	disease	in	progeria.	

INTRODUCTION	

Hutchinson-Gilford	 progeria	 syndrome	 (HGPS)	 is	 a	 rare	 genetic	 disorder	 that	 mimics	

clinical	and	molecular	features	of	ageing.	Classical	form	of	HGPS	is	a	sporadic	autosomal	

dominant	disease	caused	by	a	point	mutation	in	exon	11	of	the	LMNA	gene	(c.1824	C>T;	

p.G608G)	(De	Sandre-Giovannoli	et	al.,	2003;	Eriksson	et	al.,	2003b).	LMNA	encodes	for	

nuclear	 lamins	 A	 and	 C	 proteins	 generated	 by	 alternative	 splicing	 (Lin	 and	Worman,	

1993).	Lamin	A	is	synthetized	as	a	prelamin	A	that	contains	a	C-terminal	farnesylated	CaaX	

motif	 which	 is	 normally	 removed	 by	 ZMPST24	 zinc	 metallo-protease	 to	 form	mature	

lamin	A	(Nigg	et	al.,	1992).	Dominant	1824	C>T	mutation	in	LMNA	gene	activates	a	cryptic	

splice	donor	site	in	prelamin	A	leading	to	the	deletion	of	150	nucleotides	from	exon	11	

and	generation	of	a	50-amino	acids	truncated	pre-lamin	A	(prelamin	AΔ50;	606-656).	The	

50-amino	 acids	 internal	 deletion	 eliminates	 ZMPSTE24	 cleavage	 site	 leading	 to	 the	

synthesis	 of	 an	 incomplete	 processed	 prelamin	 A	which	 is	 constitutively	 farnesylated,	

termed	 progerin.	 Progerin	 retains	 a	 farnesyl	 lipid	 anchor	 inside	 the	 nuclear	 lamina	

resulting	in	a	dose-dependent	toxicity	that	causes	various	cellular	defects	which	includes	

misshapen	nuclear	morphology,	alteration	of	resistance	to	mechanical	stress,	chromatin	

disruption,	epigenetic	and	gene	transcription	changes,	genomic	instability,	mitochondrial	

dysfunction	leading	to	premature	senescence	(Carrero	et	al.,	2016).		

	 Although	affected	children	have	no	symptoms	at	birth,	they	develop	various	clinical	

signs	of	aging	in	their	first	year	of	life.	Clinically,	patients	suffer	from	growth	retardation,	

bone	 and	 tendon	 abnormalities,	 lipodystrophy,	 alopecia	 and	 severe	 cardiovascular	

complications	including	arterial	fibrosis,	loss	of	vascular	smooth	muscle	cells	(VSMCs)	and	

severe	 arterial	 damage.	 Changes	 in	 vascular	 architecture	 and	 pressure	 result	 in	

myocardial	infarction,	which	often	leads	to	premature	death	of	HGPS	patients	at	a	mean	

age	of	14.6	years	(Gordon	et	al.,	2014).	

	 While	 many	 potential	 therapies	 for	 progeria	 have	 emerged	 based	 on	 progerin	

expression	inhibition,	progerin	farnesylation	inhibition,	increased	progerin	clearance	and	

reduction	of	 toxic	effects	of	progerin,	 there	 is	 currently	no	cure	 (Guilbert	et	al.,	2020).	
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Given	that	children	with	progeria	die	prematurely	from	cardiovascular	disease,	improve	

our	knowledge	of	the	mechanisms	through	which	progerin	expression	leads	to	premature	

cardiac	pathology	 is	 essential	 to	provide	 therapies	 for	HGPS	patients.	Previous	 studies	

have	shown	that	progressive	loss	of	aortic	VSMCs	is	characteristic	of	HGPS	patients	(Olive	

et	al.,	2010;	Stehbens	et	al.,	1999,	2001)	and	mouse	models	of	progeria	(Osorio	et	al.,	2011;	

Varga	et	al.,	2006).		

	 In	 large	 arteries	 such	 as	 aorta,	 VSMCs	 have	 a	 strong	 capacity	 to	 regulate	 blood	

pressure	and	flow	distribution	through	their	contractile	function.	As	a	result,	VSMCs	play	

a	key	role	in	the	development	of	cardiovascular	disorders	and	represent	therefore	a	great	

importance	in	understanding	the	mechanisms	leading	to	premature	death	in	patients	and	

in	 mouse	 models	 of	 progeria.	 Few	 studies	 providing	 a	 potential	 mechanism	 linking	

progerin	expression	and	VSMCs	loss	were	focused	on	mechanical	forces.	In	the	LmnaG608G/+	

mouse	 model	 of	 progeria,	 VSMCs	 loss	 is	 more	 severe	 in	 the	 aortic	 arch	 where	 the	

hemodynamic	pressure	induced	by	blood	flow	is	very	important	(Kim	et	al.,	2018;	Zaghini	

et	al.,	2020).	In	addition,	microfluidic	chip	study	of	HGPS	VSMCs	differentiated	from	iPSCs	

confirmed	 the	 vulnerability	 of	 HGPS	 VSMCs	 to	 biomechanical	 forces	 induced	 by	

overexpression	 of	 metalloproteinase	 13	 (MMP13)	 (Pitrez	 et	 al.,	 2020).	 Although	

endothelial	 cells	 are	 exposed	 to	 the	 same	 hemodynamic	 pressures,	 their	 loss	 is	 not	

observed	 in	the	aorta	of	HGPS	patients	or	mouse	models.	Contrary	to	endothelial	cells,	

lamin	B1	expression	is	very	low	in	VSMCs.	Consequently,	it	has	been	shown	that	low	lamin	

B1	expression	combined	with	high	progerin	expression	and	mechanical	stress	 in	HGPS	

VSMCs	triggered	nuclear	envelope	breaks,	contributing	to	the	loss	of	these	cells	(Kim	et	

al.,	2021).	Consistently,	disrupting	the	LINC	complex	to	reduce	the	forces	transmitted	to	

nuclei,	which	are	 induced	by	mechanical	 stress,	 increases	 the	survival	of	VSMCs	 in	 the	

LmnaG609G/G609G	model	(Kim	et	al.,	2018).	Despite	its	importance,	investigation	of	VSMC	cell	

death	signaling	has	been	extremely	limited.		

	 Similar	 to	other	muscular	cells,	VSMCs	convert	chemical	energy	 from	adenosine	

triphosphate	 (ATP)	 into	 mechanical	 activity,	 which	 is	 necessary	 to	 generates	 cell	

contractions.	 Given	 that	 ATP	 production	 is	 dependent	 on	 nicotinamide	 adenine	

dinucleotide	(NAD),	this	metabolic	co-factor	emerges	as	potential	new	therapeutic	target	

for	 striated	 muscle	 laminopathies	 (Cardoso	 and	 Muchir,	 2020)	 suggesting	 as	 well	 a	

potential	 role	 of	 NAD	 in	 HGPS	 VSMCs	 dysfunction.	 NAD	 is	 found	 in	 cells	 either	 in	 its	

oxidized	(NAD+)	or	reduced	(NADH)	form	(Berger	et	al.	2004).	NAD+	is	a	precursor	of	ATP	
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synthesis	as	well	as	a	cofactor	for	various	enzymes	such	as	Poly-ADP	Ribose	Polymerases	

(PARPs),	 Sirtuines	 (SIRTs),	 and	 Poly	 (Adenosine	 diphospho-ribose)	 (ADPR)	 synthases	

(Magni	 et	 al.,	 1999).	 Among	 them,	 PARPs	 are	 major	 cellular	 NAD+	 consumers	 by	 the	

catalysis	of	Poly(ADP-Ribosyl)ation	(PARylation),	a	post-translational	modification	that	

plays	 an	 important	 role	 in	DNA	damage	detection	 and	 repair,	 chromatin	modification,	

transcription	and	cell	death	pathways	(Chambon	et	al.,	1963).	PARPs	allows	the	transfer	

of	multiple	ADP-ribose	groups	from	NAD+	to	acceptor	proteins,	generating	long	poly(ADP-

ribose)	chains	(PAR).	NAD+	is	therefore	an	essential	co-substrate	that	can	be	synthetized	

from	various	precursors	by	three	independent	intracellular	pathways.	De	novo	and	Preiss-

Handler	pathways	lead	to	NAD+	synthesis	from	tryptophan	(Trp)	and	nicotinic	acid	(NA)	

in	the	diet	but	the	major	pathway	for	maintaining	intracellular	NAD+	levels	is	the	salvage	

pathway	(Revollo	et	al.,	2004).	The	salvage	pathway	consists	in	recycling	NAM	released	

during	 NAD+	 consumption	 reactions	 into	 nicotinamide	 mononucleotide	 (NMN)	 then	

converted	 in	 NAD+	 by	 Nicotinamide	 phosphoribosyltransferase	 (Nampt)	 that	 is	 the	

limiting	enzymes	in	this	pathway.	Moreover,	nicotinamide	riboside	(NR)	is	another	NAD+	

precursor	which	 is	 transformed	 in	 NMN	 by	 nicotinamide	 riboside	 kinase	 (NRK2)	 and	

enhances	NAD+	 levels	 through	 the	 salvage	pathway	 (Bieganowski	 and	Brenner,	 2004).	

Maintaining	balance	between	NAD+	degradation	and	biosynthesis	is	therefore	critical	for	

cellular	homeostasis.		

	 This	project	consisted	in	studying	the	molecular	mechanisms	by	which	progerin	

expression	 leads	 to	 massive	 loss	 of	 VSMCs	 in	 HGPS.	 We	 hypothesized	 that	 progerin	

expression	could	modify	NAD+	metabolism	leading	to	cascades	of	molecular	events	that	

cause	 the	 loss	 of	 VSMCs.	 Using	 two	models	 of	 the	 pathology,	LmnaG609G/G609G	mice	 and	

cultured	LmnaG609G/G609G-VSMCs,	we	demonstrated	aberrant	PARylation	associated	with	a	

decrease	 in	 NAD+.	 Treatment	 of	 VSMCs	 from	 LmnaG609G/G609G	 with	 a	 PARP	 inhibitor,	

Trifluridine-Tipiracil	 Hydrochloride	 Mixture	 (TAS),	 restores	 NAD+	 levels.	 In	 vivo,	 TAS	

improves	VSMC	loss	in	LmnaG609G/+	progeria	mouse	model.		

RESULTS	

Reduced	VSMCs	in	aorta	of	LmnaG609G/G609G	mice	

To	analyze	the	effect	of	progerin	expression	on	vascular	disease,	we	studied	a	knock-in	

mouse	 model	 LmnaG6096G/G6096G	 carrying	 the	 most	 common	 mutation	 found	 in	 HGPS	

patients	(Osorio	et	al.,	2011).	LmnaG6096G/G6096G	mice	express	progerin	and	recapitulates	
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most	of	the	clinical	features	observed	in	patients	such	as	growth	retardation,	weight	loss,	

lipodystrophy,	alopecia	as	well	as	a	reduced	longevity.	Immunoblotting	in	aortic	arch	and	

thoracic	 aorta	 confirmed	 progerin	 expression	 in	 several	 regions	 of	 the	 aorta	 from	

LmnaG6096G/G6096G	mice	(Figure	28A).	Hematoxylin	&	Eosin	(H&E)	staining	on	aortic	arch	

cross	section	showed	a	decrease	in	the	thickness	of	the	media	layer	containing	VSMCs	in	

LmnaG6096G/G6096G	 mice	 (Figure	 28B).	 In	 those	 mice,	 aorta	 media	 thickness	 was	

significantly	 reduced	 (Figure	 28B).	 Immunostaining	 of	 aorta	 cross	 sections	 showed	

decreased	 abundance	 of	 smooth	muscle	 actin	 protein	 (SMA)	 in	 LmnaG6096G/G6096G	 mice	

(Figure	28C)	confirming	VSMC	loss	in	aorta	of	mice	that	express	progerin.		

Progerin	expression	causes	cell	death	in	aorta	of	LmnaG609G/G609G	mice	

To	better	understand	mechanisms	involved	in	media	cell	depletion	of	progerin-expressing	

mice,	we	analyzed	cell	death	by	performing	Terminal	Deoxynucleotidyl	Transferase	dUTP	

Nick	 end	 Labeling	 (TUNEL)	 staining.	 TUNEL	 is	 a	 quantitative	 assay	 based	 on	 the	

fragmentation	of	DNA	by	nucleases	that	leave	3'OH	ends	free	during	cell	apoptosis.	The	

use	 of	 a	 terminal	 transferase	 allows	 the	 addition	 of	 dUTPs	 coupled	 to	 a	 fluorochrome	

resulting	in	visualization	of	undergoing	apoptotic	cells.	An	increase	in	the	TUNEL-positive	

cells	was	observed	in	aorta	cross	sections	of	LmnaG609G/G609G	mice	compared	to	WT	mice	

(Figure	28D).	We	next	investigate	the	expression	of	pro-apoptotic	factors	in	mice	aorta.	

By	 immunoblotting	 we	 showed	 an	 increase	 in	 Cytochrome	 C	 (Cyt	 C)	 and	 apoptosis-

inducing	 factor	 (AIF)	 protein	 expression	 in	 both	 aortic	 arch	 and	 thoracic	 aorta	 from	

LmnaG609G/G609G	mice	 (Figure	 28E).	 Given	 that	 Cyt	 C	 is	 a	 caspase-dependent	 apoptosis	

factor	while	AIF	is	a	caspase-independent	apoptosis	factor,	these	results	show	all	together	

that	progerin	expression	in	aorta	of	LmnaG609G/G609G	mice	causes	increased	cell	death	by	

apoptosis.	

Enhanced	apoptosis	in	cultured	VSMCs	from	LmnaG609G/G609G	mice	

To	discriminate	mechanisms	deregulated	specifically	in	VSMCs	from	other	aorta	cell	types	

such	 as	 endothelial	 cells,	 we	 studied	 in	 vitro	 VSMCs	 cells	 isolated	 from	 either	

LmnaG609G/G609G	mice	(LmnaG609G/G609G-VSMCs)	or	WT	mice	(WT-VSMCs).	Isolation	of	VSMCs	

from	mice	aorta	was	confirmed	by	immunoblotting	showing	SMA	expression	in	both	WT-

VSMCs	 and	 LmnaG609G/G609G-VSMCs	 (Figure	 29A).	 As	 expected,	 LmnaG609G/G609G-VSMCs	

showed	progerin	expression	(Figure	29A).	Progerin	expression	in	LmnaG609G/G609G-VSMCs	

increased	cell	death	(Figure	29B).	Enhanced	apoptosis	was	observed	in	vitro	by	increased	
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AIF,	Cyt	C	and	Cleaved	caspase	3	(Cleaved	Cas	3)	protein	expression	in	LmnaG609G/G609G-

VSMCs	(Figure	29C).	Given	that	caspase-independent	apoptosis	is	initiated	by	the	release	

of	 AIF	 from	 the	mitochondria	 to	 the	 cytosol,	 we	 analyzed	 AIF	 cellular	 localization	 by	

immunofluorescence.	 We	 showed	 decreased	 colocalization	 of	 AIF	 and	 mitochondria	

stained	by	mitotracker	in	LmnaG609G/G609G-VSMCs	(Figure	29D).	Collectively,	these	results	

support	the	idea	that	LmnaG609G/G609G-VSMCs	apoptosis	is	related	to	the	loss	of	this	cell	type	

in	aorta	from	LmnaG609G/G609G	mice.		

Increased	DNA	damage	is	LmnaG609G/G609G-VSMCs	

To	 determine	 the	 leading	 causes	 of	 increased	 apoptosis	 in	 LmnaG609G/G609G-VSMCs,	 we	

performed	comet	assay.	This	assay	detects	DNA	breaks	reflected	by	the	comet	tails	length	

that	results	from	cell	nuclei	electrophoresis.	Comet	tail	length	was	significantly	increased	

in	LmnaG609G/G609G-VSMCs	compared	to	WT-VSMCs	(Figure	29E).	Additionally,	we	studied	

immunostaining	of	the	phosphorylated	form	of	histone	H2Ax	(γH2Ax)	which	illustrates	

double-stranded	DNA	breaks.	Staining	quantification	showed	an	increased	in	the	mean	of	

γH2Ax	foci	per	nuclei	in	LmnaG609G/G609G-VSMCs	(Figure	29F).		

LmnaG609G/G609G	 mice	 and	 LmnaG609G/G609G-VSMCs	 exhibit	 altered	 PARylation	 and	

NAD+	salvage	pathway		

Given	that	LmnaG609G/G609G-VSMCs	accumulate	DNA	breaks	and	show	increased	apoptosis,	

we	 focused	 on	 PARylation,	 a	 post-translational	 modification	 involved	 in	 DNA	 damage	

repair	in	the	presence	of	NAD+	(Figure	30A).	Immunoblotting	of	PARylation	detected	by	

poly(ADP-ribose)	 (PAR)	 monoclonal	 antibody	 showed	 a	 significantly	 increased	

PARylation	 in	aorta	 from	LmnaG609G/G609G	mice	and	LmnaG609G/G609G	-VSMCs	compared	 to	

WT	mice	 and	VSMCs	 (Figure	30B).	 PARylation	 is	 catalyzed	by	PARPs	 enzymes	 among	

them	 PARP-1	 is	 the	 main	 isoform	 that	 consume	 NAD+.	 We	 therefore	 assessed	 the	

expression	 of	 PARP-1	 and	 NAD+	 salvage	 proteins.	 Immunoblotting	 showed	 that	 the	

increased	PARylation	was	correlated	with	 increased	PARP-1	protein	expression	 in	vivo	

and	in	vitro	in	LmnaG609G/G609G	samples	compared	to	WT	(Figure	30C).	In	addition,	there	

was	a	significant	decreased	expression	of	Nampt	and	NRK2	in	both	 in	vivo	and	 in	vitro	

LmnaG609G/G609G	samples	compared	to	WT	(Figure	30C).	All	together,	these	data	show	that	

progerin	 expression	 in	 VSMCs	 increases	 expression	 of	 NAD+	 consuming	 enzymes	 and	

decreases	NAD+	 salvage	 pathway	 proteins	 expression	 suggesting	 a	 decreased	 in	NAD+	

levels	in	LmnaG609G/G609G	-VSMCs.	
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LmnaG609G/G609G-VSMCs	display	an	alteration	in	NAD+	levels		

We	next	assessed	NAD+	level	in	LmnaG609G/G609G-VSMCs	and	showed	that	the	NAD+	cellular	

levels	 were	 significantly	 lowered	 in	 LmnaG609G/G609G-VSMCs	 compared	 to	 WT-VSMCs	

(Figure	30D).	Given	that	a	decreased	in	NAD+	 levels	is	a	cytotoxic	cellular	stress,	these	

data	 suggest	 that	 NAD+	 depletion	 could	 participates	 in	 increased	 apoptosis	 of	

LmnaG609G/G609G-VSMCs.	

Z	compound	inhibits	PARP-1	activity	and	increases	NAD+	levels	

Given	that	PARP-1	is	increased	and	NAD+	levels	are	decreased	in	LmnaG609G/G609G-VSMCs,	

we	focused	on	these	two	observations	to	identify	therapeutic	compounds	able	to	improve	

cell	survival.	We	performed	drug	screening	on	VSMCs	derived	from	HGPS	iPSCs	patients	

(HGPS-VSMCs)	 or	 from	 healthy	 control	 (Ctrl-VSMC).	 We	 first	 confirmed	 by	

immunoblotting	the	SMA	expression	in	VSMCs	and	progerin	expression	in	HGPS-VSMCs	

(Figure	31A).	Immunofluorescence	of	VSMCs	with	laminA/C	staining	showed	an	increase	

in	 abnormal	 nuclear	 morphology	 in	 HGPS-VSMCs	 and	 senescence	 was	 increased	

compared	to	Ctrl-VSMCs	as	shown	by	β-gal	staining	(Figure	31B).	Moreover,	NAD+	was	

significantly	 decreased	 in	 HGPS-VSMCs	 as	 previously	 demonstrated	 in	 LmnaG609G/G609G	

models.	Overall,	these	data	validate	the	use	of	HGPS-VSMCs	model	for	drug	screening.	As	

a	results,	a	high-throughput	screening	was	performed	in	order	to	quantify	NAD+/NADH	

ratio	 in	 384-well	 plates	 (Figure	 31D).	 Small	 molecules	 from	 2	 different	 compound	

libraries	were	tested	on	HGPS-VSMCs.	Quantification	of	NAD+/NADH	ratio	was	performed	

using	 spectrophotometry	and	 cell	 viability	was	measured	by	 counting	Hoechst	 stained	

cells	using	an	automated	imaging	system.	DMSO	0.1%	and	FK866	(1	μM)	were	used	as	

negative	and	positive	controls,	 respectively.	Drug	screening	was	performed	 in	one	run	

with	 two	 sets	 of	 plates,	 the	 first	 for	 measuring	 NAD+/NADH	 ratio,	 the	 second	 for	

measuring	cell	viability.	Quality	control	for	the	assay	was	ensured	by	the	calculation	of	a	

Z′	 factor	between	negative	and	positive	 controls	 that	was	not	 inferior	 to	0.8.	Libraries	

compounds	were	considered	as	potential	candidates	when	their	effect	was	greater	than	3	

standard	deviations	from	the	mean	of	all	tested	compounds	without	affecting	cell	viability	

to	an	extent	of	greater	than	30%.	This	led	to	a	first	list	of	48	hits	which	were	only	9	after	

retest	experiment.	By	dose-response	experiments,	3	compounds	were	validated	with	an	

efficiency	of	greater	than	50%,	without	cell	toxicity	(Figure	31D).	Measurement	of	PARP-

1	activity	with	these	3	molecules	reveled	that	TAS	is	a	great	candidate	by	inhibiting	PARP-

1	activity	and	increasing	NAD+	levels	for	the	treatment	of	LmnaG609G/G609G	models	(Figure	
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31D).		

Z	treatment	restores	NAD+	levels	and	improves	aortic	disease		

To	 confirm	 the	 beneficial	 effect	 of	 TAS	 on	 NAD+	 levels	 in	 LmnaG609G/G609G-VSMCs,	 we	

quantified	NAD+	 levels	 after	 48h	 treatment	 of	 TAS	 (5µM).	 In	 vitro	TAS	 treatment	was	

sufficient	 to	 restore	 NAD+	 of	 LmnaG609G/G609G-VSMCs	 (Figure	 32A).	 We	 then	 treated	

LmnaG609G/+	 mice	 with	 either	 100mg/kg	 or	 150mg/kg	 of	 TAS	 during	 4	 weeks.	 Both	

LmnaG609G/+	and	LmnaG609G/G609G	mice	developed	accelerated	aging	associated	phenotypes	

but	 disease	 phenotypes	 appeared	 at	 earlier	 and	 progressed	 more	 rapidly	 in	

LmnaG609G/G609G	mice.	 Quantification	 of	 H&E	 staining	 on	 aorta	 cross	 section	 showed	 a	

significant	increase	in	the	media	thickness	when	LmnaG6096G/+	mice	were	treated	with	TAS	

(Figure	32B).	Thus,	we	found	an	increased	abundance	of	VSMCs	in	media	layer	of	TAS-

treated	LmnaG6096G/+	mice	with	both	100mg/kg	and	150mg/kg	(Figure	32C).		

DISCUSSION	

HGPS	is	a	rare	disease	of	accelerated	ageing	caused	by	the	expression	of	progerin,	a	toxic	

protein	 that	 induces	 in	 most	 cases	 the	 premature	 death	 of	 patients	 following	 severe	

cardiovascular	pathology.	Decreased	VSMCs	abundance	and	functionality	is	a	hallmark	of	

HGPS.	Given	that	VSMCs	play	an	important	role	in	maintaining	aortic	integrity,	the	current	

studies	 provide	 insight	 into	 the	 mechanisms	 by	 which	 progerin	 expression	 leads	 to	

massive	loss	of	VSMCs	in	a	mouse	model	of	progeria,	LmnaG609G/G609G	mice.		

	 LmnaG609G/G609G	 knock-in	 mice	 express	 progerin	 and	 recapitulates	 main	 clinical	

features	 of	 HGPS	 patients	 including	 cardiovascular	 abnormalities.	 Among	 them,	 we	

validated	massive	loss	of	VSMCs	by	studying	the	media	layer	containing	the	VSMCs	in	the	

aorta.	The	decrease	in	media	thickness	as	well	as	the	decrease	of	smooth	muscle	actin	in	

the	aorta	of	LmnaG609G/G609G	mice	confirm	aortic	depletion	in	progerin-expressing	mice.	We	

observed	 increased	 cell	 apoptosis	 in	both	 aorta	 and	 cultured	VSMCs	of	LmnaG609G/G609G	

mice.	Therefore,	enhanced	cell	apoptosis	trigger	loss	of	VSMCs	in	LmnaG609G/G609G	mice.	We	

found	in	progerin-expressing	VSMCs	increased	expression	of	pro-apoptotic	factors	such	

as	 AIF,	 Cyt	 C	 and	 cleaved-Cas	 3	 suggesting	 the	 involvement	 of	 two	 complementary	

apoptotic	mechanisms.	The	first	relates	to	caspase	dependent	apoptosis.	This	cell	death	

mechanism	involves	signaling	pathways	in	which	Cytochrom	C	and	cleaved	caspase	are	

essential	 for	 this	 process.	 The	 second	 insight	 is	 the	 caspase	 independent	 apoptosis	

observed	in	our	study	by	AIF	that	we	found	increased	in	VSMCs	from	LmnaG609G/G609G	mice	
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compared	 to	 WT.	 The	 release	 of	 AIF	 from	 mitochondria	 and	 its	 translocation	 to	 the	

nucleus	 have	 been	 associated	 to	 DNA	 fragmentation	 resulting	 in	 cell	 death	 known	 as	

independent	caspase	apoptosis	or	“Parthanatos”	(Wang	et	al.,	2009).	In	cultured	VSMCs,	

we	showed	that	unlike	WT-VSMCs,	where	AIF	is	localized	in	the	mitochondria,	AIF	were	

in	 the	 cytoplasm	of	LmnaG609G/G609G-VSMCs	 confirming	Parthanatos	 cell	 death	 in	HGPS-

VSMCs.		

	 The	identification	of	Parthanatos	in	VSMCs	from	LmnaG609G/G609G	mice	adds	to	our	

understanding	 of	 mechanisms	 underlying	 vascular	 pathology	 in	 HGPS.	 Because	

Parthanatos	 is	 associated	 with	 PARylation,	 we	 focused	 on	 this	 post-translational	

modification	 involved	 in	 DNA	 damage	 repair.	 We	 first	 demonstrated	 increased	 DNA	

breaks	 in	LmnaG609G/G609G-VSMCs.	As	a	results,	PARP-1	expression	and	PARylation	were	

increased	 in	 both	 aorta	 and	 cultured	 VSMCs	 of	 LmnaG609G/G609G	 mice	 suggesting	 an	

increased	 NAD+	 consumption	 as	 PARP-1	 is	 the	 main	 cellular	 NAD+	 consumer.	

Measurement	of	NAD+	confirmed	NAD+	cellular	levels	decrease	in	LmnaG609G/G609G-VSMCs.	

However,	NAD+	 levels	were	not	quantified	 in	 vivo.	 Further	 experiments	 are	warranted	

such	as	high-performance	 liquid	chromatography	or	plasmatic	quantification	assays	 in	

order	to	confirmed	NAD+	decreased	in	LmnaG609G/G609G.		

	 We	 also	 found	 a	 decrease	 in	 the	 expression	 of	 NRK2	 and	 Nampt	 which	 is	 the	

limiting	 enzyme	 of	 NAD+	 salvage	 pathway	 in	 LmnaG609G/G609G-VSMCs.	 Decreased	 NAD+	

levels	in	progerin-expression	VSMCs	can	therefore	also	be	explained	by	the	decrease	in	

proteins	expression	of	the	NAD+	salvage	pathway.	Taken	together,	these	results	suggested	

that	both	an	increased	in	NAD+	consumption	and	a	decrease	in	its	synthesis	lead	to	a	drop	

in	NAD+	levels	participating	in	apoptosis	of	VSMCs	from	LmnaG609G/G609G	mice.	In	the	past,	

our	 group	 reported	 the	 rescue	 of	 NAD+	 biosynthesis	 by	 nicotinamide	 riboside	 (NR)	

supplementation	 protects	 the	 heart	 in	 cardiomyopathy	 caused	 by	 lamin	 A/C	 gene	

mutation	 (Vignier	 et	 al.,	 2018).	 However,	 since	 NR	 is	 the	 substrate	 of	 NRK2	which	 is	

decreased	in	VSMCs	from	LmnaG609G/G609G	mice,	this	therapeutic	strategy	would	not	have	

been	optimal	for	our	model.	In	this	context,	we	used	high-throughput	screening	as	drug-

discovery	 in	 order	 to	 rapidly	 assess	 a	 large	 number	 of	 candidate	 compounds	 able	 to	

inhibits	PARP-1	and	increases	NAD+	cellular	levels.	Given	that	high-throughput	screening	

is	 a	 standardized	 and	 reproducible	methods,	we	 used	VSMC	differentiated	 from	 iPSCs	

HGPS	 patients.	 This	 allows	 the	 identification	 of	 TAS	 as	 a	 good	 drug	 candidate.	 Using	

LmnaG609G/G609G-VSMCs,	we	showed	that	TAS	treatment	is	sufficient	to	restore	NAD+	levels	
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at	WT	levels.	Moreover,	the	treatment	of	LmnaG609G/+	mice	with	TAS	was	able	to	decreased	

loss	of	VSMCs	confirming	the	direct	link	between	PARylation	and	vascular	pathology	in	

Progeria.	

	 Overall,	our	data	demonstrate	an	alteration	of	PARylation	in	progerin-expressing	

VSMCs.	 However,	 the	 link	 between	 progerin	 and	 PARylation	 is	 unclear.	 Progerin	

expression	which	leads	to	genomic	instability	results	in	the	occurrence	of	DNA	breaks	in	

VSMCs	from	LmnaG609G/G609G	mice	 leading	to	an	 increased	PARylation	 in	order	to	repair	

DNA	damage.	Future	studies	in	Zmpste24−/−	mouse	model	would	establish	the	direct	link	

between	 progerin	 expression	 and	 increased	 PARylation.	 Indeed,	 this	 model	 does	 not	

express	 ZMPSTE24	 enzyme	 therefore,	 Zmpste24−/−	 mice	 constitutively	 express	

farnesylated	 prelamin	 A	 in	 contrast	 to	 progeria	 which	 results	 from	 the	 expression	 of	

progerin,	a	farnesylated	prelamin	AΔ50.		

	 In	conclusion,	this	work	aimed	to	address	important	issues	that	severely	limit	the	

understanding	of	premature	ageing	syndromes	using	different	models.	The	later	allowed	

us	 to	 highlight	 the	 role	 of	 PARylation	 in	 VSMCs	 loss	 and	 resulting	 in	 development	 of	

cardiovascular	pathology	 in	progeria.	VSMCs	 that	express	progerin	have	defects	 in	 the	

expression	 of	 enzymes	 for	 NAD+	 biosynthesis.	 This	 cofactor	 is	 essential	 for	 PARP-1	

activity,	which	is	overexpressed	for	the	DNA	damage	response.	PARylation	increased	can	

be	controlled	by	the	use	of	TAS	which	allows	the	conservation	of	NAD+	cellular	levels	as	

well	 as	 maintaining	 of	 VSMCs	 in	 aorta.	 In	 this	 study,	 PARylation	 has	 emerged	 as	 an	

important	target	for	the	development	of	treatments	against	cardiovascular	pathology	in	

HGPS	patients	for	whom	there	is	currently	no	cure.	

MATERIELS	AND	METHODS	

Mouse	model		

Knock-in	 mice	 model	 LmnaG609G/G609G	 and	 LmnaG609G/+	 carrying	 the	 Lmna	 c.1827C>T	

(p.Gly609Gly)	mutation	have	been	previously	described	(Osorio	et	al.,	2011).	 It	mimics	

the	 c.1824C>T	 (p.Gly608Gly)	 mutation	 that	 causes	 progeria	 and	 induces	 progerin	

accumulation	with	 transcriptional,	histological	and	clinical	alterations,	characteristic	of	

HGPS	patients.	Mice	were	fed	chow	and	housed	in	a	disease-free	barrier	facility	with	12	h	

light/12	 h	 dark	 cycles.	 TAS	was	 delivered	 to	 LmnaG609G/+	mice	 at	 a	 dose	 of	 100/kg	 or	

150/kg	per	day	orally	by	gavage	at	2	weeks	during	4	weeks.	Tissues	from	LmnaG609G/G609G	

mice,	LmnaG609G/+	and	WT	mice	were	collected	at	4	to	5	months.	All	animal	studies	were	
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approved	by	the	French	Ministry	of	Health	at	the	Marseille	medical	genetics	institute	for	

the	Care	and	Use	of	Experimental	Animals.	

VSMCs	isolation	and	culture		

Primary	 VSMCs	 were	 prepared	 from	 aorta	 of	 4	 weeks	 WT	 and	 LmnaG609G/G609G	 mice	

following	a	protocol	adapted	from	(Shimizu	et	al.,	1995).	After	asphyxiate	mouse	with	CO2	

for	2	min,	heart	was	perfused	through	the	apex	with	1	ml	1X	sterile	HBSS	(Gibco).	2	aortas	

were	pooled	into	the	HBSS	in	15	ml	conical	in	a	cool	place.	Aortas	were	incubated	at	37°C	

for	 8-10	 minutes	 with	 enzyme	 solution	 containing	 collagenase	 (1	 mg/ml)	 (Gibco),	

soybean	 trypsin	 inhibitor	 (1	 mg/ml)	 (Gibco),	 elastase	 (0.744	 units/ml)	 (Gibco),	 1%	

pen/strep	(Gibco)	and	HBSS.	Aortas	were	washed	with	DMEM/F12	(Gibco)	media	before	

removing	endothelial	cell	layer.	Aortas	were	incubated	at	37°C	in	5%	CO2	in	the	incubator	

for	about	an	hour	within	enzyme	solution.	After	centrifugation,	cells	were	seeded	on	3	

wells	of	a	48	well	dish	DMEM/F12	media.	VSMCs	were	then	cultured	in	DMEM/F12	media	

containing	10%	fetal	bovine	serum	(Gibco)	and	1%	pen/strep.	

Fibroblast	culture	and	reprogramming	

As	previously	described	in	(Lo	Cicero	et	al.,	2016b),	HGPS	Fibroblasts	(4603)	used	in	this	

study	was	 isolated	from	a	patient	biopsy	taken	 in	the	Assistance	Publique	Hôpitaux	de	

Marseille	during	diagnostic	procedures	(referred	as	HGPS-VSMCs	in	this	study).	Informed	

consents	were	obtained	from	the	parents	of	the	patient	included	in	this	study,	complying	

with	 the	 ethical	 guidelines	 of	 the	 institutions	 involved	 and	 with	 the	 legislation	

requirements	of	the	French	ministry.	The	HGPS	cell	line	explored	in	this	study	have	been	

prepared	and	stored	according	to	the	French	regulation	by	the	labeled	Biological	Resource	

Center	 of	 Tissues,	 DNA,	 Cells	 (CRB	 TAC),	 Department	 of	 Medical	 Genetics,	 la	 Timone	

Hospital,	Marseille	(Dr	A	De	Sandre-Giovannoli	and	Mrs	K.	Bertaux).	The	fibroblast	cell	

line	used	belong	to	a	biological	sample	collection	declared	to	the	French	ministry	of	Health	

whose	use	for	research	purposes	was	authorized	by	the	French	ministry	of	Health.	Control	

cell	line	were	used	in	this	study.	Cell	line	(8243)	was	provided	by	Coriell	Cell	Repository	

(Camden,	USA)	(referred	as	WT	VSMCs	in	this	study).	Cells	were	obtained	from	the	NINDS	

Human	Genetics	Resource	Center	DNA	and	Cell	Line	Repository.	NINDS	Repository	sample	

numbers	corresponding	to	the	samples	used	are	DM4603.	Cultures	were	maintained	in	

Dulbecco’s	 modified	 Eagle’s	 medium + GlutaMAX	 II + 4500 mg/L	 D-Glucose	 (Gibco),	

supplemented	 with	 20%	 fetal	 bovine	 serum	 (research	 grade,	 Sigma)	 and	 1%	 sodium	
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pyruvate	100 mM	(Life	technologies).	Cell	cultures	were	maintained	at	37 °C,	in	5%	CO2	in	

a	humidified	atmosphere,	with	the	media	changed	every	2	days.	Fibroblasts	from	the	four	

cell	lines	were	reprogrammed	into	iPS	cells	using	Yamanaka’s	original	method	with	OCT4,	

KLF4,	SOX2,	c-myc,	and	transferred	using	retroviral	vectors.		

iPS	VSMC		

As	previously	describe	 in	(Lo	Cicero	et	al.,	2016b),	WT	and	HGPS	iPSCs	were	grown	in	

colonies	on	mouse	embryonic	fibroblasts	(MEF),	inactivated	with	10	mg/ml	mitomycin	C	

seeded	at	30,000	cells/cm2,	and	grown	as	previously	described.	iPSCs	were	differentiated	

into	 mesenchymal	 stem	 cells	 (MSCs)	 using	 directed	 protocols	 for	 differentiation	

previously	 published	 by	 our	 group.	 SMC	 differentiation	 of	 iPSC	 was	 performed	 using	

embryoid	body	(EB)	formation.	EBs	were	cultured	for	10	days	at	37	°C,	 in	5%	CO2	 in	a	

humidified	atmosphere,	with	media	changes	every	2	days.	CD34+	cells	were	isolated	from	

EBs	on	day	10.	The	percentage	of	CD34+	cells	in	EBs	was	between	0.4%	and	1.5%.	Isolated	

cells	were	grown	on	24-well	plates	(~30,000	cells/cm2)	coated	with	0.1%	gelatin,	in	the	

presence	of	endothelial	growth	medium-2	(EGM-2,	Lonza)	supplemented	with	PDGFBB	

(50	ng/mL,	Prepotech).	After	4	passages,	the	medium	was	replaced	with	Smooth	Muscle	

Growth	Medium-2	 (SmGM-2)	 (Lonza	 CC-3182)	 for	 4	 additional	 passages.	 Cell	 cultures	

were	maintained	at	37	°C,	in	5%	CO2	in	a	humidified	atmosphere,	with	the	media	changed	

every	2	days.		

Immunoblotting	

For	protein	extraction,	 tissues	or	whole-cell	 lysates	were	added	 in	FastPrep	tubes	(MP	

Biomedicals)	with	300µl	of	lysis	buffer	(Cell	Signalling).	After	5	FastPrep	cycles,	samples	

were	centrifuged	and	the	supernatant	were	then	collected.	The	lysates	were	separated	by	

10%	 SDS-polyacrylamide	 gel	 electrophoresis	 and	 transferred	 to	 nitrocellulose	

membranes	 (Invitrogen).	Blotted	membranes	being	were	blocked	 in	5%	bovine	 serum	

albumin	(BSA)	in	Tris–buffered	saline	containing	1%	Tween	20	(TBS-T)	for	1	h	at	room	

temperature	 followed	 by	 incubation	 overnight	 at	 4°C	 with	 the	 appropriate	 primary	

antibody	 (Table	 5).	 After	 washing	 with	 TBS-T,	 membranes	 were	 for	 1h	 at	 room	

temperature	incubated	with	secondary	anti-rabbit	or	anti-mouse	antibodies	conjugated	

to	a	 fluorescent	dye	(Table	5).	Subsequent	to	being	washed	with	TBS-T	the	signal	was	

revealed	 using	 ChemiDoc	 MP	 Imaging	 System	 (Biorad).	 Bands	 were	 quantified	 using	

Image	J	software.	
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Immunofluorescence	and	histology	

Tissues	were	embedded	in	Tragacanth	(Sigma)	before	being	frozen	and	sectioned	(10µm)	

with	 cryostat	 (Leica)	 for	 staining.	 Sections	 or	 cells	 were	 fixed	 in	 4%	 formaldehyde	

(Electron	 Microscopy	 Sciences)	 stained	 with	 H&E	 (Biogents).	 For	 immunostaining,	

samples	were	incubated	in	blocking	solution	containing	(5%	Goat	Serum	+	1%BSA	+	0.2%	

Triton).	 Primary	 antibodies	 (Table	 6)	 were	 incubated	 overnight	 at	 4°C	 in	 blocking	

solution.	 After	 washing	 with	 PBS	 (Gibco),	 samples	 were	 incubated	 with	 secondary	

antibodies	(Table	6)	and	Hoechst	(Invitrogen)	for	1	h	at	room	temperature.	Slices	were	

mounted	in	Fluorescence	Mounting	Medium	(Dako).	Immunostained	slices	were	scanned	

with	confocal	microscope.		

TUNEL	assay	

TUNEL	 staining	 were	 performed	 using	 a	 TUNEL	 cell	 detection	 kit	 (Roche	 Molecular	

Biochemicals,	Mannheim,	Germany)	according	to	the	manufacturer’s	protocol.	Aorta	cross	

sections	were	exposed	 to	a	medium	containing	125	μM	neomycin	and	500	μM	sodium	

selenite	 for	1	h.	 Slices	were	 then	washed	with	PBS	and	 fixed	 in	4%	paraformaldehyde	

before	 being	 incubated	with	 50	 μL	 of	 TUNEL	 reaction	mixture	 (TdT	 and	 fluorescein–

dUTP)	at	37°C	for	60	min	in	a	humid	atmosphere.	The	TUNEL	intensity	within	aorta	cross	

sections	was	examined	with	confocal	microscope.		

NAD+	concentration	quantification	

Fresh	striated	muscles	tissues	were	homogenized	and	processed	according	to	previous	

report	 (Sander	 et	 al.,	 1976).	 The	 concentration	 of	 NAD+	 was	 determined	 using	 a	

spectrophotometric	 assay	 as	 described	 previously	 (Bernofsky	 and	 Swan,	 1973).	

Absorption	 measurements	 were	 carried	 out	 in	 96-well	 plates	 by	 spectrophotometry	

(Tecan).	

Comet	assay	

Comet	assay	were	performed	according	to	instructions	provided	with	the	OxiSelect	Comet	

Assay	Kit	(Cell	Biolabs).	Cells	were	lysed	for	30	min	at	4°C,	immersed	in	1x	TBE	buffer	for	

15	min,	and	electrophoresis	was	performed	at	neutral	pH	at	1	V/cm	(measured	electrode	

to	electrode)	for	30	min.	Slides	were	immersed	in	H2O	for	5	min,	70%	ethanol	for	5	min,	

and	dried	at	room	temperature	overnight.	Samples	were	then	stained	with	SYBR	Green	

and	imaged	with	a	confocal	microscope.	DNA	damage	was	assessed	by	measuring	comet	

tail	length	using	OpenComet	software	(v1.3.1).		
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β-galactosidase	staining	

β-galactosidase	staining	was	performed	following	the	Senescence	Detection	Kitprotocol	

(Sigma-Aldrich).	The	assay	is	based	on	a	histochemical	stain	for	senescence-associated	β-	

galactosidase	(β-gal)	activity	at	pH	6.	VSMCs	were	washed	in	1×	PBS	and	incubated	with	

fixation	buffer	7	min	at	room	temperature.	Staining	solution	was	prepared	with	stock	X-

gal	solution	according	to	the	manufacturer's	protocol	and	added	to	each	sample.	Samples	

were	incubated	during	20	hours	at	37	°C	without	CO2.	Cells	were	then	rinsed	with	PBS	and	

counterstained	with	Eosin	(Sigma-Aldrich)	during	8	min.	Cells	were	viewed	under	a	light	

confocal	microscope	and	cells	stained	with	blue	were	counted	as	senescent.	

High	throughput	screening	

High-throughput	 screening	was	 conducted	on	CLARIOstar	Plate	Reade	 (BMG	Labtech).	

VSMCs-HGPS	were	seeded	in	38 μl	of	culture	medium	into	black	384-well	clear	bottom	

plates.	One	day	after	seeding,	5µM	of	compounds	from	chemical	libraries	were	transferred	

in	monoplicate	 into	cell	 assay	plates.	 In	each	plate,	negative	control	 (0.1%	DMSO)	and	

positive	control	(1µM	FK	866)	were	added	in	columns	1–23	and	2–24,	respectively.	Plates	

were	then	incubated	for	2	days	and	processed	for	NAD+/NADH	ratio	quantification.	To	

prevent	 the	discovery	of	 toxic	molecules,	 the	cell	number	was	quantified	 in	parallel	by	

counting	Hoechst	 stained	 cells	 per	 field	 and	 candidates	 showing	mortality	 superior	 to	

55%	were	excluded.	
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FIGURES	

	
Figure	28:	Increased	aortic	cell	death	in	LmnaG609G/G609G	mice.	
	(A)	Immunoblots	showing	lamin	A,	progerin	and	lamin	C	protein	levels	in	aortic	arch	and	
thoracic	aorta	from	LmnaG609G/G609G	and	WT	mice.	Ponceau	was	used	for	normalization.	(B)	
Representative	 aorta	 cross	 sections	 from	 LmnaG609G/G609G	 and	 WT	 mice	 stained	 with	
hematoxylin	&	eosin	(H&E).	Scale	bar,	20µm.	Graph	show	media	thickness	quantification	
in	LmnaG609G/G609G	 (n	=	3)	and	WT	(n	=	3)	mice.	Bars	 indicate	mean	±	standard	error	of	
mean	 and	 numbers	 above	 columns	 indicate	 P-values.	 Differences	 were	 analyzed	 by	
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unpaired	t-test.	(C)	Immunostaining	of	aorta	cross	sections	from	LmnaG609G/G609G	and	WT	
mice	showing	SMA	(Red)	and	Nuclei	stained	with	Hoechst	(Blue).	The	white	arrows	point	
to	VSMCs	nuclei.	Left	scale	bars,	200μm	and	right	scale	bars,	40µm.	(D)	TUNEL	staining	of	
aorta	cross	sections	from	LmnaG609G/G609G	and	WT	mice	showing	apoptotic	cells	(white).	
Scale	bar,	20µm.	(E)	Immunoblots	showing	AIF	and	CytC	protein	levels	in	aortic	arch	and	
thoracic	aorta	from	LmnaG609G/G609G	and	WT	mice.	Ponceau	was	used	for	normalization.		

	
Figure	29	:	Increased	apoptosis	of	cultured	VSMCs	from	LmnaG609G/G609G.	
	(A)	Immunoblots	showing	lamin	A,	progerin,	lamin	C	and	SMA	protein	levels	in	isolated	
VSMCs	from	LmnaG609G/G609G	(LmnaG609G/G609G-VSMCs)	and	WT	mice	(WT-VSMCs).	Ponceau	
was	used	for	normalization.	(B)	Percentage	of	cell	death	curves	of	LmnaG609G/G609G-VSMCs	
(n=2)	(Red)	and	WT-VSMCs	(n=2)	(Blue).	Differences	were	analyzed	by	Kruskal-Wallis	
test,	 *P<0.02.	 (C)	 Immunoblots	 showing	AIF,	Cleaved	Cas	3	and	Cyt	C	protein	 levels	 in	
LmnaG609G/G609G-VSMCs	 and	 WT-VSMCs.	 Ponceau	 was	 used	 for	 normalization.	 (D)	
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Immunostaining	 of	 LmnaG609G/G609G-VSMCs	 and	 WT-VSMCs	 showing	 AIF	 (Green),	
Mitochondria	 and	 Nuclei	 were	 stained	 with	 Mitotracker	 (Red)	 and	 Hoechst	 (Blue)	
respectively.	Upper	scale	bars,	40µm	and	down	scale	bars,	10µm.	(E)	Images	of	comets	
assay	for	LmnaG609G/G609G-VSMCs	and	WT	mice	WT-VSMCs.	Scale	bars,	40µm.	Graph	shows	
tail	 length	 quantification	 in	 LmnaG609G/G609G-VSMCs	 (n=2)	 and	 WT-VSMCs	 (n=2).	 Bars	
indicate	mean	±	standard	error	of	mean	and	numbers	above	columns	indicate	P-values.	
Differences	 were	 analyzed	 by	 Wilcoxon-Mann-Whitney.	 (F)	 Immunostaining	 of	
LmnaG609G/G609G-VSMCs	 and	 WT-VSMCs	 showing	 γH2Ax	 foci	 (Green)	 and	 Nuclei	 were	
stained	with	Hoechst	 (Blue).	 Scale	 bars,	 40µm).	 Graph	 shows	mean	 of	 γH2Ax	 foci	 per	
nucleus	 in	 LmnaG609G/G609G-VSMCs	 (n=2)	 and	 WT-VSMCs	 (n=2).	 Bars	 indicate	 mean	 ±	
standard	error	of	mean	and	numbers	above	columns	indicate	P-values.	Differences	were	
analyzed	by	Wilcoxon-Mann-Whitney.	
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Figure	 30	 :	 Increased	 Global	 Poly	 (ADP-ribosylation)	 participates	 in	 altered	 NAD+	
metabolism	in	LmnaG609G/G609G	models.	
	(A)	Schematic	representation	of	the	NAD+	biosynthesis.	(B)	Immunoblots	showing	total	
PARylated	 protein	 level	 expression	 with	 PAR	 antibody	 (Fold	 change)	 in	 aorta	 from	
LmnaG609G/G609G	mice	(n=3),	WT	mice	(n=3),	LmnaG609G/G609G-VSMCs	(n=3)	and	WT-VSMCs	
(n=3).	 Ponceau	 was	 shown	 as	 loading	 control.	 The	 bar	 graphs	 represent	 PARylated	
protein	relative	expression	(mean	±	standard	error	of	means	and	numbers	above	columns	
indicate	P-values)	(relative	to	ponceau).	Differences	were	analyzed	by	unpaired	t-test.	(C)	
Immunoblots	 showing	 PARP-1,	 Nampt	 and	 NRK2	 protein	 level	 in	 aorta	 from	
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LmnaG609G/G609G	mice	(n=3),	WT	mice	(n=3),	LmnaG609G/G609G-VSMCs	(n=3)	and	WT-VSMCs	
(n=3).	Ponceau	was	shown	as	 loading	control.	 (D)	Quantification	of	NAD+	content	(fold	
change)	 in	 LmnaG609G/G609G-VSMCs	 (n=3)	 and	 WT-VSMCs	 (n=3).	 Bars	 indicate	 mean	 ±	
standard	error	of	mean	and	numbers	above	columns	indicate	P-values.	Differences	were	
analyzed	by	unpaired	t-test.	

	
Figure	 31	 :	 High-throughput	 screening	 of	 on	 HGPS-VSMCs	 allows	 TAS	 identification	 for	
treatment	LmnaG609G/G609G	models.	
	(A)	Immunoblots	showing	lamin	A,	progerin,	lamin	C	and	SMA	protein	levels	in	isolated	
VSMCs	 derived	 from	 HGPS	 iPSCs	 patients.	 Ponceau	 was	 used	 for	 normalization.	 (B)	
Immunostaining	of	HGPS-VSMCs	and	Ctrl-VSMCs	showing	lamin	A/C	(Green).	Scale	bars,	
10µm.	Graph	shows	percentage	of	cells	with	nuclear	defects	 in	HGPS-VSMCs	(n=3)	and	
Ctrl-VSMCs	 (n=3).	 Bars	 indicate	 mean	 ±	 standard	 error	 of	 mean	 and	 numbers	 above	
columns	 indicate	 P-values.	 Differences	 were	 analyzed	 by	 unpaired	 t-test.	 (C)	 β-
galactosidase	staining	of	HGPS-VSMCs	and	Ctrl-VSMCs	showing	senescent	cells.	Scale	bars,	
40µm.	Graph	shows	percentage	of	β-galactosidase	positive	HGPS-VSMCs	(n=3)	and	Ctrl-
VSMCs	(n=3).	Bars	indicate	mean	±	standard	error	of	mean	and	numbers	above	columns	
indicate	 P-values.	 Differences	 were	 analyzed	 by	 unpaired	 t-test.	 (D)	 Quantification	 of	
NAD+	content	 (fold	 change)	 in	HGPS-VSMCs	 (n=3)	and	Ctrl-VSMCs	 (n=3).	Bars	 indicate	
mean	±	standard	error	of	mean	and	numbers	above	columns	indicate	P-values.	Differences	
were	 analyzed	 by	 unpaired	 t-test.	 (E)	 Primary	 screen	 cell-based	 assay.	 Dot	 plot	



 2.1 Altération de la PARylation dans la progéria : impact sur la physiopathologie vasculaire 

131 
 

representation	of	the	effects	of	the	library	compounds	on	NAD+/NADH	ratio,	normalized	
to	negative	control	and	cell	viability.	(F)	PARP-1	activity		

	
Figure	32	:	Z	treatment	restores	NAD+	levels	and	improves	aortic	disease	
	(A)	Quantification	of	NAD+	 content	 (fold	 change)	 in	WT-VSMC	 (n=2),	LmnaG609G/G609G	 -
VSMCs	(n=2)	and	LmnaG609G/G609G	-VSMCs	treated	with	either	TAS	(5µM)	(n=2)	or	DMSO	
(n=2).	Bars	indicate	mean	±	standard	error	of	mean	and	numbers	above	columns	indicate	
P-values.	Differences	were	analyzed	by	ANOVA	multiple	comparison.	(B)	Media	thickness	
quantification	 in	LmnaG609G/G609G	 (n	=	3),	WT	(n	=	3)	and	LmnaG609G/+	mice	 treated	with	
either	100mg/kg	(n	=	4)	or	150mg/kg	of	TAS	(n	=	4)	.	Bars	indicate	mean	±	standard	error	
of	mean	and	numbers	above	columns	indicate	P-values.	Differences	were	analyzed	by	by	
ANOVA	 multiple	 comparison.	 (C)	 Representative	 aorta	 cross	 sections	 from	
LmnaG609G/G609G,	WT	and	LmnaG609G/+	mice	treated	with	either	100mg/kg	or	150mg/kg	of	
TAS.	Scale	bar,	40µm.	Black	arrows	point	to	VSMCs	nuclei.		
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SUPPLEMENTARY		

Supplementary	Materials	and	Methods	

	
	

	

	
	

	 	

Antibody	 Provider	 Reference	 Dilution	
AIF	(Rabbit)	 Abcam	 ab32516	 1/1000	
Cytochrome	C	(Mouse)	 Abcam	 Ab13575	 1/1000	
Nampt	(Rabbit)	 Abcam	 #ab4580	 1/1000	
Nrk2	(Rabbit)	 US	Biological	 #037146	 1/1000	
PAR	(Mouse)	 EM	Millipore	 AM80	 1/1000	
PARP-1(Rabbit)	 Santa	Cruz	Biotechnology	 #sc-8007	 1/1000	
SMA	(Rabbit)	 GenTex	 GTX100034	 1/1000	
Goat	Anti-Mouse	IgG	StarBright	Blue	520	 Bio-Rad	 #12005866	 1/1000	
Goat	Anti-Rabbit	IgG	StarBright	Blue	520	 Bio-Rad	 #12004161	 1/1000	
Table	5	:	Antibodies	used	for	western	blotting	

Antibody	 Provider	 Reference	 Dilution	
P-Histone	H2AX	S139	(γH2AX)(Rabbit)	 Cell	Signaling	 2577S	 1/500	
Lamin	A/C	(E-1)	(Mouse)	 Santa	Cruz	Biotechnology	 SC-376248	 1/500	
Mitotracker	Red	CMXRos	 Invitrogen	 M7512	 300nM	
SMA	(Mouse)	 Sigma	 A5228	 1/500	
Alexa	Fluro	488	goat	anti-rabbit	IgG	(H+L)	 Invitrogen	 A11008	 1/1000	
Alexa	Fluro	546	goat	anti-mouse	IgG	(H+L)	 Invitrogen	 A11003	 1/1000	
Alexa	Fluro	546	goat	anti-mouse	IgG2a	
(γ2a)	 Invitrogen	 A21133	 1/1000	
Table	6	:	Antibodies	used	for	immunofluorescence	
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 Données	complémentaires		
	 Cette	partie	 a	pour	objectif	 de	présenter	 les	 résultats	obtenus	au	 cours	de	mon	

projet	 de	 thèse	 qui	 n’ont	 pas	 été	 intégrés	 à	 l’article	 n°1	 (cf.	 page	 111)	:	 (A)	 Résultats	

complémentaires.	 Tout	 d’abord,	 les	 données	 supplémentaires	 concernant	 la	

caractérisation	du	modèle	VSMCs	WT	ou	LmnaG609G/G609G	seront	présentées.	Des	travaux	

sur	la	fonction	mitochondriale	ainsi	que	sur	les	modifications	épigénétiques	complèteront	

alors	les	données	de	l’article	n°1.	Cet	article	démontre	une	augmentation	de	l’expression	

de	PARP-1	et	de	la	PARylation	dans	les	VSMCs	de	souris	LmnaG609G/G609G	qui	conduisent	à	

une	altération	des	niveaux	de	NAD+	 ainsi	qu’à	 l’apparition	d’une	pathologie	vasculaire.	

Avant	 de	 réaliser	 un	 criblage	 à	 haut	 débit	 afin	 d’identifier	 une	 molécule	 permettant	

d’augmenter	les	niveaux	de	NAD+,	nous	avions	évalué	l’effet	d’un	inhibiteur	de	PARP-1,	

l’olaparib,	 couramment	 utilisé	 comme	 anticancéreux,	 dont	 les	 résultats	 seront	 alors	

présentés.	Cette	partie	sera	suivie	par	l’étude	d’un	modèle	de	VSMCs	qui	expriment	une	

lamine	A	tronquée	via	l’utilisation	d’un	oligomorpholino	phosphorodiamidate	(PMO	pour	

«	phosphorodiamidate	 morpholino	 oligomers	»).	 Pour	 terminer,	 les	 matériels	 et	

méthodes	 utilisés	 dans	 le	 cadre	 de	 ces	 études	 complémentaires	 seront	 détaillés	:	 (B)	

Matériels	et	méthodes	complémentaires.	

A. Résultats	complémentaires	

Défauts	de	structure	et	fonction	mitochondriale	dans	les	VSMCs	LmnaG609G/G609G	

	 Dans	 le	 modèle	 de	 VSMCs	 isolées	 à	 partir	 d’aorte	 de	 souris	 LmnaG609G/G609G	

(LmnaG609G/G609G-VSMCs),	nous	avons	mis	en	évidence	une	diminution	des	taux	de	NAD+	

par	rapport	aux	VSMCs	isolées	d’aorte	de	souris	WT	(WT-VSMCs).	Sachant	que	le	NAD+	est	

un	 facteur	 clé	 de	 la	 survie	 cellulaire	 du	 fait	 de	 son	 rôle	 important	 dans	 la	 production	

d’énergie	par	les	mitochondries,	nous	avons	étudié	la	fonction	mitochondriale	des	VSMCs.	

La	phosphorylation	oxydative	mitochondriale	est	une	des	principales	voies	de	production	

d’énergie	cellulaire.	Elle	est	basée	sur	 le	 transfert	des	électrons	du	FADH2	et	du	NADH	

(forme	 oxydée	 du	 NAD+)	 vers	 l'oxygène	 par	 les	 différents	 complexes	 de	 la	 chaîne	

respiratoire	permettant	la	synthèse	d’ATP,	via	un	gradient	de	proton	(Figure	33A).	Les	

chutes	de	NAD+	pourraient,	par	conséquent,	être	associées	à	une	altération	de	la	fonction	

mitochondriale.	 Dans	 un	 premier	 temps,	 nous	 avons	 donc	 étudié	 l’expression	 des	

complexes	de	la	chaîne	respiratoire.	Les	immunoblots	obtenus	à	partir	des	VSMCs	mettent	
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en	évidence	une	expression	normale	des	complexes	I,	II	et	III	tandis	que	l’expression	du	

complexe	 IV	est	diminuée	dans	 les	VSMCs	LmnaG609G/G609G	par	 rapport	aux	WT	(Figure	

33B).	Afin	de	mesurer	l’activité	de	la	chaîne	respiratoire	mitochondriale	reflétée	par	la	

consommation	cellulaire	en	oxygène	au	cours	du	temps	(Figure	33C),	nous	avons	réalisé	

dans	un	deuxième	temps	une	étude	en	«	Seahorse	Analyzer	»	avec	l’aide	de	la	plateforme	

d'étude	du	Métabolisme	de	l’hôpital	Necker	(Inserm	UMR_S024).	Bien	que	la	respiration	

basale	 soit	 normale	 dans	 les	 VSMCs	 LmnaG609G/G609G,	 la	 respiration	 maximale,	

correspondant	au	taux	maximal	de	respiration	que	la	cellule	peut	atteindre	pour	répondre	

à	un	défi	métabolique,	est	significativement	diminuée	dans	les	VSMCs	LmnaG609G/G609G	par	

rapport	 aux	 WT	 (Figure	 33C).	 Dans	 les	 VSMCs	 LmnaG609G/G609G,	 la	 production	 d’ATP	

présente	 une	 tendance	 à	 la	 diminution.	De	 la	même	 façon,	 cette	 légère	 diminution	 est	

observée	 pour	 la	 fuite	 de	 protons,	 cette	 dernière	 correspondant	 à	 la	 consommation	

d’oxygène	 qui	 n’aboutit	 pas	 à	 la	 production	 d’ATP	 (Figure	 33C).	 Dans	 l’ensemble,	 ces	

résultats	 témoignent	 d’une	 altération	 de	 la	 fonction	 mitochondriale	 dans	 les	 VSMCs	

LmnaG609G/G609G.		
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Figure	33	:	Altération	de	la	fonction	mitochondriale	des	VSMCs	LmnaG609G/G609G	
(A)	Schéma	représentatif	des	complexes	de	transport	d’électrons	de	la	chaîne	respiratoire	
mitochondriale	 générant	 un	 gradient	 essentiel	 à	 la	 synthèse	 d’ATP.	 (B)	 Immunoblots	
montrant	 les	niveaux	protéiques	des	 complexes	 I,	 II,	 III	 et	 IV	de	 la	 chaîne	 respiratoire	
mitochondriale	dans	des	VSMCs	WT	et	LmnaG609G/G609G.	VDAC,	pour	«	Voltage-dependent	
anion	 channel	»,	 reflète	 directement	 la	 charge	mitochondriale	 et	 a	 été	 par	 conséquent	
utilisé	pour	la	normalisation.	(C)	Consommation	d’oxygène	en	fonction	du	temps	(min)	
dans	des	VSMCs	WT	et	LmnaG609G/G609G.	Les	graphiques	représentent	les	moyennes	et	les	
écarts	types	de	la	respiration	basale,	la	respiration	maximale,	la	production	d’ATP	ainsi	
que	 la	 fuite	 de	 protons	 dans	 les	 VSMCs	 LmnaG609G/G609G	 (n=2)	 et	 les	 WT	 (n=2).	 Les	
différences	ont	été	analysées	par	la	méthode	de	Wilcoxon-Mann-Whitney	et	les	P-value	
sont	indiquées	au-dessus	des	colonnes.		
	
	 Du	 fait	de	 l’importance	du	rapport	structure/fonction,	 l’altération	de	 la	 fonction	

mitochondriale	 des	 VSMCs	 LmnaG609G/G609G	 suggère	 une	 altération	 morphologique	 des	

mitochondries.	 De	 plus,	 l’immunofluorescence	 réalisée	 pour	 l’étude	 de	 la	 localisation	

sous-cellulaire	d’AIF	avec	un	co-marquage	AIF/mitochondries	(Figure	2	de	l’article	n°1,	cf.	

page	129),	 témoigne	d’une	différence	d’organisation	du	réseau	mitochondrial	entre	 les	

VSMCs	 LmnaG609G/G609G	 et	 les	 WT.	 Cette	 différence	 a	 pu	 être	 confirmée	 par	 des	
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immunofluorescences	 via	 l’utilisation	 d’un	 mitotracker	 qui	 met	 en	 évidence	 les	

mitochondries.	Les	résultats	démontrent	une	fragmentation	du	réseau	mitochondrial	des	

VSMCs	LmnaG609G/G609G	avec	d’importants	agrégats	de	mitochondries,	contrairement	aux	

WT	qui	présentent	un	réseau	possédant	de	longues	branches	mitochondriales	réparties	

dans	 l’ensemble	de	 la	 cellule	 (Figure	34A).	 La	 fragmentation	du	 réseau	mitochondrial	

dans	les	VSMCs	LmnaG609G/G609G	peut	s’expliquer	par	une	diminution	de	l’expression	des	

mitofusines	 1	 et	 2	 (MNF1	 et	 MFN2),	 deux	 protéines	 essentielles	 à	 la	 fusion	 des	

mitochondries	observées	par	immunoblots	(Figure	34B).		

	
Figure	34	:	Fragmentation	du	réseau	mitochondriale	des	VSMCs	LmnaG609G/G609G	
(A)	Immunofluorescences	à	partir	de	VSMCs	LmnaG609G/G609G	et	WT	montrant	les	noyaux	
colorés	 au	 Hoechst	 (bleu)	 ainsi	 que	 les	 mitochondries	 identifiables	 par	 un	 marquage	
mitotracker	 (vert)	 dans	 les	 VSMCs	WT	 et	 LmnaG609G/G609G.	 Barre	 d'échelle	:	 20μm.	 (B)	
Immunoblots	 montrant	 les	 niveaux	 protéiques	 des	 complexes	 des	 mitofusines	 1	 et	 2	
(MFN1	et	MFN2)	dans	les	VSMCs	WT	et	LmnaG609G/G609G.	VDAC,	pour	«	Voltage-dependent	
anion	 channel	»,	 reflète	 directement	 la	 charge	mitochondriale	 et	 a	 été	 par	 conséquent	
utilisé	pour	la	normalisation.	
	

Changements	épigénétiques	des	VSMCs	LmnaG609G/G609G	

	 Pour	 terminer	 la	 caractérisation	 du	modèle	 VSMCs	 LmnaG609G/G609G,	 nous	 avons	

étudié	 les	 modifications	 épigénétiques.	 En	 effet,	 sachant	 que	 les	 fibroblastes	 HGPS	

présentent	 des	 changements	 épigénétiques	 (cf.	 partie	 1.2.5	 A.	«	 Désorganisation	 de	 la	

chromatine	 et	 changements	 épigénétiques	»),	 des	 résultats	 similaires	 étaient	 attendus	

dans	les	VSMCs	LmnaG609G/G609G.	Nous	avons	ainsi	étudié	l’acétylation	et	la	méthylation	de	
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l’histone	 3	 (H3),	 une	 histone	 majoritairement	 impactée	 par	 les	 changements	

épigénétiques.	Par	immunoblots,	nous	avons	confirmé	une	diminution	de	l’acétylation	de	

l’histone	au	niveau	des	lysines	9,	14	et	27	nommés	respectivement	H3K9,	H3K14	et	H3K27	

(Figure	 35A).	 L’acétylation	 générale	 de	 l’histone	 3	 est	 donc	 diminuée	 tandis	 que	 la	

triméthylation	 de	 l’histone	 3	 au	 niveau	 de	 la	 lysine	 9	 (H3K9me3),	 un	marqueur	 de	 la	

sénescence,	est	augmentée	dans	les	VSMCs	LmnaG609G/G609G	par	rapport	aux	WT	(Figure	

35A).	

	
Figure	35	:	Modifications	épigénétiques	des	VSMCs	LmnaG609G/G609G	
(A)	Immunoblots	montrant	les	niveaux	d’acétylation	de	l’histone	3	sur	les	lysines	K9,	K14	
et	K27	 (Ac	H3K9,	Ac	H3K17,	 et	Ac	H3K17)	dans	 les	VSMCs	WT	et	LmnaG609G/G609G.	 Les	
niveaux	de	triméthylation	de	l’histone	3	(H3K9me3)	sont	également	présentés	dans	les	
VSMC	WT	et	LmnaG609G/G609G.	Le	ponceau	a	été	utilisé	pour	la	normalisation.		
	

Le	 traitement	 des	 VSMCs	 LmnaG609G/G609G	 à	 l’olaparib	 n’est	 pas	 suffisant	 pour	

restaurer	les	niveaux	de	NAD+	

	 Nous	 avons	 montré	 dans	 l’article	 n°1	 (cf.	 page	 111)	 que	 l’augmentation	 de	

l’expression	de	PARP-1	ainsi	que	de	la	PARylation	conduit	à	une	déplétion	en	NAD+	des	

VSMCs	LmnaG609G/G609G	et	à	 l’apparition	d’une	pathologie	vasculaire.	Afin	de	reverser	ce	

mécanisme	physiopathologique,	nous	avons	testé	l’efficacité	de	l’olaparib,	un	inhibiteur	

de	PARP-1	utilisé	en	thérapie	anticancéreuse.	L’immunoblot	montre	une	diminution	de	la	

PARylation	dans	 les	VSMCs	LmnaG609G/G609G	proportionnelle	à	 l’augmentation	de	 la	dose	

d’olaparib	confirmant	la	diminution	de	l’activité	de	PARP-1	après	traitement	des	VSMCs	

LmnaG609G/G609G	(Figure	36A).	Sachant	que	la	dose	d’olaparib	couramment	utilisée	est	de	
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5µM	et	que	cette	dose	permet	de	diminuer	 l’activité	de	PARP-1	dans	 le	modèle	VSMCs	

LmnaG609G/G609G,	nous	avons	retenu	cette	concentration	pour	l’ensemble	des	expériences	

suivantes.	Nous	 avons	quantifié	 le	NAD+	 des	VSMCs	LmnaG609G/G609G	 après	 traitement	 à	

l’olaparib	ce	qui	a	permis	de	mettre	une	évidence	une	augmentation	du	NAD+	à	un	niveau	

proche	 de	 celui	 des	 WT	 (Figure	 36B).	 Sachant	 que	 PARP-1	 est	 impliquée	 dans	 les	

mécanismes	de	réparation	des	dommages	à	l’ADN,	nous	avons	également	étudié	l’effet	de	

son	inhibition	sur	les	cassures	à	l’ADN.	L’immunofluorescence	réalisée	à	partir	de	VSMCs	

confirme	l’augmentation	des	foci	gH2AX	dans	les	VSMCs	LmnaG609G/G609G	par	rapport	aux	

WT	 traduisant	 une	 augmentation	 des	 cassures	 à	 l’ADN	 double-brin.	 Cependant,	 le	

traitement	des	VSMCs	LmnaG609G/G609G	à	l’olaparib	n’a	pas	eu	d’effet	sur	les	foci	gH2AX	et	

par	conséquent,	sur	les	cassures	à	l’ADN	double-brin.		
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Figure	36	:	Traitement	in	vitro	des	VSMCs	à	l’olaparib	
(A)	 Immunoblots	 montrant	 les	 niveaux	 d’expression	 des	 protéines	 PARylées	 avec	 un	
anticorps	 dirigé	 contre	 les	 groupements	 Poly(ADP-ribose)	 (PAR)	 dans	 des	 VSMCs	
LmnaG609G/G609G	 non	 traitées	 ou	 traitées	 à	 l’olaparib.	 Le	 ponceau	 a	 été	 utilisé	 pour	 la	
normalisation.	(B)	Quantification	des	niveaux	cellulaires	en	NAD+	(fold	change)	dans	des	
VSMCs	 WT	 (n=2),	 LmnaG609G/G609G	 (n=2),	 LmnaG609G/G609G	 traitées	 à	 l’olaparib	 (n=2)	 et	
LmnaG609G/G609G	 traitées	 au	 DMSO	 (n=2)	 comme	 contrôle	 négatif.	 Les	 graphiques	
représentent	 les	moyennes	et	 les	écarts	 types.	Les	différences	ont	été	analysées	par	 la	
méthode	 ANOVA	 et	 les	 P-value	 sont	 indiquées	 au-dessus	 des	 colonnes.	 (C)	
Immunofluorescences	montrant	les	lamines	A/C	(rouge)	ainsi	que	les	foci	gH2AX	(vert)	
pointés	par	des	flèches	blanches	dans	des	VSMCs	WT,	LmnaG609G/G609G	et	LmnaG609G/G609G	
traitées	à	l’olaparib.	Barre	d'échelle	:	20μm.	Les	graphiques	représentent	les	moyennes	et	
les	écarts	types	de	la	moyenne	des	foci	gH2AX	par	noyaux	de	VSMCs	WT,	LmnaG609G/G609G	
et	LmnaG609G/G609G	traitées	à	l’olaparib.	Les	différences	ont	été	analysées	par	la	méthode	
ANOVA	et	les	P-	value	sont	indiquées	au-dessus	des	colonnes.		
	
	
	
	

L’expression	d’une	forme	tronquée	de	la	lamines	A	dans	les	VSMCs	LmnaG609G/G609G	

n’induit	pas	d’augmentation	de	la	PARylation	

	 Dans	 le	 but	 de	 valider	 le	 lien	 direct	 entre	 l’expression	 de	 la	 progérine	 et	

l’augmentation	 de	 la	 PARylation	 dans	 les	 VSMCs,	 nous	 avons	 choisi	 d’utiliser	 un	 outil	

capable	d’induire	l’expression	de	la	progérine,	les	PMO.	Ces	séquences	d’oligonucléotides	

morpholinos	 sont	 capables	 de	 se	 fixer	 aux	 pré-ARNm	 d’intérêt	 afin	 de	 modifier	 son	

épissage	 et	 d’induire	 l’expression	 d’une	 protéine	 tronquée.	 Le	HLmna11D	 est	 un	 PMO	

connu	pour	permettre	l’expression	de	la	progérine.	Nous	avons	donc	traité	les	VSMCs	avec	

les	PMO	HLmna11D	et	de	façon	surprenante,	l’immunoblot	obtenu	à	partir	de	VSMCs	ou	

de	VSMCs	traitées	au	PMO	montre	l’expression	de	la	forme	tronquée	de	la	lamine	A	dont	

la	 bande	 n’est	 pas	 au	 poids	 moléculaire	 attendu	 (Figure	 37A).	 En	 effet,	 la	 masse	

moléculaire	 de	 la	 progérine	 est	 de	 70kDa	 tandis	 que	 nous	 détectons	 une	 protéine	

d’environ	 67kDa.	 L’immunoblot	 obtenu	 à	 partir	 de	VSMCs,	 VSMCs	 traitées	 au	 PMO	ou	

VSMCs	 LmnaG609G/G609G	 confirme	 une	 expression	 de	 la	 progérine	 uniquement	 dans	 les	

VSMCs	 LmnaG609G/G609G	 (Figure	 37B).	 L’étude	 de	 la	morphologie	 nucléaire	 des	 cellules	

traitées	au	PMO	en	immunofluorescence	montre	que	l’expression	d’une	lamine	A	tronquée	

induit	 une	 déformation	 nucléaire	 avec	 des	 bourgeonnements	 de	 l’enveloppe	 nucléaire	

caractéristiques	 de	 l’expression	 d’une	 lamine	 A	 mutée	 (Figure	 37C).	 Cependant,	

l’immunoblot	obtenu	à	partir	de	VSMCs,	VSMCs	traité	au	PMO	ou	VSMCs	LmnaG609G/G609G	

montre	que	l’expression	de	la	forme	tronquée	de	la	lamine	A	n’induit	pas	d’augmentation	



 2.1 Altération de la PARylation dans la progéria : impact sur la physiopathologie vasculaire 

141 
 

de	 l’expression	 de	 PARP-1	 ni	 de	 la	 PARylation,	 ce	 qui	 suggère	 une	 spécificité	 de	 la	

progérine	dans	l’augmentation	de	la	PARylation.		

	

	
Figure	37	:	Expression	d’une	lamines	A	tronquée	induite	par	un	PMO	dans	les	VSMCs	
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(A)	 Immunoblots	 montrant	 les	 niveaux	 d’expression	 des	 lamines	 A/C	 et	 d’une	 forme	
tronquée	de	la	lamine	A	dans	les	VSMCs	non	traitées	ou	traitées	au	PMO.	Le	ponceau	a	été	
utilisé	 pour	 la	 normalisation.	 (B)	 Immunoblots	montrant	 les	 niveaux	 d’expression	 des	
progérine	 dans	 les	 VSMCs	 non	 traitées	 ou	 traitées	 au	 PMO	 et	 dans	 les	 VSMCs	
LmnaG609G/G609G.	Le	ponceau	a	été	utilisé	pour	la	normalisation.	(C)	Immunofluorescences	
montrant	les	lamines	A/C	(rouge)	ainsi	que	les	noyaux	marqués	à	l’Hoechst	(bleu)	dans	
les	VSMCs	non	traitées	ou	traitées	au	PMO	et	dans	les	VSMCs	LmnaG609G/G609G.	Les	flèches	
blanches	pointent	les	déformations	de	l’enveloppe	nucléaire.	Barre	d'échelle	:	20μm.	(D)	
Immunoblots	 montrant	 les	 niveaux	 d’expression	 de	 PARP-1	 ainsi	 que	 des	 protéines	
PARylées	 avec	 un	 anticorps	 dirigé	 contre	 les	 groupements	 (PAR)	 dans	 les	 VSMCs	 non	
traitées	ou	traitées	au	PMO	et	dans	les	VSMCs	LmnaG609G/G609G.	Le	ponceau	a	été	utilisé	pour	
la	normalisation.	

B. Matériels	et	méthodes	complémentaires	

Isolation	et	culture	des	VSMCs		

	 Les	 VSMCs	 primaires	 ont	 été	 isolées	 à	 partir	 d’aortes	 de	 souris	 WT	 et	

LmnaG609G/G609G	de	4	semaines	en	suivant	un	protocole	adapté	de	(Shimizu	et	al.,	1995).	

Après	avoir	asphyxié	les	souris	avec	du	CO2	pendant	2	minutes,	le	cœur	a	été	perfusé	à	

travers	l'apex	avec	1ml	de	HBSS	stérile	1X	(Gibco).	Deux	aortes	ont	été	regroupées	dans	

un	Falcon	conique	de	15ml	avec	du	HBSS	dans	un	endroit	frais.	Les	aortes	ont	été	incubées	

à	37°C	pendant	8-10	minutes	avec	une	solution	enzymatique	contenant	de	la	collagénase	

(1	 mg/ml)	 (Gibco),	 un	 inhibiteur	 de	 trypsine	 (1	 mg/ml)	 (Gibco),	 de	 l'élastase	 (0,744	

unités/ml)	(Gibco),	du	stylo/strep	à	1%	(Gibco)	et	du	HBSS.	Les	aortes	ont	été	lavées	avec	

du	milieu	DMEM/F12	(Gibco)	avant	de	retirer	la	couche	de	cellules	endothéliales	avec	des	

pinces.	Les	aortes	ont	été	incubées	à	37°C	avec	5%	de	CO2	pendant	environ	une	heure	dans	

la	 solution	enzymatique.	Après	 centrifugation,	 les	 cellules	ont	été	ensemencées	dans	3	

puits	 d'une	 boîte	 de	 48	 puits	 avec	 du	 milieu	 DMEM/F12.	 Les	 VSMCs	 ont	 ensuite	 été	

cultivées	avec	du	milieu	DMEM/F12	contenant	10%	de	sérum	bovin	fœtal	(Gibco)	et	1%	

de	pen/strep.	

Traitement	des	VSMCs	à	l’olaparib	

	 Les	VSMCs	ont	été	ensemencées	et	traitées	12	heures	après	l’ensemencement	par	

l’ajout	au	DMEM/F12	(Gibco)	de	0,1	%	de	diméthylsulfoxyde	et	5µM	d’olaparib	(AZD2281	

;	Selleckechem).	Le	traitement	à	l’olaparib	a	été	renouvelé	24	heures	après	le	traitement	

initial.	Les	cellules	ont	été	analysées	après	48	heures	de	traitement.	

Traitement	des	VSMCs	à	le	PMO	H11Lmna11D	

	 Les	PMOs	ont	été	obtenus	par	Gene	Tools,	LLC	(Philomath,	OR,	USA).	Les	PMOs	ont	
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été	transfectées	selon	les	instructions	du	fabricant.	Les	VSMCs	humaines	(354-05A	;	Cell	

applications)	ont	été	cultivées	avec	le	milieu	Smooth	Muscle	Cell	Growth	Medium	(311-

500	;	 Cell	 applications).	 À	 une	 densité	 élevée	 (80	%	 de	 confluence),	 les	 PMOs	 ont	 été	

ajoutés	aux	cellules	à	la	concentration	finale	de	10μM,	en	présence	d'endoporteurs	à	6μM.	

La	séquence	utilisée	pour	 induire	 l'expression	de	 la	progérine	dans	cette	étude	était	 la	

suivante	:	HLmnA11D	(+2	-23)	=	(5′-GAGACAAAGCAGAGACAACTCACCT-3′).	

Mesure	du	taux	de	consommation	d’oxygène	(OCR)	par	Seahorse	analyzer	

	 Le	taux	de	consommation	d'oxygène	(RCO)	a	été	mesuré	dans	des	VSMCs	WT	(n=2)	

et	LmnaG609G/G609G	(n=2)	à	l'aide	de	l'analyseur	Seahorse	XFp	(Agilent	Technologies,	Santa	

Clara,	CA,	USA).	Les	cellules	ont	été	ensemencées	dans	une	miniplaque	XFp	de	96	puits	

(70000	cellules/puits).	Après	24	heures	d'ensemencement,	les	cellules	ont	été	lavées	et	

remplacées	par	180	µL/puits	de	milieu	de	base	XF	(#103335-100)	complété	par	25mM	de	

D-glucose,	1mM	de	pyruvate,	2mM	de	L-glutamine	ajustée	à	un	pH	de	7,4.	La	mesure	de	

l'OCR	 a	 été	 effectuée	 après	 avoir	 équilibré	 les	 cellules	 dans	 un	 milieu	 fourni	 par	 la	

plateforme	d'étude	du	Métabolisme	de	l’hôpital	Necker	(Inserm	UMR_S024).	Les	données	

ont	été	normalisées	par	rapport	aux	protéines	totales	dans	chaque	puits.	L'analyse	des	

données	a	été	réalisée	par	le	logiciel	Wave	(version	2.4.0,	Agilent	Technologies).	

Immunoblot	

	 Pour	l'extraction	des	protéines,	les	lysats	de	cellules	entières	ont	été	ajoutés	dans	

des	tubes	FastPrep	(MP	Biomedicals)	avec	300µl	de	tampon	de	lyse	(Cell	Signalling).	Après	

5	cycles	FastPrep,	les	échantillons	ont	été	centrifugés	et	le	surnageant	a	été	collecté.	Les	

lysats	 ont	 été	 séparés	 par	 électrophorèse	 sur	 gel	 de	 SDS-polyacrylamide	 à	 10%	 et	

transférés	 sur	 des	 membranes	 de	 nitrocellulose	 (Invitrogen).	 Les	 membranes	 ont	 été	

bloquées	dans	5%	d’albumine	de	sérum	bovin	(BSA)	avec	du	tampon	tris-salin	contenant	

1%	de	Tween	20	(TBS-T)	pendant	1	heure	à	température	ambiante,	puis	incubées	pendant	

une	nuit	à	4°C	avec	l'anticorps	primaire	approprié	(Table	7).	Après	lavage	au	TBS-T,	les	

membranes	ont	été	incubées	pendant	1	heure	à	température	ambiante	avec	des	anticorps	

secondaires	conjugués	à	un	fluorochrome	(Table	7).	Après	avoir	été	lavées	avec	du	TBS-

T,	 le	 signal	 a	 été	 révélé	 en	utilisant	 le	 système	d'imagerie	 ChemiDoc	MP	 (Biorad).	 Les	

bandes	 ont	 été	 quantifiées	 à	 l'aide	 du	 logiciel	 ImageJ	 (version	 bundled	 with	 Java	

1.8.0_172).	

Immunofluorescence	et	histologie	
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	 Les	cellules	ont	été	cultivées	sur	des	lamelles	en	verre,	fixées	dans	du	formaldéhyde	

à	 4%	 (Electron	 Microscopy	 Sciences)	 puis	 incubées	 dans	 une	 solution	 de	 blocage	

contenant	 (5%	 de	 sérum	 de	 chèvre	 +	 1%	 de	 BSA	 +	 0,2%	 de	 Triton).	 Les	 anticorps	

primaires	(Table	7)	ont	été	incubés	pendant	une	nuit	à	4°C	dans	une	solution	de	blocage.	

Après	 lavage	 avec	 du	 PBS	 (Gibco),	 les	 échantillons	 ont	 été	 incubés	 avec	 des	 anticorps	

secondaires	 (Table	 7)	 et	 du	 Hoechst	 (Invitrogen)	 pendant	 1	 heure	 à	 température	

ambiante.	Les	lamelles	ont	été	montées	sur	lame	avec	du	Fluorescence	Mounting	Medium	

(Dako).	Les	cellules	immunocolorées	ont	été	scannées	avec	un	microscope	confocal.		

Quantification	du	NAD+		

Les	cellules	ont	été	homogénéisées	et	traitées	selon	le	rapport	précédent	(Sander	et	al.,	

1976a).	 La	 concentration	 de	 NAD+	 a	 été	 déterminée	 à	 l'aide	 d'un	 test	

spectrophotométrique	comme	décrit	précédemment	(Bernofsky	and	Swan,	1973a).	Les	

mesures	 d'absorption	 ont	 été	 effectuées	 dans	 des	 plaques	 à	 96	 puits	 par	

spectrophotométrie	(Tecan).	

	

 	

Anticorps	 Fabricant	 Référence	 Dilution	
AC	H3	(Rabbit	 Cell signaling	 9677	 1/1000	
Ac	H3K9	(Rabbit)	 Cell signaling	 9649S	 1/1000	
Ac	H3K14	(Rabbit)	 Cell signaling	 7627S	 1/1000	
AC	H3K27	(Rabbit)	 Cell signaling	 8173S	 1/1000	
Complex	I	(Mouse)	 Invitrogen		 459100	 1/1000	
Complex	II	(Mouse)	 Invitrogen	 459200	 1/1000	
Complex	III	(Mouse	 Invitrogen		 43-9400	 1/1000	
Complex	IV	(Mouse)	 Invitrogen		 A21348	 1/1000	
P-Histone	H2AX	S139	(γH2AX)(Rabbit)	 Cell	Signaling	 2577S	 1/500	
H3	(Rabbit)	 Abcam	 Ab1791	 1/1000	
H3K9me3	(Rabbit)	 Abcam	 Ab8898	 1/1000	
Lamin	A/C	(E-1)	(Mouse)	 Santa	Cruz	Biotechnology	 SC-376248	 1/500-1000	
MFN1	(Rabbit)	 Abcam	 ab104274	 1/1000	
MFN2(Rabbit)	 Cell signaling 9482S	 1/1000	
Mitotracker	Red	CMXRos	 Invitrogen	 M7512	 300nM	
PAR	(Mouse)	 EM	Millipore	 AM80	 1/1000	
PARP-1(Rabbit)	 Santa	Cruz	Biotechnology	 sc-8007	 1/1000	
Progerin	(Rabbit)	 Abcam	 ab171944	 1/1000	
VDAC	(Mouse)	 Abcam	 ab	14734	 1/1000	
Alexa	Fluro	488	goat	anti-rabbit	IgG	(H+L)	 Invitrogen	 A11008	 1/1000	
Alexa	Fluro	546	goat	anti-mouse	IgG	(H+L)	 Invitrogen	 A11003	 1/1000	
Goat	Anti-Mouse	IgG	StarBright	Blue	520	 Bio-Rad	 #12005866	 1/1000	
Goat	Anti-Rabbit	IgG	StarBright	Blue	520	 Bio-Rad	 #12004161	 1/1000	
Table	7	:	Liste	des	anticorps	utilisés	pour	les	immunoblots	et	les	immunofluorescences	
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 Discussion	et	perspectives	
	 La	progéria	de	Hutchison-Gilford	est	une	maladie	rare	du	vieillissement	accéléré	

causée	par	une	mutation	autosomique	dominante	du	gène	LMNA	qui	induit	l’expression	

d’une	 prélamine	 A	 tronquée	 et	 toxique	 appelée	 progérine.	 Les	 patients	 décèdent	

prématurément	 à	 la	 suite	 d’atteintes	 sévères	 du	 système	 cardiovasculaire	 dont	 la	

principale	caractéristique	observée,	à	la	fois	chez	les	patients	et	les	modèles	animaux,	est	

la	perte	des	VSMCs	aortiques.	Bien	que	différentes	études	se	soient	 intéressées	à	cette	

perte	dans	la	progéria,	la	compréhension	du	processus	physiopathologique	reste	limitée.	

	 L’objectif	de	ce	projet	de	 thèse	était	d’améliorer	 les	 connaissances	 relatives	aux	

mécanismes	moléculaires	qui	contribuent	à	la	perte	massive	des	VSMCs	dans	la	progéria.	

Les	expériences	réalisées	à	partir	de	l’aorte	d’un	modèle	murin	de	la	progéria,	les	souris	

LmnaG609G/G609G,	 confirment	 la	 perte	 des	 VSMCs	 qui	 se	 traduit	 par	 une	 diminution	 de	

l’épaisseur	 de	 la	 media	 ainsi	 que	 par	 une	 diminution	 de	 l’abondance	 de	 l’actine	 des	

muscles	lisses	dans	l’aorte	des	souris	qui	expriment	la	progérine	(Figures	28A-C).	De	plus,	

nos	 résultats	 suggèrent	 que	 la	 perte	 des	 VSMCs	 est	 causée	 par	 une	 augmentation	 de	

l’apoptose	 (Figure	 28D).	 De	 façon	 cohérente,	 nous	 montrons	 une	 augmentation	 de	

l’expression	des	facteurs	pro-apoptotiques	AIF	et	Cytochrome	C	dans	l’aorte	thoracique	

ainsi	que	dans	la	crosse	aortique	des	souris	LmnaG609G/G609G	(Figure	28E).	La	distinction	de	

ces	deux	 segments	aortiques	a	 été	effectuée	afin	de	valider	nos	observations	dans	des	

régions	 soumises	 à	 différentes	 pressions	 mécaniques.	 En	 effet,	 il	 est	 avéré	 que	 la	

pathologie	vasculaire	n’est	pas	uniforme	dans	l’aorte	des	modèles	HGPS.	Il	a	été	démontré	

que	 les	 VSMCs	 sont	 très	 sensibles	 au	 stress	 hémodynamique	 induit	 par	 la	 pression	

sanguine	qui	est	très	élevée	dans	la	crosse	aortique	et	moyenne	dans	l’aorte	thoracique	

(Zaghini	 et	 al.,	 2020).	Par	ailleurs	une	étude	a	proposé	que	 l’étirement	du	vaisseau	au	

niveau	de	la	crosse	aortique	participerait	également	à	une	plus	grande	perte	des	VSMCs	

dans	la	crosse	aortique	que	dans	l’aorte	thoracique	des	souris	LmnaG609G/G609G	(Kim	et	al.,	

2018).	Nos	résultats	montrent	une	augmentation	de	 l’apoptose	à	 la	 fois	dans	 la	 crosse	

aortique	 mais	 également	 dans	 l’aorte	 thoracique	 des	 souris	 LmnaG609G/G609G	 via	

l’augmentation	 de	 l’expression	 du	 Cytochrome	 C	 et	 de	 l’AIF.	 Ces	 deux	 facteurs	 sont	

capables	d’induire	deux	mécanismes	apoptotiques	différents.	D’une	part,	le	Cytochrome	C	

peut	 activer	 l’apoptose	 caspases-dépendante	 tandis	 que	 l’AIF	 peut	 induire	 l’apoptose	

caspase-indépendante	 (Bröker	 et	 al.,	 2005).	 Sachant	 que	 nous	 démontrons	 une	
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augmentation	 de	 l’expression	 de	 ces	 deux	 facteurs	 pro-apoptotiques	 dans	 l’aorte	

thoracique	et	la	crosse	aortique,	nos	résultats	démontrent	dans	leur	ensemble	que	la	perte	

des	VSMCs	chez	les	souris	LmnaG609G/G609G	est	causée	par	une	augmentation	de	l’apoptose	

de	façon	indépendante	au	stress	mécanique	induit	par	leur	position	aortique.		

	 L’étude	 du	 tissu	 aortique	 dans	 son	 entièreté	 nous	 empêche	 de	 discriminer	 les	

mécanismes	 spécifiquement	 dérégulés	 dans	 les	 VSMCs	 par	 rapport	 aux	 autres	 types	

cellulaires	de	l’aorte	tels	que	les	cellules	endothéliales.	Par	ailleurs,	différentes	études	se	

sont	 intéressées	 à	 l’implication	 de	 chaque	 sous-type	 cellulaire	 dans	 l’apparition	 de	 la	

pathologie	 vasculaire.	 En	 effet,	 sachant	 que	 les	 cellules	 endothéliales	 sont	

métaboliquement	 actives	 et	 capables	 de	 générer	 divers	 facteurs	 impliqués	 dans	 la	

régulation	 de	 la	 vasomotricité,	 un	 modèle	 murin	 de	 souris	 LmnaG609G	 exprimant	 la	

progérine	 spécifiquement	 dans	 les	 cellules	 endothéliales	 a	 été	 généré.	 L’étude	 de	 ce	

modèle	démontre	la	présence	d’une	pathologie	vasculaire	ainsi	que	le	raccourcissement	

de	 la	 longévité	 témoignant	 de	 l’importance	 des	 cellules	 endothéliales	 sur	 les	 atteintes	

vasculaires	 dans	 la	 progéria	 (Osmanagic-Myers	 et	 al.,	 2019).	 Cependant	 les	 cellules	

endothéliales	ne	sont	pas	 les	seules	cellules	effectrices	critiques	de	 la	progéria	dans	 la	

paroi	 vasculaire.	 Par	 opposition	 au	 précédant	 modèle,	 l’étude	 d’un	 modèle	 LmnaG609G	

surexprimant	 la	 progérine	 uniquement	 dans	 les	 VSMCs	 témoigne	 d’un	 phénotype	

vasculaire	proche	de	celui	observé	chez	les	patients	HGPS	avec	notamment	une	perte	des	

VSMCs,	ce	qui	confirme	le	rôle	central	des	VSMCs	dans	la	progéria.	Nous	avons	donc	isolé	

les	 VSMCs	 issues	 de	 souris	 WT	 ou	 LmnaG609G/G609G.	 In	 vitro,	 nous	 confirmons	 une	

augmentation	 de	 la	 mortalité	 cellulaire	 induite	 par	 une	 augmentation	 de	 l’apoptose	

caspase	 dépendante	 et	 indépendante	 dans	 les	 cellules	 qui	 expriment	 la	 progérine	

(Figures	29A-C).	Plus	précisément,	 l’apoptose	caspase-indépendante	est	médiée	par	 le	

relargage	d’AIF	des	mitochondries	que	nous	avons	mis	en	évidence	dans	les	VSMCs	qui	

expriment	la	progérine	(Figure	29D).	Dans	l’ensemble,	ces	données	soutiennent	l’idée	que	

les	VSMCs	de	souris	LmnaG609G/G609G	entrent	en	apoptose	prématurément	en	dépit	de	tout	

stress	environnemental.	

	 L’apoptose	étant	associée	à	une	augmentation	des	cassures	à	 l’ADN,	nous	avons	

étudié	ces	défauts	dans	les	VSMCs	de	souris	LmnaG609G/G609G.	Nos	résultats	montrent	une	

augmentation	des	dommages	à	l’ADN	dans	les	VSMCs	qui	expriment	la	progérine	de	façon	

cohérente	à	ce	qui	avait	été	observé	dans	 les	 fibroblastes	HGPS	(Richards	et	al.,	2011).	

Plus	 précisément,	 nous	montrons	 une	 augmentation	 des	 cassures	 à	 l’ADN	double-brin	
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illustrées	 par	 l’augmentation	 des	 foci	 gH2Ax	 ainsi	 qu’une	 augmentation	 des	 cassures	

simple	 et	 double-brin	 observées	 par	 le	 test	 des	 comètes	 (Figures	 29E,F).	 Une	 étude	

réalisée	à	partir	de	VSMCs	humaines	montre	que	l’expression	de	la	progérine	induite	par	

la	 transfection	 d’un	 vecteur	 viral	 perturbe	 la	 réparation	 des	 dommages	 à	 l’ADN	 car	

contrairement	 à	 la	 lamine	A,	 la	 progérine	ne	peut	 se	 lier	 au	 facteur	de	 réparation	des	

dommages	 à	 l’ADN	DNA-PK	 (Kinoshita	 et	 al.,	 2017).	 De	 plus,	 nos	 résultats	mettent	 en	

évidence	 des	 changements	 épigénétiques	 dans	 les	 VSMCs	 LmnaG609G/G609G.	 L’étude	 de	

l’acétylation	 de	 l’histone	 H3	 s’est	 révélée	 être	 diminuée	 dans	 les	 VSMCs	 exprimant	 la	

progérine	 tandis	 que	 la	 triméthylation	 de	 l’histone	 H3	 sur	 la	 lysine	 9	 est	 augmentée	

(Figure	 34A).	 Dans	 l’ensemble,	 ces	 résultats	 obtenus	 à	 partir	 VSMCs	 exprimant	 la	

progérine	 témoignent	 d’altérations	 chromosomiques	 parmi	 lesquelles,	 un	 nombre	

important	de	cassures	à	 l’ADN	expliquerait	 l’augmentation	accrue	de	 l’apoptose	de	ces	

cellules	conduisant	à	leur	déplétion	dans	la	media	de	l’aorte	des	souris	LmnaG609G/G609G.		

	 Par	ailleurs,	l’étude	qui	avait	pour	objectif	de	déterminer	si	la	localisation	cellulaire	

d’AIF	était	mitochondriale	ou	cytoplasmique	dans	les	VSMCs	nous	a	permis	de	mettre	en	

évidence	un	défaut	de	structure	mitochondriale	des	VSMCs	LmnaG609G/G609G.	En	effet,	nous	

avons	observé	une	 fragmentation	du	 réseau	mitochondrial	de	 ces	 cellules	qui	pourrait	

s’expliquer	 par	 une	 diminution	 de	 l’expression	 des	mitofusines	 1	 et	 2,	 deux	 protéines	

essentielles	dans	 la	 fusion	mitochondriale	 (Figures	23A,B).	Pour	 le	 confirmer,	 il	 serait	

intéressant	 d’étudier	 l’expression	 d’OPA1,	 une	 protéine	 qui	 induit	 la	 fission	

mitochondriale.	Cela	permettrait	de	confirmer	si	des	altérations	de	fissions	contribuent	

également	 aux	 modifications	 architecturales	 des	 mitochondries	 dans	 les	 VSMCs	

LmnaG609G/G609G	 ou	 si,	 seuls	 les	 défauts	 de	 fusion	 en	 sont	 responsables.	 L’étude	 de	 la	

dynamique	du	réseau	mitochondrial	par	imagerie	en	temps	réel	n’a	cependant	pas	révélée	

de	 différences	 significatives	 entre	 les	 VSMCs	 WT	 et	 LmnaG609G/G609G	 (données	 non	

présentées).	 Ce	 résultat	 ne	 reposant	 que	 sur	 des	 observations,	 il	 serait	 pertinent	 de	

développer	un	outil	permettant	de	quantifier	certains	paramètres	de	la	dynamique	telles	

que	 la	 vitesse	 de	 déplacement	 mitochondriale	 afin	 de	 confirmer	 une	 dynamique	

mitochondriale	 normale	 des	 VSMCs	 LmnaG609G/G609G.	 Collectivement,	 ces	 données	

montrent	 une	 altération	 de	 la	 structure	mitochondriale	 des	 VSMCs	 LmnaG609G/G609G	 de	

façon	 cohérente	 à	 une	 précédente	 étude	 qui	 montrait	 des	 anomalies	 de	 morphologie	

mitochondriale	 dans	 les	 fibroblastes	 HGPS	 (Xiong	 et	 al.,	 2016).	 Du	 fait	 de	 la	 relation	

structure/fonction,	les	altérations	d’architectures	mitochondriales	suggèrent	un	défaut	de	
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production	énergétique.	Nos	résultats	obtenus	par	Seahorse	analyzer,	outil	permettant	

d’étudier	la	fonction	mitochondriale,	montrent	un	défaut	de	respiration	maximale	et	une	

tendance	à	la	diminution	de	production	d’ATP	des	VSMCs	LmnaG609G/G609G	comparés	aux	

WT	(Figure	33A).	De	futures	analyses	de	la	fonction	mitochondriale	sont	nécessaires	afin	

de	confirmer	la	diminution	de	synthèse	d’ATP	dans	les	VSMCs	LmnaG609G/G609G	comme	cela	

a	été	montré	dans	des	fibroblastes	de	souris	LmnaG609G/G609G	par	rapport	aux	WT	(Rivera-

Torres	 et	 al.,	 2013).	 De	 plus,	 l’étude	 de	 l’expression	 des	 complexes	 de	 la	 chaîne	

respiratoire	 montre	 une	 diminution	 de	 l’expression	 du	 complexe	 IV	 tandis	 que	 les	

complexes	I,	II	et	III	sont	exprimés	de	façon	similaire	dans	les	VSMCs	LmnaG609G/G609G	par	

rapport	aux	WT	(Figure	33B).	Dans	l’ensemble,	ces	résultats	démontrent	une	altération	

de	la	structure	et	de	la	fonction	mitochondriale	des	VSMCs	qui	expriment	la	progérine.		

	 Au	carrefour	des	dysfonctions	mitochondriales,	des	modifications	épigénétiques,	

des	dommages	à	l’ADN,	de	la	senescence	ou	encore	du	raccourcissement	des	télomères,	le	

NAD+	 est	 apparu	 comme	 une	 potentielle	 stratégie	 thérapeutique	 pour	 contrer	 les	

pathologies	associées	au	vieillissement	(Rajman	et	al.,	2018).	Nos	résultats	montrent	que	

les	 VSMCs	 LmnaG609G/G609G	 se	 caractérisent	 par	 des	 défauts	 de	 dommages	 à	 l’ADN,	 des	

modifications	épigénétiques	ainsi	que	des	altérations	de	la	fonction	mitochondriale	ce	qui	

confirme	des	similitudes	entre	la	progéria	et	les	marques	associées	à	la	déficience	en	NAD+	

au	cours	du	vieillissement.	Nos	résultats	montrent	une	diminution	des	niveaux	de	NAD+	

dans	les	VSMCs	LmnaG609G/G609G	par	rapport	aux	WT	(Figure	30B).	Nous	souhaitons	par	

ailleurs	confirmer	la	diminution	de	NAD+	dans	l’aorte	des	souris	WT	LmnaG609G/G609G.	Pour	

cela,	le	dosage	de	composés	de	la	famille	des	nicotinamides	par	chromatographie	en	phase	

liquide	à	haute	performance	est	en	cours	avec	l’aide	de	la	plateforme	CriBioM	(Criblage	

Biologique	Marseille)	qui	est	spécialisée	dans	la	caractérisation	de	métabolites	ainsi	que	

dans	 l'étude	 de	 l’activité	 et	 de	 la	 biodisponibilité	 de	 substances	 bioactives.	 Il	 serait	

également	 intéressant	 de	 doser	 le	 NAD+	 circulant	 à	 partir	 du	 sérum	 des	 souris	

LmnaG609G/G609G	et	WT	afin	de	confirmer	une	diminution	globale	du	NAD+.	Cela	pourrait	

potentiellement	être	utilisé	comme	biomarqueur	de	l’atteinte	vasculaire	comme	cela	a	été	

démontré	 dans	 le	 vieillissement	 physiologique	 ainsi	 que	 dans	 certaines	 pathologies	

(Jayasena	et	al.,	2020).			

	 Pour	comprendre	l’origine	de	la	diminution	des	niveaux	de	NAD+	dans	les	VSMCs	

LmnaG609G/G609G,	nous	avons	étudié	 la	PARylation,	une	modification	post-traductionnelle	

catalysée	 par	 les	 PARP-1	 qui	 sont	 les	 principales	 enzymes	 consommatrices	 du	 NAD+	
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cellulaire.	 En	 effet,	 il	 a	 été	 démontré	 que	 l’expression	 et	 l’activité	 de	 PARP-1	 sont	

dépendants	du	niveau	de	dommages	à	l’ADN	cellulaire	(Zaniolo	et	al.,	2007).	Nos	résultats	

montrent	une	augmentation	de	la	PARylation	ainsi	que	de	l’expression	de	PARP-1	dans	les	

VSMCs	 et	 dans	 l’aorte	 de	 souris	LmnaG609G/G609G	 par	 rapport	 aux	WT	 (Figure	 30C).	 En	

parallèle,	 nous	 montrons	 une	 diminution	 de	 l’expression	 des	 protéines	 de	 la	 voie	 de	

sauvetage	du	NAD+	dans	les	VSMCs	et	dans	l’aorte	de	souris	LmnaG609G/G609G	comparé	aux	

WT.	Plus	précisément,	sachant	que	Nampt	est	l’enzyme	limitante	de	la	voie	de	sauvetage	

du	NAD+,	la	diminution	de	son	expression	pourrait	également	contribuer	à	la	diminution	

des	 niveaux	 de	 NAD+	 dans	 les	 VSMCs	 qui	 expriment	 la	 progérine	 (Figure	 30D).	 Dans	

l’ensemble,	ces	résultats	démontrent	que	l’expression	de	la	progérine	dans	les	VSMCs	est	

associée	à	une	augmentation	des	dommages	à	 l'ADN	induisant	une	augmentation	de	 la	

PARylation	afin	de	réparer	ces	dommages.	Sachant	que	la	PARylation	consomme	du	NAD+,	

l’augmentation	 de	 la	 PARylation	 dans	 les	VSMCs	LmnaG609G/G609G	 est	 responsable	 d’une	

utilisation	accrue	de	NAD+	qui,	en	parallèle,	est	moins	produit	par	la	voie	de	sauvetage.	

Ces	changements	provoquent	donc	une	chute	des	niveaux	de	NAD+	représentant	un	stress	

cytotoxique	pour	 les	cellules	musculaires	qui	requièrent	une	grande	quantité	d’énergie	

afin	 d’assurer	 leur	 fonction	 contractile.	 Cela	 conduirait	 ainsi	 à	 l’apoptose	 des	 VSMCs	

LmnaG609G/G609G	 et	 à	 l’apparition	 de	 troubles	 cardiovasculaires	 chez	 les	 souris	

LmnaG609G/G609G.		

	 Dans	 le	 but	 de	 confirmer	 le	 rôle	 de	 la	 PARylation	 dans	 la	 physiopathologie	

vasculaire,	 nous	 nous	 sommes	 intéressés	 aux	 effets	 de	 l’inhibition	 de	 PARP-1	 sur	 les	

niveaux	de	NAD+	qui	dans	le	cas	de	résultats	positifs,	constituerait	un	potentiel	traitement	

pour	la	progéria.	En	effet,	plusieurs	études	ont	permis	de	mettre	en	évidence	l’effet	positif	

de	la	restauration	des	taux	de	NAD+	sur	des	cardiomyopathies	(Diguet	et	al.,	2018;	Vignier	

et	al.,	2018).	La	stratégie	de	ces	deux	études	consistait	à	restaurer	les	taux	de	NAD+	par	

l’utilisation	du	NR,	un	précurseur	de	NAD+	métabolisé	par	NRK2.	Cependant,	sachant	que	

NRK2	est	diminuée	dans	notre	modèle	(Figure	30D)	et	que	la	PARylation	est	augmentée	

dans	les	VSMCs	LmnaG609G/G609G	(Figure	30C),	il	était	préférable	de	cibler	PARP-1	dans	le	

but	 d’augmenter	 les	 niveaux	 de	 NAD+.	 Pour	 commencer	 cette	 étude,	 nous	 avons	 par	

conséquent	utilisé	l’olaparib,	un	inhibiteur	des	PARPs	couramment	utilisé	dans	la	thérapie	

anticancéreuse.	Bien	que	 les	VSMCs	LmnaG609G/G609G	traitées	à	 l’olaparib	présentent	une	

diminution	de	la	PARylation	et	une	augmentation	des	niveaux	de	NAD+,	l’augmentation	de	

NAD+	n’est	pas	suffisante	pour	restaurer	des	niveaux	comparables	à	ceux	observés	dans	
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les	VSMCs	WT	(Figures	36A,	B).	Par	ailleurs,	nous	montrons	que	le	traitement	des	VSMCs	

LmnaG609G/G609	à	l’olaparib	n’induit	pas	d’augmentation	des	foci	gH2Ax	ce	qui	signifie	que	

l’inhibition	de	PARP-1	n’impacte	pas	les	réparations	des	dommages	à	l’ADN	(Figure	36C).	

Dans	 l’ensemble,	 ces	 résultats	 confirment	 que	 l’inhibition	 de	 PARP-1	 est	 une	 bonne	

stratégie	pour	augmenter	les	niveaux	de	NAD+	sans	affecter	la	réparation	des	dommages	

à	l’ADN.	L’olaparib	n’étant	cependant	pas	suffisant	pour	restaurer	les	niveaux	de	NAD+,	

l’identification	d’une	autre	molécule	a	été	nécessaire.		

	 Pour	cela,	nous	avons	réalisé	un	criblage	à	haut	débit	afin	d’identifier,	à	partir	de	

deux	banques	de	molécules,	un	composé	capable	d’inhiber	PARP-1	tout	en	restaurant	les	

niveaux	de	NAD+.	Le	criblage	à	haut	débit	nécessite	une	grande	quantité	de	cellules	ce	qui	

nous	a	obligé	à	utiliser	des	VSMCs	différenciées	à	partir	d’iPSc	dérivées	de	patients	HGPS	

ou	de	témoins.	Comme	attendu,	l’étude	des	VSMCs	HGPS	confirme	une	expression	de	la	

progérine	et	de	la	SMA.	De	plus,	une	augmentation	du	pourcentage	de	noyaux	déformés	

ainsi	que	de	 la	 sénescence	est	 caractéristique	des	VSMCs	HGPS	 (Figures	31A-C).	Nous	

avons	également	confirmé	la	diminution	des	niveaux	de	NAD+	dans	les	VSMCs	HGPS	par	

rapport	aux	VSMCs	WT	(Figure	31D).	De	façon	surprenante,	une	étude	obtenue	à	partir	

de	 VSMCs	 HGPS	 générées	 à	 partir	 d’iPSCs	 à	mis	 en	 évidence	 des	 défauts	 prolifératifs	

associés	 à	 une	 diminution	 de	 l’expression	 de	 PARP-1	 (Zhang	 et	 al.,	 2014).	 Dans	 notre	

étude,	les	VSMCs	HGPS	constituent	néanmoins	un	bon	modèle	pour	le	criblage	à	haut	débit	

puisque	 nous	 observons	 une	 augmentation	 de	 l’activité	 de	 PARP-1	 ainsi	 que	 de	 la	

PARylation	et	enfin,	une	diminution	des	niveaux	de	NAD+	de	même	que	 les	précédents	

résultats	obtenus	à	partir	de	VSMCs	LmnaG609G/G609G.		

	 Les	résultats	du	criblage	à	haut	débit	ont	permis	d’identifier	3	molécules	qui	seront	

appelées	X,	Y,	Z	et	qui	permettent	de	restaurer	le	NAD+	des	VSMCs	HGPS	à	des	niveaux	

similaires	à	ceux	des	VSMCs	HGPS	(Figure	31E).	L’étude	de	l’activité	de	PARP-1	dans	des	

VSMCs	HGPS	traitées	avec	différentes	doses	de	ces	3	composés	a	permis	de	déterminer	

qu’une	 molécule	 Z	 est	 capable	 d’inhiber	 significativement	 PARP-1	 (Figure	 31D).	 Le	

traitement	des	VSMCs	LmnaG609G/G609G	avec	la	molécule	Z	confirme	l’augmentation	du	NAD+	

a	des	niveaux	comparables	aux	VSMCs	WT	(Figure	32A).	Nous	avons	donc	choisi	de	traiter	

les	 souris	 LmnaG609G/+	 avec	 le	 composé	 Z.	 Les	 souris	 LmnaG609G/+	 et	 LmnaG609G/G609G	

développent	toutes	les	2	des	phénotypes	associés	au	vieillissement	prématuré,	mais	les	

phénotypes	de	la	maladie	apparaissent	plus	tôt	et	progressent	plus	rapidement	chez	les	

souris	 LmnaG609G/G609G.	 Le	 traitement	 pendant	 4	 semaines	 des	 souris	 LmnaG609G/+	 avec	
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100mg/kg	ou	150mg/kg	du	composé	Z	 révèle	que	 l'épaisseur	de	 la	media	ainsi	que	 le	

nombre	de	noyaux	de	la	media	sont	proches	de	ceux	des	souris	WT.	L’inhibition	de	PARP-

1	et	 l’augmentation	des	niveaux	de	NAD+	a	donc	des	effets	bénéfiques	sur	 la	perte	des	

VSMCs	et	par	conséquent,	sur	la	pathologie	vasculaire.	Il	serait	intéressant	de	confirmer	

cette	donnée	sur	des	souris	LmnaG609G/G609G	et	d’étudier	la	survie	de	ces	souris	par	rapport	

à	des	 souris	LmnaG609G/G609G	non	 traitées.	 Ces	 traitements	 sont	 actuellement	 en	 cours	 à	

l’institut	clinique	de	la	souris.	Des	résultats	positifs	après	traitement	des	LmnaG609G/G609G	

avec	la	molécule	Z,	qui	confirmeraient	ceux	obtenus	sur	des	souris	LmnaG609G/+,	ouvriront	

la	 voie	 à	 de	 nouveaux	 travaux	 pour	 la	 mise	 au	 point	 de	 traitements	 permettant	 de	

diminuer	la	pathologie	cardiovasculaire	dans	la	progéria.	

	 Notre	 étude	 permet	 donc	 d’illustrer	 le	 rôle	 de	 la	 PARylation	 dans	 la	 perte	 des	

VSMCs.	Nous	montrons	que	l’expression	de	la	progérine	qui	active	la	PARylation	via	les	

dommages	 à	 l’ADN	 et	 diminue	 les	 niveaux	 de	 NAD+,	 combinée	 au	 besoin	 énergétique	

important	des	VSMCs	pour	assurer	leur	fonction	contractile,	explique	la	physiopathologie	

de	ces	cellules.	En	effet,	une	diminution	des	taux	de	NAD+	à	la	suite	de	l’augmentation	de	

la	 PARylation	 dans	 d’autres	 cellules	 musculaires	 a	 également	 été	 associée	 à	 des	

pathologies	(cf.	partie	2.2	«	Projet	annexe	:	Rôle	de	la	PARylation	sur	la	fonction	cardiaque	

et	musculaire	 dans	 la	 dystrophie	musculaire	 de	Duchenne	»).	 Aussi,	 il	 serait	 pertinent	

d’étudier	la	PARylation	et	les	niveaux	de	NAD+	dans	les	cellules	cardiaques	et	musculaires	

squelettiques	des	souris	LmnaG609G/G609G	afin	de	confirmer	cette	hypothèse.	Par	ailleurs,	

l’étude	 de	 souris	 Zmpste24-	/-	 qui	 n’expriment	 pas	 la	 progérine	 mais	 qui	 ont	 d’autres	

caractéristiques	associées	au	vieillissement	prématurée	telles	qu’une	augmentation	des	

cassures	à	l’ADN,	permettrait	de	comprendre	s’il	existe	un	lien	direct	entre	progérine	et	

PARylation.	Notre	étude,	menée	à	partir	de	VSMCs	qui	expriment	via	un	PMO,	une	forme	

tronquée	 de	 la	 lamine	 A	 qui	 n’est	 pas	 la	 progérine,	 conduit	 à	 des	 déformations	 de	

l’enveloppe	nucléaire	mais	n’induit	pas	d’augmentation	de	la	PARylation	(Figure	37A-D).	

Ce	résultat	suggère	une	spécificité	de	 la	progérine	sur	 l’augmentation	de	 la	PARylation	

mais	 de	 futures	 expériences	 sont	 nécessaires	 afin	 de	 le	 confirmer.	 En	 effet,	 il	 serait	

intéressant	d’induire	l’expression	de	la	progérine	dans	les	VSMCs	afin	de	confirmer	son	

lien	direct	avec	l’augmentation	de	la	PARylation	et	de	la	mort	cellulaire	par	apoptose.	Nous	

supposons	 que	 l’ancienneté	 du	 PMO	 que	 nous	 avons	 utilisé	 pourrait	 participer	 à	

l’expression	 de	 la	 forme	 tronquée	 de	 la	 lamine	 A	 contrairement	 à	 l’expression	 de	 la	

progérine	comme	attendu.	Il	serait	ainsi	pertinent	de	recommencer	cette	expérience	avec	
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un	 nouveau	 PMO	 Hlmna11D	 ou	 encore	 d’autres	 PMO	 également	 capables	 d’induire	

l’expression	de	la	progérine	tels	que	le	Hlmna11A	(Luo	et	al.,	2014).	

	 Dans	l’ensemble,	notre	étude	soutient	que	la	PARylation,	augmentée	dans	l’aorte	

des	souris	LmnaG609G/G609G	à	la	suite	de	dommages	à	l’ADN	induits	par	l’expression	de	la	

progérine,	 conduit	 à	 une	 consommation	 accrue	 du	 NAD+,	 ce	 qui	 constitue	 un	 stress	

cytotoxique	provoquant	la	perte	des	VSMCs	dans	ce	modèle.	L’inhibition	de	PARP-1	avec	

le	composé	Z	permet	de	restaurer	les	niveaux	de	NAD+	dans	les	VSMCs	qui	expriment	la	

progérine	 et	 améliore	 la	 pathologie	 vasculaire	 des	 souris	 LmnaG609G/G609G.	 De	 futures	

recherches	sont	nécessaires	pour	définir	si	le	traitement	Z	pourrait	s’inscrire	comme	une	

nouvelle	stratégie	thérapeutique	ciblant	la	perte	massive	des	VSMCs	dans	la	progéria.		
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 Projet	annexe	:	rôle	de	la	
PARylation	sur	la	fonction	
cardiaque	et	musculaire	dans	la	
dystrophie	musculaire	de	
Duchenne	

 Contexte	et	objectifs	de	l’étude	
A. Introduction	

	 La	dystrophie	musculaire	de	Duchenne	(DMD)	est	une	maladie	génétique	liée	au	

chromosome	 X	 dont	 l’incidence	 chez	 l'Homme	 est	 estimée	 à	 1	 naissance	 sur	 5	 000	

(Crisafulli	 et	 al.,	 2020).	 Les	 patients	 souffrent	 d’une	 dégénérescence	 progressive	 des	

muscles	 striés,	 entraînant	 une	 perte	 de	 la	mobilité,	 une	 insuffisance	 respiratoire	 ainsi	

qu’une	 cardiomyopathie	 conduisant	 au	décès	prématuré	des	patients	 (Birnkrant	 et	 al.,	

2018;	Bushby	et	al.,	2010).	La	DMD	est	causée	par	des	mutations	du	gène	DMD1	entraînant	

l'absence	 de	 dystrophine,	 une	 protéine	 essentielle	 dans	 le	maintien	 de	 l’intégrité	 	 des	

fibres	musculaires	 pendant	 leur	 contraction	 (Campbell	 and	 Kahl,	 1989;	Monaco	 et	 al.,	

1986).	

B. Hypothèses	

	 Au	centre	d’un	dysfonctionnement	mitochondrial,	de	la	dérégulation	calcique	et	du	

stress	oxydatif,	 le	NAD+	est	apparue	comme	une	potentielle	cible	thérapeutique	pour	la	

DMD	(Cantó	et	al.,	2015;	Goody	and	Henry,	2018).	Le	NAD+	est	un	cofacteur	essentiel	pour	

plusieurs	classes	d’enzymes	telles	que	les	PARPs	qui	sont	les	principales	consommatrices	

du	 NAD+	 cellulaire.	 Ces	 dernières	 catalysent	 la	 PARylation,	 une	 modification	 post-

traductionnelle	impliquée	dans	la	détection	et	 la	réparation	des	dommages	à	l’ADN	qui	

peut	être	compromise	si	les	niveaux	de	NAD+	sont	faibles	(Cantó	et	al.,	2015;	Goody	and	

Henry,	 2018).	 L'ectoenzyme	 CD38	 consomme	 également	 le	 NAD+	 afin	 de	 d’assurer	 la	

production	de	l’ADP-ribose	cyclique	(cADPR	pour	«	cyclic	ADP-ribose	»),	un	messager	de	
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la	signalisation	calcique	dans	le	cytoplasme	(Howard	et	al.,	1993).	Enfin,	un	rôle	du	NAD+	

dans	la	production	d’ATP	ainsi	que	dans	le	maintien	des	cellules	souches	musculaires	a	

également	été	démontré.	Il	est	donc	supposé	que	l’altération	du	NAD+	peut	avoir	un	impact	

sur	la	régénération	musculaire	et	plus	généralement,	sur	la	fonction	musculaire	(Zhang	et	

al.,	2016).		

C. Objectifs		

	 La	 supplémentation	 au	 nicotinamide	 riboside,	 un	 précurseur	 naturel	 du	 NAD+,	

permet	de	stimuler	la	voie	de	synthèse	de	NAD+		et	d’améliorer	le	phénotype	musculaire	

d’un	modèle	murin	de	DMD	(Zhang	et	al.,	2016).	L’objectif	de	ce	projet	est	d'étudier	 le	

NAD+	dans	les	tissus	musculaires	de	chiens	atteints	de	dystrophie	musculaire	du	golden	

retriever	(GRMD).	Dans	ce	modèle,	 l'évolution	des	phénotypes	pathologiques	sont	plus	

progressifs	 et	 plus	 sévères	que	 ceux	 retrouvés	 chez	 les	 souris	DMD	 (Kornegay,	 2017).	

Reflétant	de	façon	plus	fidèle	la	DMD,	les	études	à	partir	des	chiens	GRMD	assurent	une	

bonne	 transposabilité	 à	 l'Homme	 notamment	 pour	 l’identification	 de	 cibles	

thérapeutiques.	

D. Impact		

	 Bien	que	plusieurs	approches	thérapeutiques	soient	actuellement	en	cours	d'étude	

dont	 notamment	 des	 stratégies	 de	 thérapie	 génique	 (Shimizu-Motohashi	 et	 al.,	 2019),	

l’utilisation	de	plusieurs	thérapies	combinées	est	désormais	reconnue.	La	compréhension	

du	 rôle	 du	 NAD+	 dans	 les	 mécanismes	 physiopathologiques	 de	 la	 DMD	 ainsi	 que	

l’identification	d’une	molécule	améliorant	le	phénotype	clinique	restent	par	conséquent	

pertinent	 comme	 cible	 thérapeutique	 afin	 d’envisager	 des	 thérapies	 combinatoires	 et	

ainsi	optimiser	les	effets	bénéfiques.		
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ABSTRACT	

Duchenne	muscular	dystrophy	(DMD)	is	an	X-linked	disease	caused	by	mutations	in	DMD	

gene	and	loss	of	the	protein	dystrophin,	which	ultimately	 leads	to	myofiber	membrane	

fragility	 and	 necrosis,	 with	 eventual	 muscle	 atrophy	 and	 contractures.	 Affected	 boys	

typically	 die	 in	 their	 second	 or	 third	 decade	 due	 to	 either	 respiratory	 failure	 or	

cardiomyopathy.	 Among	 the	 developed	 therapeutic	 strategies	 for	 DMD,	 exon	 skipping	

approach	corrects	the	frame	shift	and	partially	restores	dystrophin	expression.	However,	

despite	extensive	attempts	to	develop	definitive	therapies	for	DMD,	the	standard	of	care	

remains	prednisone,	which	has	only	palliative	benefits.	Animal	models	have	played	a	key	

role	 in	studies	of	DMD	pathogenesis	and	 treatment	development.	The	golden	retriever	

muscular	dystrophy	(GRMD)	dog	displays	clinical	syndrome	aligning	with	the	progressive	

course	of	DMD.	Therefore	canine	studies	may	translate	better	to	humans.	Recent	studies	

suggested	 that	 nicotinamide	 adenine	 dinucleotide	 (NAD+)	 cellular	 content	 could	 be	 a	

critical	determinant	for	striated	muscle	function.	Biosynthesis	of	NAD+	from	vitamin	B3	

(known	as	salvage	pathways)	is	the	primary	source	of	NAD+.	We	showed	here	that	NAD+	

salvage	pathway	was	altered	in	the	striated	muscles	of	GRMD,	leading	to	an	alteration	of	

one	of	NAD+	 co-substrate	enzymes,	PARP-1.	Moreover,	we	showed	 that	boosting	NAD+	

content	using	nicotinamide	 (NAM),	a	natural	NAD+	precursor,	 improves	 in	 the	striated	

muscle	function.	Collectively,	our	results	provide	mechanistic	insights	into	DMD.	

	

KEYWORDS	

Duchenne	muscular	dystrophy,	GRMD,	NAD+,	nicotinamide	 	
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INTRODUCTION	

Duchene	muscular	dystrophy	(DMD)	is	the	most	common	muscular	disease	affecting	one	

in	3,500	live-born	males.	It	is	caused	by	an	inherited	or	spontaneous	X-linked	recessive	

mutation	in	the	DMD	gene	(Koenig	et	al.,	1987),	leading	to	a	loss	of	dystrophin	expression	

(Hoffman	et	al.,	1987).	As	structural	and	mechanical	sarcolemma	protein,	the	absence	of	

dystrophin	results	in	a	decrease	of	muscular	fibers	stress	resistance	(Petrof	et	al.,	1993).	

During	 contraction,	muscle	 fibers	membrane	breaks	and	 intracellular	 signaling	defects	

appear	(Constantin,	2014).	Clinically,	first	symptoms	appear	during	the	first	decade	of	life	

with	 delayed	 acquisition	 of	 ambulation,	 respiratory	 insufficiency	 and	 cardiomyopathy	

(Mercuri	et	al.,	2019)	resulting	in	an	average	lifespan	of	24	years,	which	can	reach	40	years	

for	 patients	 using	 ventilatory	 support	 (Rall	 and	 Grimm,	 2012;	 Villanova	 and	 Kazibwe,	

2017).	 Although	 progress	 has	 been	 made	 to	 identify	 genes	 causing	 the	 disease	 and	

pathological	 mechanisms,	 there	 are	 currently	 no	 optimal	 therapies.	 Today,	 several	

therapeutic	approaches	to	cure	DMD	are	under	investigation,	but	to	date	there	has	been	

only	one	effective	long-term	therapy	for	this	disease	based	on	CRISPR-Cas9	gene	editing	

approach	(Nelson	et	al.	2019	Nat	Med).	Thus,	there	remains	a	major	unmet	medical	need	

for	new	therapeutic	interventions.	

Striated	 muscles	 convert	 chemical	 energy	 from	 adenosine	 triphosphate	 (ATP)	 into	

mechanical	activity,	which	 is	necessary	to	generates	movement	and	maintains	posture.	

Therefore,	striated	muscles	are	 important	metabolic	 tissues	able	 to	store,	produce	and	

consume	 substrates	 such	 as	 amino	 acids	 and	 carbohydrates	 contributing	 to	 provide	

energy	 needed	 during	 physical	 activity	 (Frontera	 and	 Ochala	 et	 al.	 2015).	 Given	 that	

striated	muscles	are	metabolically	 important	tissues	due	to	a	vital	role	of	nicotinamide	

adenine	 dinucleotide	 (NAD)	 in	 energy	 production,	 NAD	 emerges	 as	 potential	 new	

therapeutic	target	for	muscular	dystrophies	(Goody	and	Henry,	2018).	NAD	is	a	metabolic	

co-factor	found	in	cells	either	in	its	oxidized	(NAD+)	or	reduced	(NADH)	form	(Berger	et	

al.	2004).	Poly	(ADP-ribose)	polymerases	(PARPs)	are	major	cellular	NAD+	consumers	that	

have	 key	 cellular	 functions	 such	 as	 response	 to	 cellular	 stress	 (Hottiger	 et	 al.	 2010).	

Considering	 the	 key	 role	 of	NAD	 in	 different	 cellular	 process,	maintaining	 the	 balance	

between	 NAD+	 consumption	 and	 biosynthesis	 is	 extremely	 important	 for	 cellular	

homeostasis	and	tissue	function.	Three	independent	intracellular	pathways	allow	NAD+	

synthesis	 from	various	precursors.	De	novo	and	Preiss-Handler	pathways	 lead	to	NAD+	

synthesis	from	tryptophan	(Trp)	and	nicotinic	acid	(NA)	in	the	diet	but	the	most	important	
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pathway	for	maintaining	intracellular	NAD+	 levels	is	the	salvage	pathway	(Revollo	et	al.	

2004).	It	exists	another	NAD+	precursor	-	nicotinamide	riboside	(NR)	-	that	enhances	NAD+	

levels	 through	 the	 salvage	 pathway	 when	 catalyzed	 by	 nicotinamide	 riboside	 kinase	

(Nmrk)	(Bieganowski	et	al.	2004,	Ratajczak	et	al.	2016).	In	the	salvage	pathway	of	NAD+	

biosynthesis,	nicotinamide	phosphoribosyltransferase	(Nampt)	was	identified	as	a	rate-

limiting	enzyme	that	converts	NAM	to	nicotinamide	mononucleotide	(NMN)	(Garten	et	al.	

2015).	NAD+	is	then	synthesized	from	NMN	by	NMN	adenylyltransferase	(Nmnat)	(Stein	

and	 Imai,	 2012).	 NAD+	 functions	 as	 a	 co-factor	 for	 a	multitude	 of	 enzymatic	 reactions	

within	different	cellular	compartments	(Hsu	et	al.	2009,	Pillai	et	al.	2010).	NAD+	functions	

have	expanded	beyond	its	role	as	a	co-enzyme,	as	NAD+	also	acts	as	degradation	substrates	

for	a	wide	range	of	enzymes,	such	as	sirtuins	and	poly(ADP-ribose)	polymerase	(PARPs)	

(Berger	et	al.	2004).	PARPs	are	nuclear	enzymes	of	eukaryotic	cells	that	participate	in	DNA	

repair	in	response	to	genotoxic	stress	(Langelier	et	al.	2012,	Benjamin	et	al.	1980).	When	

activated	by	DNA	breaks,	PARPs	initiate	an	energy-consuming	cycle	by	transferring	ADP-

ribose	units	from	NAD+	to	nuclear	proteins.	This	process	results	in	rapid	depletion	of	the	

intracellular	 NAD+	 pools,	 slowing	 the	 rate	 of	 glycolysis	 and	mitochondrial	 respiration,	

eventually	leading	to	cellular	dysfunction	and	death.		

Previous	 studies	 have	 shown	 that	 muscles	 NAD+	 levels	 are	 low	 in	 aging	 and	 many	

pathological	 conditions	 (reviewed	 in	 (Imai	 and	 Guarente,	 2014)).	 In	 muscles	 of	 mdx	

mouse	model	of	DMD,	decreased	NAD+	 levels	has	been	observed	(Ryu	et	al.,	2016).	Our	

study	reports,	a	decreased	of	NAD+	content	in	the	dystrophin-deficient	dog,	notably	the	

Golden	Retriever	muscular	dystrophy	(GRMD)	dog.	Moreover,	we	showed	that	boosting	

NAD	+	content	using	NAM	improves	in	the	striated	muscle	function.		

RESULTS	

GRMD	dogs	display	an	alteration	in	NAD+	levels		

The	GRMD	dog,	represents	a	translational	bridge	between	mice	and	humans	(Duan,	2011),	

because	it	mimics	more	closely	the	human	disease	than	other	existing	mammalian	models	

of	dystrophin	deficiency	(Figure	43A)	(Valentine	et	al.,	1988).	GRMD	dogs	shares	the	same	

pathogenesis	as	human	disease	(Kornegay,	2017)	with	more	severe	phenotype	than	mdx	

mouse	 considered	 therefore	 as	 more	 relevant	 model	 for	 identification	 of	 therapeutic	

strategies.	GRMD	dogs	harbor	 a	mutation	 in	 the	dystrophin	 gene	 resulting	 in	 a	 loss	of	

dystrophin	 protein	 in	 striated	 muscles	 (Figure	 43B),	 and	 display	 dystrophic	 muscle	
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lesions,	progressive	fibrosis	(Figure	43C-F),	early	locomotor	impairment	and	premature	

death	due	to	respiratory	or	cardiac	failure.		

To	evaluate	the	relationship	between	NAD	metabolism	and	DMD,	we	first	assessed	the	

expression	 of	 NAD+	 salvaging	 and	NAD+	 consuming	 enzymes	 (Figure	 38A)	 in	 striated	

muscles	from	GRMD	dogs	at	an	early	and	late	stage	of	the	disease	progression.	There	was	

a	significant	decreased	expression	of	QPRT	and	NRK2	in	both	cardiac	and	skeletal	muscles	

from	adult	GRMD	dogs	compared	with	WT	dogs	(Figure	38B).	Given	that	a	consequence	

of	altered	NAD+	 salvage	pathways	would	 lead	to	a	drop	 in	cellular	NAD+	 level,	we	next	

assessed	NAD+	striated	muscle	level	in	GRMD	dogs.	We	showed	that	the	NAD+	content	was	

significantly	 lowered	 in	 heart	 and	 skeletal	muscles	 from	 young	 and	 adult	 GRMD	 dogs	

compared	with	WT	dogs	(Figure	38C).	There	was	a	correlation	between	altered	cardiac	

and	skeletal	muscle	structure	and	tissular	NAD+	content,	as	the	decrease	of	NAD+	level	was	

reported	 in	 tissues	presenting	a	diseased	appearance	with	 fibrosis	 infiltration	 for	both	

cardiac	and	skeletal	muscles	and	atrophic	and	regenerative	fibers	in	skeletal	muscle.		

Given	that	de	PARPs	are	major	cellular	NAD+	consumers,	we	then	asked	the	consequences	

of	decreased	skeletal	muscles	NAD+	on	PARP-1	activities.	PARPs	enzymes	bind	and	cleave	

NAD+	 to	 produce	 NAM	 and	 ADP-ribose,	 and	 couple	 one	 or	 more	 ADP-ribose	 units	 to	

promote	PARylation	of	acceptor	proteins	(Bai	2015).	The	level	of	PARylation	detected	by	

poly(ADP-ribose)	 (PAR)	 monoclonal	 antibody	 was	 increased	 in	 cardiac	 and	 skeletal	

muscles	 from	adult	GRMD	dogs	 compared	with	WT	dogs	 (Figure	39).	Taken	 together,	

these	findings	suggest	that	increased	PARylation	and	altered	NAD+	salvage	pathways	are	

involved	in	NAD+	depletion	GRDM	dogs.	

In	vivo	NAM	treatment	restores	NAD+	level	

Given	that	there	was	a	decrease	of	NAD+	level	in	both	cardiac	and	skeletal	muscles	from	

adult	GRMD	dogs,	we	tested	whether	NAM,	the	substrate	for	Nampt,	could	increase	NAD+	

content	in	the	tissues	and	therefore	improve	muscular	function.	GRMD	dogs	were	treated	

with	NAM	(500	mg.	2/day),	starting	at	5	months	of	age	for	1	month	duration.	At	the	end	

of	 the	 treatment,	 the	 NAD+	 level	 was	 increased	 in	 skeletal	 muscles	 from	 GRMD	 dogs	

(Figure	 40A).	 NAM-treated	 dogs	 exhibited	 an	 increased	 PARylation	 and	 PARP-1	

expression	 compared	with	 untreated	 animals	 (Figure	 40B).	 Moreover,	 feeding	 GRMD	

dogs	 with	 NAM	 led	 to	 increase	 in	 Nampt	 expression	 while	 NRK2	 expression	 was	

unchanged	(Figure	40C).	Together,	these	results	suggest	that	NAM	effectively	increased	

NAD+	level	in	GRMD	dogs.	
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In	vivo	NAM	treatment	improves	skeletal	muscle	function	

These	 data	 led	 us	 to	 test	 whether	 boosting	 NAD+	 content	 using	 NAM	 delays	 the	

progression	 of	 striated	 muscle	 dysfunction	 in	 DMD.	 We	 determined	 whether	 the	

treatment	 could	 improve	 force	generation.	 In	 conjunction	with	 the	dystrophic	pattern,	

force	 production	 was	 reduced	 in	 XX	 muscle	 from	 5	 and	 6	 months	 old	 GRMD	 dogs	

compared	with	WT	dogs	(Figure	41A).	This	was	also	reflected	with	a	worsening	in	clinical	

score	in	GRMD	dogs	compared	with	WT	dogs	(Figure	41B).	NAM-treated	dogs	exhibited	

a	 stabilization	of	 their	 relative	 force	during	 the	NAM	 treatment	period	 compared	with	

untreated	animals	(Figure	41A).	The	treated	dogs	also	displayed	a	better	clinical	score	

than	untreated	animals	NAM-treated	dogs	exhibited	an	increased	PARylation	compared	

with	untreated	animals	(Figure	41B).	Thus,	NAM	treatment	leads	to	in	vivo	improvements	

in	muscle	function.	

	

DISCUSSION	

Given	 the	 importance	 of	 NAD+	 in	 mitochondria	 dysfunction,	 energetic	 defect,	 calcium	

dysregulation,	and	oxidative	stress,	we	sought	to	identify	mechanisms	linking	NAD+	and	

striated	muscles	dysfunction	in	GRMD	dogs.	Previous	studies	in	mdx	mouse	model	of	DMD	

identified	 NAD+	 as	 a	 relevant	 therapeutic	 target	 for	 DMD	 (Ryu	 et	 al.,	 2016).	We	 have	

demonstrated	 here	 that	muscular	 dystrophy	 in	 GRMD	 dogs	 is	 associated	with	muscle	

NAD+	 depletion,	 which	 can	 potentially	 be	 monitored	 as	 an	 index	 of	 disease	 severity.	

Reduced	 NAD+	 levels	 are	 likely	 the	 result	 of	 PARP	 activation	 and	 reduced	 protein	

expression	 of	 NAD+	 salvage	 pathway.	 Two	 complementary	 strategies	 exist	 for	

manipulating	 tissue	 NAD+	 pools.	 The	 first	 is	 to	 enhance	 NAD+	 production	 by	

supplementing	biosynthetic	precursors	 (Yoshino	et	al.	 2018).	The	 second	strategy	 is	 to	

inhibit	 the	 enzymatic	 consumption	 of	 NAD+.	 Our	 study	 therefore	 demonstrates	 that	

boosting	NAD+	production,	using	NAM,	could	be	effective	for	managing	the	progression	of	

muscular	dystrophy	 in	GRMD	dogs	(Figure	46).	While	primary	NAD+	deficiency	drives	

striated	muscle	weakness,	our	current	data	strongly	suggest	that	the	characteristic	muscle	

weakness	of	GRMD	dogs	can	be	overcome	by	NAD+	boosting	strategy.	We	used	NAM,	as	

opposed	to	NR	as	it	has	been	described	in	two	separated	studies	(Ryu	et	al.	2016;	Frederick	

et	al.	2020),	given	that	NRK2	(the	enzyme	that	converts	NR	 into	NMN)	expression	was	

lowered	in	striated	muscle	of	GRMD	dogs.	This	could	partially	explain	the	lack	of	benefit	
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observed	by	Frederick	and	colleagues	in	mdx	mice.		

Recent	studies	indicate	that	dietary	supplementation	with	NR	protects	against	high-fat-

diet-induced	obesity	(Canto	et	al.,	2012),	while	improving	hepatic	function	and	protecting	

against	 diabetic	 neuropathy	 (Trammell	 et	 al.,	 2016).	 Similarly,	 NMN	 enhances	 insulin	

sensitivity	 in	against	high-fat-diet-fed	mice	(Yoshino	et	al.,	2011).	Moreover,	 these	NAD	

precursors	are	effective	at	extending	lifespan	and	reducing	metabolic	disease	(Khan	et	al.,	

2014;	 Imai,	 2010).	 NAM	 is	 one	 of	 three	 NAD	 precursor	 vitamins	 that	 is	 largely	 made	

available	for	NAD	salvage	via	degradation	of	dietary	NAD.	NAM	has	long	been	used	to	treat	

diverse	disease	conditions,	such	as	inflammatory	diseases	and	dementia,	in	humans	and	

animal	models	(Williams,	et	al.	2016	Nature).	In	addition,	it	has	been	shown	that	chronic	

NAM	supplementation	improves	health	span	measure	(Mitchell	et	al.	2018	Cell	Metab).	Our	

study	 therefore	demonstrates	 that	 the	use	of	NAM	could	be	effective	 for	managing	 the	

progression	of	muscular	dystrophy.	Our	observations	may	have	broad	 implications	 for	

other	neuromuscular	diseases	that	are	characterized	by	PARP	activation.	
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METHODS	

Animal	

All	procedures	were	approved	by	the	Ethical	Committee	of	EnvA,	ANSES	and	UPEC	under	

the	approval	number	20/12/12-20	and	were	performed	in	accordance	with	the	relevant	

guidelines	and	regulations.	Juvenile	(younger	than	6-month-old)	and	adult	(older	than	6-

month-old)	dogs	were	used	for	experiments.	

NAM	Supplementation	

	500mg	of	Nicotinamide	(XX)	were	orally	administrated	to	GRMD	dogs	twice	a	day.	The	

treatment	duration	was	1	month	starting	from	5	months	of	age.		

Immunoblotting	

	Total	proteins	were	isolated	by	resuspending	striated	muscle	tissues	in	extraction	buffer	

(Cell	 Signaling)	 completed	 with	 deacetylation	 inhibitors	 cocktail	 (Santa	 Cruz	

Biotechnology).	 The	 lysates	 were	 separated	 by	 10%	 SDS-polyacrylamide	 gel	

electrophoresis	 and	 transferred	 to	 nitrocellulose	 membranes	 (Invitrogen).	 Blotted	

membranes	 being	 were	 blocked	 in	 5%	 bovine	 serum	 albumin	 (BSA)	 in	 Tris–buffered	

saline	 containing	 1%	 Tween	 20	 (TBS-T)	 for	 1	 h	 at	 room	 temperature	 followed	 by	

incubation	 overnight	 at	 4°C	 with	 the	 appropriate	 primary	 antibody	 (Table	 8).	 After	

washing	 with	 TBS-T,	 membranes	 were	 for	 1h	 at	 room	 temperature	 incubated	 with	

secondary	anti-rabbit	or	anti-mouse	antibodies	conjugated	to	a	fluorescent	dye	(Table	8).	

Subsequent	 to	 being	washed	with	 TBS-T	 the	 signal	was	 revealed	 using	 ChemiDoc	MP	

Imaging	System	(Biorad).	Bands	were	quantified	using	Image	J	software.		

NAD+	concentration	quantification	

Fresh	striated	muscles	tissues	were	homogenized	and	processed	according	to	previous	

report	 (Sander	 et	 al.,	 1976b).	 The	 concentration	 of	 NAD+	 was	 determined	 using	 a	

spectrophotometric	 assay	 as	 described	 previously	 (Bernofsky	 and	 Swan,	 1973b).	

Absorption	 measurements	 were	 carried	 out	 in	 96-well	 plates	 by	 spectrophotometry	

(Tecan).	
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FIGURES	

	
Figure	38	:	NAD+	salvage	pathway	is	altered	in	striated	muscles	of	golden	retriever	muscular	
dystrophy	
	(A)	 Schematic	 representation	 of	 the	 NAD+	 biosynthesis.	 (B)	 Immunoblots	 showing	
Nampt,	QPRT	and	NRK2	protein	levels	in	cardiac	and	skeletal	from	wild	type	(n	=	3)	and	
GRMD	 (n	 =	 3)	 dogs	 at	 juvenile	 and	 adult	 age.	 GAPDH	was	 used	 for	 normalization.	 (C)	
Quantification	of	cardiac	and	skeletal	muscle	NAD+	content	(fold	change)	in	wild	type	(n	=	
4-6)	and	GRMD	at	juvenile	and	adult	age.	Bars	indicate	mean	±	standard	error	of	mean	and	
numbers	above	columns	indicate	P-values.	Differences	were	analyzed	by	unpaired	t-test.	
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Figure	 39	 :	 Global	 Poly	 (ADP-ribosylation)	 is	 increased	 in	 striated	 muscles	 of	 golden	
retriever	muscular	dystrophy	
Immunoblots	showing	total	PARylated	protein	level	expression	with	PAR	antibody	(Fold	
change)	in	cardiac	and	skeletal	muscle	from	juvenile	and	adult	WT	(n	=	2)	and	GRMD	(n	=	
2)	 dogs.	 Ponceau	was	 shown	 as	 loading	 control.	 The	 bar	 graphs	 represent	 PARylated	
protein	 relative	 expression	 (mean	 ±	 standard	 error	 of	 means)	 (relative	 to	 ponceau).	
Differences	were	analyzed	by	Mann-Whitney	test.	
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Figure	 40	 :	 NAM	 supplementation	 improves	 NAD+	 levels	 in	 striated	 muscles	 of	 golden	
retriever	muscular	dystrophy	
	(A)	Quantification	of	skeletal	muscles	NAD+	content	(Fold	change)	from	WT	(n	=	4),	GRMD	
(n	=	2)	and	NAM-treated	GRMD	(n	=	2)	dogs.	Bars	indicate	means	±	standard	errors	of	
means	 and	 numbers	 above	 columns	 indicate	 P-values.	 Differences	 were	 analyzed	 by	
Kruskal-Wallis	test.	(B)	Immunoblots	showing	total	PARylated	protein	level	expression	
with	PAR	antibody	(Fold	change)	in	skeletal	muscle	from	GRMD	(n	=	2)	dogs	treated	or	
not	 with	 NAM.	 Ponceau	 was	 shown	 as	 loading	 control.	 The	 bar	 graphs	 represent	
PARylated	 protein	 relative	 expression	 (mean	 ±	 standard	 error	 of	 means)	 (relative	 to	
ponceau).	 (C)	 Immunoblots	 showing	 Nampt	 and	 NRK2	 protein	 level	 expression	 (Fold	
change)	in	skeletal	muscle	from	GRMD	(n	=	2)	dogs	treated	or	not	with	NAM.	Ponceau	was	
shown	as	loading	control.	The	bar	graphs	represent	PARP-1	and	Nampt	protein	relative	
expression	(mean	±	standard	error	of	means)	(relative	to	ponceau).	
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Figure	41	:	NAM	supplementation	stabilized	muscular	function	of	golden	retriever	muscular	
dystrophy	
(A)(XX).	(B)(XX).	(C)	(XX).	(D)	(XX).	
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Figure	42	:	Working	model	
Schematic	 representation	 of	 the	 mechanism	 of	 NAD+-mediated	 alteration	 of	 muscle	
performance	and	therapeutic	intervention	in	DMD.	
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SUPPLEMENTARY		

Supplementary	Materials	and	Methods	

Immunostaining	and	histology.		

Tissues	were	fixed	in	4%	formaldehyde	and	were	included	in	paraffin.	(XX)µm	sections	

were	cut	and	stained	with	H&E	or	red	sirius.	For	immunostaining,	sections	were	incubated	

in	permeabilization	solution	and	blocking	solution	containing	(XX).	Primary	dystrophin	

antibody	(XX)	were	incubated	overnight	at	4°C	in	blocking	solution.	After	washing	with	

(XX),	samples	were	incubated	with	secondary	antibodies	(XX)	for	2	h	at	RT.	Slices	were	

mounted	in	(XX)	medium.	Immunostaining	were	scanned	with	(XX)	microscope.	Stained	

slices	were	imaged	in	bright	field	under	(XX)	microscope	

 

 

 
 

  

Antibody	 Provider	 Reference	 Dilution	
GAPDH	(Rabbit)	 Abcam	 #ab8245	 1/1000	
Nampt	(Rabbit)	 Abcam	 #ab4580	 1/1000	
Nrk2	(Rabbit)	 US	Biological	 #037146	 1/1000	
PAR	(Mouse)	 EM	Millipore	 AM80	 1/1000	
PARP-1(Rabbit)	 Santa	Cruz	Biotechnology	 #sc-8007	 1/1000	
QPRT(Rabbit)	 Abcam	 #ab171944	 1/1000	
Goat	Anti-Mouse	IgG	StarBright	Blue	520	 Bio-Rad	 #12005866	 1/1000	
Goat	Anti-Rabbit	IgG	StarBright	Blue	520	 Bio-Rad	 #12004161	 1/1000	
Table	8	:	Antibodies	used	for	western	blotting	
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Figure	43	:	Golden	retriever	model	of	muscular	dystrophy:	a	more	 translatable	model	 to	
human	DMD	
(A)	 Representative	 images	 of	 GR	 and	 GRMD	 dogs	 at	 (XX)	 months	 of	 age	 (B)	 Dystrophin	
immunostaining	on	striated	muscle	sections	from	WT	and	GRMD	dogs	at	(XX)	months	of	age.	Scale	
bar,	(XX).	(C)	Representative	heart	sections	from	juvenile	or	adult	WT	and	GRMD	dogs	stained	
with	hematoxylin	&	eosin	(H&E)	(XX).	Scale	bar,	(XX).	(D)	Representative	skeletal	muscle	sections	
from	juvenile	or	adult	WT	and	GRMD	dogs	stained	with	hematoxylin	&	eosin	(H&E)	(XX).	Scale	
bar,	(XX).	(E)	Representative	heart	sections	from	juvenile	or	adult	WT	and	GRMD	dogs	stained	
with	Sirius	red	(XX).	Scale	bar,	(XX).	(F)	Representative	skeletal	muscle	sections	from	juvenile	or	
adult	WT	and	GRMD	dogs	stained	with	sirius	red	(XX).	Scale	bar,	(XX).	
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	 Pour	conclure,	ce	travail	de	recherche	a	eu	pour	but	de	répondre	à	d’importantes	

problématiques	qui	limitent	fortement	la	compréhension	des	syndromes	de	vieillissement	

prématuré	 à	 l’aide	 d’une	 série	 intégrée	 de	modèles.	 Ces	 derniers	 nous	 ont	 permis	 de	

souligner	le	rôle	de	la	PARylation	sur	l’apparition	des	troubles	cardiovasculaires	dans	la	

progéria.	J’ai	démontré	que	l’expression	de	la	progérine	dans	les	VSMCs	aortiques	était	

associée	à	une	augmentation	des	dommages	à	l'ADN	qui	induisent	une	augmentation	de	

la	PARylation	afin	de	réparer	ces	dommages.	Sachant	que	 la	PARylation	consomme	du	

NAD+,	l’augmentation	de	la	PARylation	dans	les	VSMCs	est	responsable	d’une	utilisation	

accrue	du	NAD+	qui,	en	parallèle,	est	moins	produit	par	la	voie	de	sauvetage.	En	effet,	nous	

avons	 montré	 un	 défaut	 d’expression	 de	 protéines	 impliquées	 dans	 cette	 voie.	 Ces	

changements,	 combinés	 à	 une	 altération	 de	 la	 fonction	 mitochondriale	 ainsi	 qu’à	 des	

changements	 épigénétiques,	 provoquent	 une	 chute	 des	 niveaux	 de	 NAD+	 des	 VSMCs	

LmnaG609G/G609G.	Comme	décrit	dans	la	littérature,	les	chutes	du	niveau	de	NAD+,	induites	

par	la	suractivation	de	PARP-1,	constituent	un	stress	cytotoxique	cellulaire.	Cela	provoque	

un	 relargage	 par	 les	mitochondries	 du	 facteur	 AIF	 qui	 transitent	 vers	 le	 noyau	 par	 le	

cytoplasme	pour	 déclencher	 l’apoptose	 caspase	 indépendante	 appelée	Parthanatos.	 Ce	

mécanisme,	confirmé	dans	 les	VSMCs	LmnaG609G/G609G,	 conduirait	ainsi	à	 la	perte	de	ces	

cellules	 qui	 seraient	 d’avantage	 sensibles	 aux	 chutes	 de	 NAD+	 de	 par	 leur	 besoin	

énergétique	 important	 pour	 leur	 fonction	 contractile.	 Par	 ailleurs,	 cette	 hypothèse	 est	

renforcée	par	l’étude	de	la	PARylation	tant	dans	le	muscle	squelettique	que	dans	le	cœur	

de	chien	GRMD.	Nous	avons	en	effet	également	démontré	une	chute	des	niveaux	de	NAD+	

qui,	 lorsqu’elle	 est	 atténuée	 par	 un	 traitement	 au	 nicotinamide,	 améliore	 la	 fonction	

musculaire.	La	fonction	musculaire	étant	dépendant	de	la	réserve	énergétique,	les	cellules	

musculaires	dont	les	taux	de	NAD+	sont	faibles	à	la	suite	d’une	protéine	mutée	ou	absente	

confère	une	pathologie	à	l’ensemble	du	tissu.	En	effet,	le	traitement	des	souris	LmnaG609G/+	

avec	 un	 inhibiteur	 de	 le	 PARylation	 permet	 de	 restaurer	 les	 niveaux	 de	 NAD+	 et	 de	

diminuer	la	perte	des	VSMCs	et	par	conséquent,	la	pathologie	vasculaire	(Figure	44).	Bien	

que	ce	résultat	confirme	le	lien	entre	PARylation	et	pathologie	vasculaire,	il	est	néanmoins	

nécessaire	de	le	confirmer	dans	le	modèle	LmnaG609G/G609G.		

	 Collectivement,	ces	résultats	soutiennent	la	thèse	que	la	PARylation	joue	un	rôle	

sur	 l’apparition	 des	 troubles	 cardiovasculaires	 dans	 la	 progéria	 de	Hutchinson-Gilford	

offrant	d’une	part,	une	meilleure	compréhension	des	mécanismes	physiopathologiques	et	

d’autre	part,	ouvrant	la	voie	à	de	nouveaux	travaux	pour	la	mise	au	point	de	traitements	
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novateurs	contre	les	atteintes	cardiovasculaires	dans	la	progéria	mais	également	dans	le	

vieillissement	en	général.	

	

	
Figure	44	:	Schéma	bilan	représentant	le	mécanisme	par	lequel	la	PARylation	conduit	à	la	
perte	des	VSMCs	LmnaG609G/G609G	
DSB	:	 double	 strand	 breaks	;	 NA	 :	 nicotinic	 acid	;	 NAD+	 :	 nicotinamide	 adénine	
dinucléotide	;	 NAM	 :	 nicotinamide	;	 NAMN	 :	 nicotinic	 acid	 mononucleotide	;	 NAMPT	 :	
nicotinamide	 phospho-ribosyl-transférase	;	 NAPRT	 :	 nicotinic	 acid	 phospho-ribosyl-
transferase	;	 NMN	 :	 nicotinamide	mononucléotide	;	 NR	 :	 nicotinamide	 riboside	;	 NRK	 :	
nicotinamide	 riboside	 kinase	;	 PAR	:	 poly(ADP-ribose)	;	 PARP	 :	 poly(ADP-
Ribose)polymérase	;	 VSMCs	:	 vascular	 smooth	muscle	 cells	;	 Z	:	molécule	 inhibitrice	 de	
PARP-1.	
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Abstract: Laminopathies are a heterogeneous group of rare diseases caused by genetic mutations
in the LMNA gene, encoding A-type lamins. A-type lamins are nuclear envelope proteins which
associate with B-type lamins to form the nuclear lamina, a meshwork underlying the inner nuclear
envelope of di↵erentiated cells. The laminopathies include lipodystrophies, progeroid phenotypes
and striated muscle diseases. Research on striated muscle laminopathies in the recent years has
provided novel perspectives on the role of the nuclear lamina and has shed light on the pathological
consequences of altered nuclear lamina. The role of altered nicotinamide adenine dinucleotide
(NAD+) in the physiopathology of striated muscle laminopathies has been recently highlighted. Here,
we have summarized these findings and reviewed the current knowledge about NAD+ alteration in
striated muscle laminopathies, providing potential therapeutic approaches.

Keywords: striated muscle laminopathies; NAD+; dilated cardiomyopathy; Emery–Dreifuss muscular
dystrophy; therapies

1. Introduction

Laminopathies are a heterogeneous group of genetic disorders caused by mutations in LMNA,
which encodes nuclear A-type lamins: lamins A and C. Generated by alternative splicing, lamins A and
C are identical for most of their sequence but di↵er from their C-terminal domains [1]. The central rod
domain of A-type lamins consists of heptad repeats, which drives the interaction between two lamin
proteins, the basic structural unit of lamins assembly. The rod domain is flanked by N- and C-terminal
non-↵-helical domains. The C-terminal domain has a nuclear localization sequence (NLS) for nuclear
import (sequence KKRKLE). In addition, lamin A but not lamin C has a CaaX motif (sequence CSIM),
which undergoes cleavage of the last three amino acids and isoprenylation of the terminal cysteine
residue. The C-terminal 18 amino acids of lamin A, including the isoprenyl group, is removed by
proteolysis. Lamins A and C, which are members of the intermediate filaments family, dimerize
and further assemble to form the nuclear lamina [2], a fibrillar meshwork contributing to cellular
functions such as mechanotransduction, regulation of gene transcription and chromatin structure [3].
These intermediate filament proteins, the only intermediate filaments located within the nucleus,
are expressed in most tissues.

The nuclear lamina is part of the nuclear envelope, which defines the barrier between the nucleus
and cytoplasm and features inner and outer membranes separated by a perinuclear space. The nuclear
envelope contains specific integral and associated proteins that form a mechanical link, called the
LINC (LInker of Nucleoskeleton and Cytoskeleton) complex, tethering the nucleo- and cytoskeleton
via the nuclear envelope. This LINC complex may serve as a mechanosensor, translating mechanical
cues, which include physical forces and alterations in extracellular matrix mechanics, into biochemical
signals, thus allowing cells to adapt to their physical environment. On the other hand, lamins A and C
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interact with chromatin through lamina-associated domains (LADs), which impact gene expression
and regulation in a tissue-specific manner. The discovery that several genetic diseases are caused by
mutations in the LMNA gene has resulted in a reassessment of the function of the nuclear lamina.

2. Laminopathies

Since the first description of LMNA mutations associated with Emery–Dreifuss muscular dystrophy
(EDMD) through positional cloning in 1999 [4], the improvement of genetic strategies allowed the
identification of other LMNA variants (reviewed by [5]). To date, more than 10 human clinical
entities have been attributed to LMNA mutations. Collectively named laminopathies, they are
commonly classified into four groups according to a↵ected tissue: (i) adipose tissue, (ii) nervous
system, (iii) accelerated ageing and (iv) striated muscles [6].

LMNA mutations cause partial lipodystrophy syndromes. Cao and Hegele identified LMNA
mutations in a monogenic disorder: the Dunnigan-type familial partial lipodystrophy (FPLD) [7].
FPLD is characterized by loss of fat a↵ecting the limbs and trunk from puberty; accumulation of fat in
the neck and face; and predisposition to insulin resistance leading to complications such as glucose
intolerance, dyslipidemia, high blood pressure, liver steatosis and increased risk for coronary heart
disease. FPLD patients are born with normal fat distribution, but after the onset of puberty, there is
regional loss of fat from the extremities associated with insulin resistance and, frequently, diabetes
mellitus. All FPLD-causing mutations in patients are found within a small cluster of residues exposed
on the surface of lamins A and C [8,9].

LMNA got a lot of attention in 2003, when two groups localized Hutchinson–Gilford progeria
syndrome (HGPS), a premature ageing syndrome, to the LMNA locus [10,11]. In 1886, Jonathan
Hutchinson first described what is now known as HGPS. The latter is an extremely rare genetic disorder
associated with a characteristic aged appearance very early in life. Children with HGPS appear normal
at birth but, within a year, begin to display e↵ects of accelerated ageing. As they mature, the disorder
causes children to age about a decade for every year of their life. On average, death occurs at the age
of 13, with at least 90% of subjects dying from progressive atherosclerosis of the coronary and cerebral
arteries, with tissues such as bone and skin also prominently a↵ected. Interestingly, patients do not
su↵er from osteoporosis, cancer, increased abdominal fat, cataract or neurodegeneration, signs usually
associated with ageing [12]. Recent studies have demonstrated that a microRNA (miR-9) expression
prevents progerin accumulation in HGPS neural cells, which explains the absence of brain-associated
disorders in HGPS patients [13]. HGPS is a sporadic autosomal dominant disease caused in nearly
all cases by a de novo single-base substitution in codon 608 of exon 11 of LMNA [10,11]. The LMNA
mutation creates a cryptic splice donor site, resulting in expression of a truncated pre-lamin A called
“progerin” with a 50-amino acid internal deletion near the C-terminus. Pre-lamin A is normally
farnesylated on the cysteine of a CaaX motif located at its C-terminus. The prenylated protein is then
recognized by an endoprotease and cleaved 15 amino acids away, including the farnesylated cysteine.
This cleavage site is deleted from progerin, and hence, it remains farnesylated. Even though no single
mechanism has clearly emerged to explain the complex phenotype in HGPS, considerable data suggest
that farnesylated progerin is the molecular culprit.

Other progeroid laminopathies have been described, including mandibuloacral dysplasia type
A, discovered in 2002 and featuring an intermediate clinical phenotype between FPLD and HGPS.
Moreover, the most severe laminopathy so far reported is Restricted dermopathy (RD), which is fatal
soon after birth and is caused by accumulation of farnesylated prelamin A. RD should be considered a
severe developmental disease mostly a↵ecting skin, though the bone phenotype and molecular defect
are almost similar to those of HGPS.

3. Striated Muscle Laminopathies

Among striated muscle laminopathies, EDMD was first described by the study of a family su↵ering
from early contractures, skeletal muscle weakness and cardiomyopathy [14]. The disease can be
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transmitted in both an autosomal and X-linked manner (mutations in the EMD gene, encoding emerin,
which is a protein of the inner nuclear membrane interacting directly with lamins A and C) [15,16].
In EDMD, symptoms generally appear in the first decade of life. Contractures are the first clinical
signs of disease and appear before muscle weakness and wasting, which is di↵erent from most other
muscular dystrophies. Contractures a↵ect the elbows, neck extensor muscles and Achilles tendons and
prevent complete extension, leading to di�culties with posture and walking. The slowly progressive
muscle weakness and wasting begins in a humero-peroneal distribution (biceps, triceps and peroneal),
usually during the end of the second decade of life. Cardiac disease occurs in all cases of EDMD, and in
most cases, symptoms begin at the end of the second decade, with no direct relationship to the severity
of the skeletal muscle involvement. The initial presentation is usually atrioventricular conduction
blockage, and over time, dilated cardiomyopathy develops. Sudden cardiac death is common in
EDMD, and insertion of a defibrillator can be a lifesaving measure. Striated muscles laminopathies
include also limb-girdle muscular dystrophies type 1 [16,17], LMNA-associated congenital muscular
dystrophies [18] and isolated dilated cardiomyopathy with conduction defects [19]. These disorders
share dilated cardiomyopathy as a common denominator, which has negative e↵ects on health span
and quality of life, leading in most cases to heart failure (Figure 1) (reviewed by [20]).
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Figure 1. Striated muscle laminopathies: from genotype to phenotype. All along the LMNA gene,
more than 200 di↵erent mutations have been related to striated muscle laminopathies (e.g., p.H222P,
p.R190W and p.E65G mutations respectively lead to Emery–Dreifuss muscular dystrophy, limb girdle
muscular dystrophy and dilated cardiomyopathy). These mutations in LMNA gene, encoding A-type
lamins, a↵ect both cardiac and skeletal muscle tissue. Patients with striated muscle laminopathies
exhibit di↵erent clinical features such as contractures, muscle weakness and wasting, but they all share
cardiac dysfunction as a common denominator.

The mechanisms by which mutations in LMNA, the gene responsible for the autosomal form
of EDMD, cause tissue-specific disorders are poorly understood. Research on striated muscle
laminopathies in recent years has provided novel perspectives on the role of the nuclear lamina and
has shed light on the pathological consequences of altered nuclear lamina [5]. Although progresses
have been made to identify genes causing the disease and to decipher pathological mechanisms,
there is currently no curative treatment for these diseases. An emerging body of work supports a
new view of the nuclear lamins A and C as a node that integrates and transduces a range of signals
during development and in terminally di↵erentiated cells. Hence, beyond its classical barrier function,
studies of the nuclear envelope are increasingly providing insights into basic aspects of cellular
organization and function, providing novel insights into the pathogenesis of human disease. Dissecting
these pathways would likely lead to the discovery of new mechanisms that control development and
tissue-specific diseases. Since the discovery that LMNA mutations can cause striated muscle pathology,
three mutually nonexclusive mechanisms have been hypothesized to underpin the pathogenesis:
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(1) impaired nuclear mechanoresistance via the LINC complex, or “mechanical hypothesis”; (2)
alteration of lamin A/C-controlled intracellular signalling pathways, or “signalling hypothesis”; and
(3) dysregulation of chromatin organization leading to gene expression alterations, or “chromatin
hypothesis”.

4. NAD
+

: From Metabolism to Consumption

Altered nicotinamide adenine dinucleotide (NAD+) metabolism is associated with ageing and
many pathological conditions, such as metabolic diseases, and disorders of the muscular system have
recently been linked to the development of striated muscles laminopathies. This review focuses on the
role played by NAD+ metabolism in striated muscles laminopathies, from bench to bedside.

NAD+ is a co-factor for several enzymatic reactions [21]. These processes lead to consumption of
NAD+, resulting ultimately in a constant need to replenish cellular NAD+ stores. Thus, maintaining the
balance between NAD+ degradation and biosynthesis is critical for cellular homeostasis. Skeletal muscle
requires massive amounts of energy to sustain contractile function. Given that skeletal muscle
energy stores are limited, altered NAD+ homeostasis could contribute to the pathogenesis of striated
muscle diseases.

In mammals, bearing in mind that only neurons are able to import NAD+ [22], tissues like striated
muscles use independent intracellular pathways to produce NAD+. NAD+ can be synthesized from
various ways (Figure 2).

De novo and Preiss–Handler pathways lead to NAD+ synthesis from tryptophan (Trp) and
the vitamin B3 nicotinic acid (NA, Niacin), respectively, in the diet. De novo biosynthesis,
which starts from the amino acid Trp, is considered a minor contributor to the total pool of
NAD+ [23]. During a multi-step reaction called kynurenine pathway, Trp is firstly transformed
in aminocarboxymuconic semialdehyde (ACMS) and is then converted into quinolinic acid (QA).
The quinolinic acid phospho-ribosyl-transferase (QaPRT) generates the nicotinic acid mono-nucleotide
(NAMN) from QA. In parallel, ACMS can be converted into aminomuconic semialdehyde (AMS)
by the alpha-amino-beta-carboxy-muconate-semialdehyde decarboxylase (ACMSD). This reaction
allows production of acetyl-CoA through tryptophan degradation, which is ultimately utilized in
the tricarboxylic acid (TCA) cycle [24]. It is believed that the use of Trp for the TCA cycle or NAD+

synthesis is regulated by ACMS accumulation and, therefore, depends on ACMSD activity. Indeed,
ACMSD overactivation prevents e�cient NAD+ synthesis while low ACMSD activity allows e�cient
tryptophan-to-NAD+ conversion [24]. The Preiss–Handler pathway consists in transformation of
NA into NAMN through the nicotinate phospho-ribosyl-transferase (NAPRT). Both de novo and the
Preiss–Handler pathways end with nicotinamide mono-nucleotide adenylyl-transferease (NMNAT)
enzymes that catalyse the NAMN conversion in nicotinic acid adenine dinucleotide (NAAD). Ultimately,
NAD synthases (NADS) produce NAD+ from NAAD (reviewed in [25]). These pathways are key
for NAD+ homeostasis. This is depicted by the human disease pellagra, which is caused by NAD+

deficiency subsequent to poor dietary intake of precursors. This disease is caused by deficiency of
NAD+ and can be easily treated by providing vitamin B3 in the diet [26].

The salvage pathway is considered the most important pathway for maintaining intracellular
NAD+ levels [27]. It is based on recycling of the degradation products generated by the enzymatic
activities of NAD+ consumer enzymes such as Poly (ADP-Ribose) polymerase (PARPs), Sirtuins
(SIRT) and Poly (Adenosine diphospho-ribose) (ADPR) synthases [28]. Initially, nicotinamide (NAM)
released during NAD+ consumption reactions is recycled into nicotinamide mononucleotide (NMN)
by the nicotinamide phosphoribosyl-transferases (NAMPT). The latter are the limiting enzymes
of this pathway in converting NMN to NAD+ [29,30]. In parallel, nicotinamide riboside kinases
(NRK1/2) transform nicotinamide riboside (NR) into NMN [31]. NMN is then converted in NAD+ by
nicotinamide mononucleotide adenylyl-transferase 1, 2 and 3 (NMNAT 1, 2 and 3) that are respectively
expressed in the nucleus, cytoplasm and mitochondria [32]. Supplementation of NR to cells or mice
increases the levels of NAD+ and results in the activation of its downstream signalling cascades [31,32].
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Figure 2. Clinical perspectives targeting altered nicotinamide adenine dinucleotide (NAD+)
metabolism to treat striated muscle laminopathies: strategies allowing a raise in NAD+ synthesis
or inhibiting its consumption have already proven their e↵ects on NAD+ levels. Future
studies may confirm the potential of these molecules in the treatment of laminopathies. ADPR:
ADP-ribose, ACMS: Aminocarboxymuconic Semialdehyde, AMS: Aminomuconic Semialdehyde, CD38:
Cluster of Di↵erentiation 38, EGCG: Epigallocatechin Gallate, eNAMPT: extracellular Nicotinamide
phosphoribosyltransferases, KYN: Kynurenic acid, MK-4827: Niraparib, NA: Nicotinic Acid, NAAD:
Nicotinic Acid Adenine Dinucleotide, NAD: Nicotinamide Adenine Dinucleotide, NADH: reduced
form of NAD, NADS: NAD Synthase, NAM: Nicotinamide, NAMN: Nicotinic Acid Mononucleotide,
NAMPT: Nicotinamide Phosphoribosyltransferase, NAPRT: Nicotinic Acid Phosphoribosyltransferase,
NMN: Nicotinamide Mononucleotide, NMNAT: Nicotinamide Mononucleotide Adenylyltransferase,
NR: Nicotinamide Riboside, NRK: Nicotinamide Riboside Kinase, P7C3: Pool 7 Compound 3, PARP:
Poly(ADP-Ribose)Polymerase, QA: Quinolinic Acid, TCA: Tricarboxylic Acid, TRP: Tryptophan,
QAPRT: Quinolinic Acid Phosphoribosyltransferases, SAMR1: Sterile Alpha And TIR Motif Containing
1, and SIRT: Sirtuins.

NAD+ was recently identified as an important co-substrate for di↵erent classes of enzymes, among
which is PARPs [33]; 17 PARP enzymes have been discovered, 16 of which bind and cleave NAD+ to
NAM and ADPR. They catalyse the attachment of one or more ADPR subunits to itself and to multiple
acceptor proteins [34]. This reaction is called Poly (ADP-Ribosyl)ation (PARylation) [35]. PARylation
is known to be attached to glutamate, aspartate, arginine and lysine residues of proteins by PARPs.
PARylation is a reversible reaction, and ADPR units can be removed from acceptor proteins by a series
of enzymes such as Poly (ADP-Ribose) glycohydrolase (PARG). The majority of cellular PARP activity is
localized to the nucleus. Although PARylation was identified 50 years ago, surprisingly little is known
about the molecular targets and which processes these specifically regulate. The covalent modification
of proteins by PARylation is a biochemical response to deoxyribonucleic acid (DNA) damage induced
by oxidation, alkylation and ionizing radiation. PARPs have widespread functions that are vital for
cellular homeostasis [36]. The binding of PARP-1 to damaged DNA, including single-strand breaks
(SSBs), double-strand breaks (DSBs) and base excision repair (BER), activates PARP-1 enzymatic
activity [37,38]. Therefore, PARP-1 can function as a DNA damage sensor. With low levels of DNA
damage, PARP-1 acts as a factor involved in DNA damage detection and repair. In contrast, with high
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levels of DNA damage, PARP-1 promotes cell death. PARP-1 interacts physically and functionally
with various proteins involved in DNA repair pathways and may recruit the repair proteins to sites
of DNA damage (e.g., X-ray Repair Cross Complementing 1 (XRCC-1) in BER and DNA-dependent
protein kinase in DSB repair). Overall, PARPs contribute not only to DNA repair and cell death but
also to carcinogenesis [39], metabolism [40], signalling [41], gene transcription [42] and ageing [43].
Further studies are needed for a better understanding of the role of each PARP isoform and their NAD+

consumption quantity.
The most-investigated enzyme that uses NAD+ as a co-substrate is Sirt1, a NAD+-dependent

nuclear deacetylase that removes acetyl groups from lysine residues of a target protein, e.g., the tumour
suppressor p53, the myocyte-specific enhancer factor 2 (MEF2), the forkhead box O1 (FoxO1) and
peroxisome proliferator-activated receptor gamma co-activator 1-alpha (PGC-1↵), all of which regulate
transcriptional programs related to increased mitochondrial function [44]. Sirt1 activity is directly
regulated by NAD+, raising the hypothesis that NAD+ acts as a metabolic sensor. For instance,
both NAD+ levels and Sirt1 activity increase in mammalian tissues in response to energy/nutrient
stresses such as exercise [45,46]. Sirt1 is part of the sirtuin family composed by seven homologs,
which all are NAD+-dependent enzymes [47]. Ubiquitously expressed, Sirt1, 2 and 6 are located in
both the nucleus and cytoplasm; Sirt4 is mitochondrial; Sirt7 is nuclear; and Sirt3 and 5 are found
in the mitochondria, nucleus and cytoplasm [48]. Sirtuins have been initially considered as histone
deacetylases and are now recognized to have several functions such as deacylase, demyristoylase,
desuccinylase, deglutarylase, demalonylase, lipoamidase, decrotonylase and ADP-ribosyltransferase.
Overall, sirtuins are NAD+-dependent deacetylases known to regulate key biological processes
including chromatin regulation, cell cycle control, DNA repair and mitochondrial function [49].

Other NAD+ consumers such as cluster of di↵erentiation 38 (CD38), and sterile ↵ and TIR
motif–containing 1 (SARM1) allow ADPR synthesis from NAD+ hydrolysis transported into the
extracellular compartment [50]. Through their ADP-ribose synthase activity, CD38 and SARM1 are
able to convert nicotinamide adenine dinucleotide phosphate (NADP) into nicotinic acid–adenine
dinucleotide phosphate (NAADP) [51,52]. These cytosolic NAD+ metabolites are involved in calcium
(Ca2+) signalling through regulation of ryanodine receptor (RyR) and transient receptor potential
cation channel subfamily M member 2 (TRPM2) essential for contractile functions and several signal
transduction events (reviewed by [53]).

5. E↵ect of NAD
+

on Health

The initial discovery that NAD+ is a master regulator of health [54–56] prompted investigation of
NAD+ metabolism in disease models (Figure 3).

NAD+ signalling is known to protect from fatty liver diseases. Sirt1 is also an important regulator
of metabolism, which regulates gluconeogenesis as a result of deacetylation of FoxO1 [57–59]; hence,
maintaining NAD+ level is critical for liver function. Loss of Sirt1 from the liver accelerates the metabolic
disturbances of a high-fat diet [60–62], while Sirt1 overexpression improves many of the metabolic
consequences of obesity and diabetes [51,63–65]. Boosting NAD+ levels (see part 5) has been e↵ective
at preventing and treating obesity and alcoholic steatohepatitis and at improving glucose homeostasis
as well as mitochondrial dysfunction. These approaches include the inhibition of NAD+ coenzymes
such as PARPs [66,67] and CD38 [64]; the activation of nicotinamide N-methyltransferase; [68] and
supplementation with NAD+ precursors, NR [32] or NMN [65].

Dysfunctional mitochondria are a hallmark of progressive neurodegenerative diseases, including
Alzheimer’s disease (AD). AD is the most common form of dementia, a↵ecting millions of people
worldwide. AD is characterized by progressive cognitive impairment [69,70] resulting from synapse
loss and neuronal death that are critical for learning and memory and emotional control. These lead to
continuous decline in thinking, behavioural and social skills, altering a person’s ability to function
independently. One of the identified contributing factors may be NAD+ depletion [71]. Since neurons
have a high-energy demand, they are very sensitive to NAD+ depletion and impairment of ATP
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production [72]. A recent study demonstrated that supplementation with NR in a mouse model of AD
can target several aspects of AD, setting the stage for future therapeutic perspectives in humans [73].
A deficit in the NAD+ pathway has been also linked to amyotrophic lateral sclerosis patients [74].
Wang and colleagues showed that NAMPT plays an essential role in mitochondrial bioenergetics,
motor function and survival and identified the NAMPT-mediated NAD+ salvage pathway as a
potential therapeutic target for degenerative diseases [74]. Along the same line of evidence, a NAMPT
enzymatic activity enhancer, P7C3, was reported to prevent neuronal degeneration in amyotrophic
lateral sclerosis and Parkinson’s disease models [75,76], strongly suggesting that NAMPT may play a
key role in neurodegenerative diseases.
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Figure 3. Central role of NAD+ in pathological conditions: impaired NAD+ levels are involved in
the development of pathologies including cardiovascular, muscular, liver, neurodegenerative and
metabolic diseases. Given that cardiac and skeletal muscles are the main a↵ected tissues in striated
muscle laminopathies, boosting NAD+ levels is expected to be an e�cient treatment to improve patients
health span.

Neurodegeneration in the human retina can lead to Leber congenital amaurosis, a severe form
of inherited photoreceptor-neuron degeneration resulting in congenital blindness. Mutations in
NMNAT1 have been recently proposed to be responsible for the disease, by lowering NAD+ levels
in a↵ected individuals [77]. In addition, NAD+ depletion was linked not only in Leber congenital
amaurosis but also in a broad spectrum of retinal degenerations, opening up the possibility of using
NAD+ intermediates as therapeutic agents [78]. Indeed, more recently, oral administration of a
NAD+ precursor and/or gene therapy using the Nmnat1 gene has been proven successful to prevent a
neurodegenerative disease that causes vision loss [79].
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6. “Breaking NAD” in Striated Muscle Laminopathies

At the crossing between mitochondria dysfunction, energetic defect, calcium dysregulation and
oxidative stress, NAD+ appears as a relevant determinant in striated muscle laminopathies [80,81]
(Figure 3).

6.1. NAD+ and Cardiomyopathy

The adult mammalian heart requires enormous amounts of energy to sustain contractile function.
It has been hypothesized that altered NAD+ homeostasis could contribute to the pathogenesis of
striated muscle diseases. We recently demonstrated that the NAD+ content was significantly decreased
in the heart of Lmnap.H222P/H222P mice, a model that recapitulates cardiomyopathy associated with
LMNA mutation, as observed in patients [82,83]. Arimura et al. developed Lmna knock-in mice carrying
the H222P mutation that was identified in the human LMNA gene in a family with typical EDMD.
This mutation was also chosen because it putatively dramatically altered the coiled-coil organization of
A-type lamins based on in silico analysis. They show that, at adulthood, Lmnap.H222P/H222P mice develop
muscular dystrophy and dilated cardiomyopathy associated with conduction defects, reminiscent of
EDMD in human. This was the first Lmna mouse model mimicking human EDMD from gene mutation
to clinical features. This alteration is responsible for the decrease in NAMPT expression, which was
also observed in the patient’s heart with LMNA mutations [84]. NAMPT is known to be responsible
for controlling NAD+ cellular content [65,85]. Therefore, decreased NAMPT expression is associated
with cardiac disease while increased levels appear to be protective, corroborating the work from
others [86,87]. Exogenous NAD+ supplementation restores intracellular NAD+ levels and counteracts
hypertrophic cardiac response [87], confirming the key role of NAD+ in cardiac function. Recent studies
have corroborated that NAD+ cell content may be an important determinant for cardiac function [88,89].
Therefore, we expanded the current knowledge by showing that abnormal NAD+ salvage causes heart
failure and inherited cardiomyopathy associated with rare disease. All of these results using mouse
and human models suggest the link between NAD+ cardiac content and cardiomyopathy.

6.2. NAD+ and Muscular Dystrophy

Skeletal muscle is energetically expensive. Skeletal muscle cells take in glucose and store it
as glycogen. When there is a need for more energy within muscle fibres, glycogen is converted to
glucose that is used to generate adenosine triphosphate (ATP). As NAD+ is required for aerobic cellular
metabolism, NAD+ localization to mitochondria is important for muscle function. NAD+muscle content
alteration and decreased NAMPT expression were observed in the skeletal muscle of Lmnap.H222P/H222P

mice [90]. Similar observations have been made for Duchenne muscular dystrophy [91]. A decrease
in physical performance of Lmnap.H222P/H222P mice was demonstrated with a decrease in the mean
maximal speed and running distance [90]. These evidences suggest that NAMPT is important for
muscle function. A recent study showed that deleting NAMPT in mice leads to a decreased NAD+

muscle content and a significant alteration in muscle mass and endurance [92]. This confirms that
striated muscle NAD+ deficiency contributes directly to a decrease in muscle function, highlighting
the role of NAD+ in skeletal muscle laminopathies (Figure 4).
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Figure 4. Main reported alterations in the NAD+ metabolism in a mouse model of striated muscle
laminopathy: in cardiac tissue of Lmnap.H222P/H222P mice, an altered NAD+ salvage pathway has
been observed with decreased NAMPT and NMNAT1 expression. Although many pathways allow
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and skeletal muscled associated with dilated cardiomyopathy as well as altered physical performance.
NR supplementation provides a rescue of striated muscles NAD+ content leading to a reduction of left
ventricular dilatation, improved maximal speed and improved running distance.

7. Clinical Perspectives Targeting NAD
+

Metabolism

Tissue concentrations of NAD+ decline in striated muscles during pathological conditions as
described previously [89,90]. In order to compensate this deficit, strategies have been developed either
to boost NAD+ synthesis or to reduce its consumption and, therefore, to palliate the pathological e↵ects
(Figure 2).

7.1. NAD+ Synthesis Boosting Strategies

To maintain NAD+ cellular content, several NAD+ precursors have shown beneficial e↵ects
on di↵erent pathologies [90,93], a↵ecting either the heart [87,93,94] or the skeletal muscles [91,95].
NR is orally available for both mice and humans, making it the most studied therapeutic
strategy [96]. In Lmnap.H222P/H222P mice, NR supplementation (Niagen) has been shown to rescue
striated muscle NAD+ content compared with untreated animals, ensuing an improvement of
cardiac function and physical performance [84,90] (Figure 4). Niagen has been recently used
in clinical trials for heart failure (ClinicalTrials.gov identifier: NCT03423342). Patients with
striated muscle laminopathies could benefit from this therapy if the outcomes are positive.
However, treatment of Lmnap.H222P/H222P mice with another NAD+ precursor, NAM (NAMPT
substrate), did not have beneficial e↵ects on the cardiac NAD+ content and consequently showed
no cardiac function [84]. This is potentially due to an inability to metabolize the intake of
NAM by NAMPT and has therefore no beneficial e↵ect on cardiac function [84,90]. In addition,
boosting NAD+ levels with Niagen administration in a mice model of Duchenne muscular
dystrophy improved cardiac and skeletal functions [91]. Recently, a reduced form of NR called
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1-((2R,3R,4S,5R)-3,4-Dihydroxy-5-(hydroxymethyl)tetrahydrofuran-2-yl)4H-pyridine-3-carboxamide
(NRH) has been identified as a bioavailable NAD+ precursor. In mammalian cells treated with NRH,
intracellular NAD+ levels were significantly superior to cells treated with Niagen [97]. Given that
NRH is orally bioavailable and does not degrade in mice plasma, NRH administration could be a
potential treatment in order to boost NAD+ levels.

As a limiting enzyme of the NAD+ salvage pathway, NAMPT has been the preferential target
of NAD+ boosting strategies. Di↵erent studies identified small molecules able to enhance NAMPT
expression, such as P7C3, and ultimately NAD+ cellular content [98]. More recently, SBI-797812 has
been identified as a NAMPT activator, which increased levels of NAD+ in the heart of treated mice [99].

Recently, a new target was identified for boosting NAD+ synthesis. As mentioned in the previous
section, Trp could be degraded for both the TCA cycle and NAD+ synthesis. Given the way Trp
is regulated by ACMSD activity, this enzyme represents a potential target in order to boost NAD+

synthesis. A selective inhibitor of human ACMSD has been discovered and is able to increase
intracellular NAD+ levels [100]. Moreover, oral administration of ACMSD inhibitors in mice enhances
NAD+ levels in the liver and kidney, which makes this pharmacological inhibition a potential candidate
for clinical trials of striated muscle laminopathies treatment [101].

Increasing the extracellular level of NAMPT (eNAMPT) also appears to boost NAD+ synthesis.
It has been shown that plasma levels of eNAMPT, which are carried in extracellular vesicles through
blood circulation, significantly decline with age in both mice and humans. It has been proposed that
supplementation with extracellular vesicle-contained eNAMPT could enhance NAD+ synthesis and
improve health [102]. This needs to be tested in striated muscle laminopathies. Boosting cardiac
NAD+ levels can also be achieved by NMN administration [89,93,103]. It has been shown that NMN
administration prevents alteration of Sirt1 activity in mice cardiomyocytes, resulting in decreased
susceptibility to apoptosis [104]. Metabolic diseases were also prevented by NMN supplementation [65].
These studies collectively indicate that NMN administration seems to be a promising treatment for
cardiomyopathies. NMNATs are also interesting targets for raising NAD+ because of their contribution
of both de novo and salvage pathways [22,105]. The compound has been reported to activate NMNATs,
suggesting another potential way to increase NAD+ biosynthesis [106].

7.2. Inhibiting NAD+-Consumers Strategies

In addition to NAD+ boosting strategies, studies have shown that inhibiting NAD+ consumers
allows increased NAD+ levels, resulting in protected tissue function. For instance, increased NAD+

levels in major organs including the liver, brain, muscle and heart were observed in CD38 knockout
mice [107,108]. Experiments on these mice demonstrated that inhibiting CD38 protects hearts against
ischemia and reperfusion. Moreover, glutathione levels were preserved, recovery of the left ventricular
contractile function was increased and decreased myocyte enzyme release as well as infarct size were
shown [109]. Therefore, inhibiting CD38 could be used as a valid strategy to restore NAD+ level.
One strategy could consist in the use of flavonoids able to inhibit CD38 such as, luteolinidin, kuromanin
luteolin, apigenin [110,111] and quercetin [112].

Although PARPs have vital functions for cellular homeostasis including DNA damage detection
and repair, their overactivation can lead to NAD+ deficiency, resulting in cell death. Moreover,
PARPs are major NAD+ consumers, which is why PARP inhibitors have also been developed. Some of
them are used for cancers treatment such as olaparib, rucaparib, MK-4827 talazoparib and veliparib
(reviewed by [113]). However, the link between these inhibitors and the NAD+ level has not been
well studied. It has been shown that the microRNA overexpression, miR-149, in C2C12 myotubes
inhibits PARP-2, leading to increased cellular NAD+ levels and SIRT-1 activity and leading to increased
mitochondrial function and biogenesis [114]. Additional evidence implies that inhibition of PARP-2
can be cardioprotective. It has been shown that PARP-2 knockdown with siRNA protects neonatal rat
cardiomyocytes from hypertrophy induced by angiotensin II via SIRT1 activation [115]. This could
also lead to potential avenues for therapeutic strategies.
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According to reviewed studies above, NAD+-consumer inhibitors are expected to be beneficial for
striated muscle laminopathies as they are thought to improve cardiac or/and skeletal muscle (Figure 3).

8. Conclusions

Autosomal EDMD is caused by mutations in LMNA encoding nuclear A-type lamins. Although
early initiation of treatments may delay progression and prolong the pretransplantation phase of the
disease, more definitive therapies for EDMD await better mechanistic understanding of the molecular
basis for this disease to develop specific treatments. To explain how mutations in proteins of the nuclear
envelope can cause EDMD, it has been proposed that nuclear envelope abnormalities cause cellular
fragility and a decrease in the mechanical resistance to stress. However, the mechanism through
which mutated lamins cause striated muscle dysfunction remains obscure. NAD+ has emerged as a
critical regulator of metabolism impacting human health through di↵erent NAD+ dependent signalling
pathways. Studies have highlighted the role of NAD+ depletion in striated muscle laminopathies.
This correlation would clearly identify the role of NAD+ on striated muscle laminopathies in order
to develop therapeutic strategies. Di↵erent molecules have already proven their ability to increase
NAD+ levels either by boosting its synthesis or by decreasing its degradation (Figure 2). In the future,
elevation of NAD+ may o↵er viable therapeutic strategies to treat striated muscle laminopathies that
remain uncured.
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A B S T R A C T   

What if the next generation of successful treatments was hidden in the current pharmacopoeia? Identifying new 
indications for existing drugs, also called the drug repurposing or drug rediscovery process, is a highly efficient 
and low-cost strategy. First reported almost a century ago, drug repurposing has emerged as a valuable thera-
peutic option for diseases that do not have specific treatments and rare diseases, in particular. This review fo-
cuses on Hutchinson-Gilford progeria syndrome (HGPS), a rare genetic disorder that induces accelerated and 
precocious aging, for which drug repurposing has led to the discovery of several potential treatments over the 
past decade.   

1. Hutchinson-Gilford progeria syndrome 

1.1. A premature aging disease 

With a prevalence of 1 in 20 million births, Hutchinson-Gilford 
progeria syndrome (HGPS) is an extremely rare and consistently fatal 
genetic disorder characterized by accelerated aging. Clinical symptoms 
usually appear in the first 18 months after birth, and include growth 
retardation, facial dysmorphic changes (long narrow nose, prominent 
outer ears, wrinkled skin), alopecia, loss of subcutaneous fat, bone and 
joint abnormalities and cardiovascular pathology. Death occurs at a 
median age of 14.6 years, mainly due to atherosclerosis, cardiovascular 
failure and stroke [1,2] (Fig. 1). 

The genetic origin of HGPS was identified in 2003 by two indepen-
dent research groups led by Nicolas Lévy and Francis S. Collins, 
respectively [3,4]. This autosomal dominant disease is caused by a de 
novo mutation in the LMNA gene which encodes A-type lamins, inner 
nuclear membrane proteins represented mainly by lamins A and C. A- 
type lamins play crucial roles in nuclear structure and shape, as well as 

in chromatin organization, nuclear pore and cytoskeleton organization 
[5], and mutations in LMNA were reported to cause various genetic 
disorders known as laminopathies. They include a wide spectrum of 
diseases, with or without overlapping symptoms, such as lip-
odystrophies, Emery-Dreifuss muscular dystrophy, Charcot-Marie-Tooth 
disease, dilated cardiomyopathies and progeroid syndromes, including 
HGPS [6]. 

Over the past decade, several groups have explored the molecular 
causes of HGPS, ultimately leading to the identification of the first 
therapeutic strategies. In physiological conditions, lamin A is produced 
from its prelamin A precursor, which undergoes complex post- 
translational modifications (Fig. 2). A cysteine in the C-terminal of 
prelamin A is first farnesylated, cleaved and finally carboxymethylated 
by the metalloprotease STE24 (ZMPSTE24) and isoprenylcysteine car-
boxytransferase (ICTM). The farnesyl group is then removed through 
cleavage of the 15C-terminal amino acids, leading to the production of 
the mature lamin A. The most common mutation in HGPS (c.1824C>T), 
although apparently silent (LMNA p.G608G), activates an alternative 
splice site, leading to the deletion of 150 nucleotides at the end of exon 

Abbreviations: HGPS, Hutchinson-Gilford progeria syndrome; ZMPSTE24, metalloprotease STE24; ICTM, isoprenylcysteine carboxytransferase; hES, human 
embryonic stem cells; IPS, induced-pluripotent stem cells; MSC, mesenchymal stem cell; VSMC, vascular smooth muscle cell; miRNA, micro ribonucleic acid; DNA, 
Deoxyribonucleic acid; mRNA, messenger ribonucleic acid; FTI, farnesyl-transferase inhibitor; NPY, Neuropeptide Y; HMGCR, 3-hydroxy-3-methylglutaryl-coenzyme 
A reductase; SRFS1, splicing factor serine/arginine-rich splicing factor 1; ROS, reactive oxygen species; SIRT1, NAD+-dependent sirtuin 1; HSP, heat shock protein; 
NAC, N-acetyl cysteine drug; HTS, high throughput screening; AON, antisense oligonucleotide; Mono-AP, mono-aminopyrimidine; FPPS, farnesyl pyrophosphate 
synthase; FT, farnesyl-transferase. 
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11, which encode the endoprotease cleavage site. As a result, a prelamin 
A variant lacking 50 aa residues is produced in a permanently farnesy-
lated form, and the resultant protein, called progerin, exerts toxic effects 
in HGPS cells [7,8]. 

1.2. Phenotypic characteristics of HGPS 

Due to the structural role of lamins in the nucleus, accumulation of 
progerin is accompanied by dramatic changes in nuclear structure and 
function (Fig. 1). In contrast to the mature lamin A, progerin remains 
anchored to the inner nuclear membrane, leading to shape abnormal-
ities with the appearance of “blebs”, disorganization of the hetero-
chromatin (e.g. tri-methylation on lysine 47 of histone (H3K27)) [7–9], 
as well as abnormal chromosome segregation and telomere degradation 
[10–12]. Among the cellular phenotypes reported in HGPS, premature 
senescence as a result of genomic instability [10,13,14] and accumula-
tion of DNA double-strand breaks, notably through the decrease in 
recruitment of major DNA repair factors [7,15–17], have been widely 
described. Cells expressing progerin also exhibit mitochondrial defects 
[18], increased oxidative stress [19–21], decreased stress tolerance [9], 
stem cell exhaustion [22], alteration of proteolysis [23–25] and 
inflammation [26,27]. Since these phenotypes are commonly observed 
in physiological ageing [28], HGPS is considered a genetically induced 
model of accelerated ageing. First evidence came from the observation 
that progerin was expressed at low levels in physiologically aged-cells 
[29–32], but its possible role in tissue dysfunction during physiolog-
ical aging has not been demonstrated and its role or its contribution 
toward tissue dysfunction remains unanswered. 

1.3. In vitro models to study HGPS 

For almost a decade, the main biological material available for the in 
vitro study of HGPS were fibroblasts isolated from skin biopsies or 
generated following progerin overexpression [7,29,33,34]. Even though 
skin fibroblasts were useful to assess pathological phenotypes, their 
limited proliferation capacities and lack of clinical relevance have 
delayed the identification of the tissue-specific mechanism of action and 
specific treatments. The discovery of human embryonic stem cells (hES) 
and, more recently, the possibility of reprogramming somatic cells into 

pluripotent stem cells (iPS) [35], have opened up the possibility of 
studying some of the phenotypes associated with diseases “in a dish”. 
Pluripotent stem cells have the unique properties of being able to self- 
renew and to differentiate into any cell type, allowing the production 
of an “unlimited” quantity of cells for disease modeling and drug 
screening [36]. In 2011, the groups led by J.C Belmonte and A. Colman 
pioneerly reported the derivation of the first HGPS iPS cell lines [15,37]. 
Interestingly, in agreement with previous studies conducted with human 
embryonic stem cells [38], these two groups reported that neither lamin 
A nor progerin were expressed in undifferentiated HGPS iPS cells, 
making it possible to expand and differentiate these cells with no bias 
relating to the disease. Through a mechanism that remains unknown, 
these two groups have also reported that lamin A and progerin were re- 
expressed upon differentiation into different cell types, inducing path-
ological features such as nuclear abnormalities, reduced telomere length 
and premature senescence [15,37]. In addition to these findings, Zhang 
et al. also demonstrated that progerin was mainly expressed in mesen-
chymal stem cells (MSC) and vascular smooth muscle cells (VSMC), two 
cell types of particular relevance for the disease, but was absent in 
neuronal cells [37]. In 2012, our group discovered the origin of this 
specificity, identifying that miR-9, a miRNA predominantly expressed in 
neural cells, was capable to target the 3’UTR of progerin and decrease its 
expression in neurons [39]. Later, several other studies have subse-
quently elucidated some pathological mechanisms occurring in 
progerin-expressing cells in different cell types using iPS cells 
[15,17,27,37,40,41]. For example, Zhang et al. proposed in 2014 that 
the loss of proliferation in VSMCs could be attributed to a decrease in 
PARP-1 expression through an increase in chromosomal aberrations 
[17] and Xiong et al. demonstrated in 2013 a role of progerin in the 
deregulation of PPARγ2 and C/EBPα expression, two factors implicated 
in the differentiation in adipocytes [41]. 

1.4. In vivo models of HGPS 

Several animal models have been developed to elucidate the patho-
logical mechanisms of HGPS and to evaluate potential therapeutic 
strategies. The first living HGPS model was developed in 2002 through 
the depletion of ZMPSTE24 (FACE-1), which encodes the enzyme 
responsible for the cleavage of the prelamin A farnesylated residue. 

Fig. 1. Hallmarks of HGPS. In light blue, the principal clinical features of HGPS are recapitulated whereas in dark blue, the major in vitro pathological phenotypes are 
represented. 
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Zmpste24-/- mice display several progeroid features, such as growth 
retardation, alopecia, cardiomyopathy, lipodystrophy, muscular dys-
trophy and premature death [42,43]. This model was used as the gold 
standard for HGPS and related disorders for almost a decade, demon-
strating that the accumulation of the farnesylated protein induces nu-
clear abnormalities in vascular and osteogenic tissues, as well as p53 
hyperactivation, defective DNA repair, cellular senescence and stem cell 
dysfunction [14,16,44]. Since this model expresses the full-length 
version of farnesylated prelamin A, 2nd generation models were based 
on the knock-in of a mutant allele of LMNA using selective or ubiquitous 
promoters, leading to the specific expression of progerin with or without 
lamin A and C [45,46]. More recently, Osorio et al. generated a knock-in 
mouse strain carrying the HGPS mutation in LMNA. This mouse model 
produces progerin through aberrant splicing of its endogenous LMNA 
mRNA and recapitulates the main features of HGPS disease at both 
molecular and clinical levels, including reduced lifespan, as well as 
vascular calcification, and cardiovascular and bone defects [47,48]. 
Even though mouse models are essential and widely used to depict 
molecular mechanisms of the disease and to test different therapeutic 
strategies, some key differences remain between these models and 
humans. To bridge the gap between mice and humans, and thanks to 
new gene editing methodologies, the group led by Vicente Andrès has 
recently reported the generation of a minipig model of HGPS carrying, 
by knock-in, the heterozygous LMNA c1824C > T mutation. This model 
has the advantage of having a cardiovascular system with strong simi-
larities to that in humans and is therefore particularly relevant to HGPS 
[49]. 

2. Repurposing of old drugs for HGPS 

2.1. Why we should consider repositioning drugs for ultra-rare diseases 

HGPS is one of the rare or orphan diseases, defined as disorders 
affecting less than 5/100,000 people in Europe or fewer than 200,000 
Americans at any point in time (around 650 in 1 million people). Mostly 
genetic in origin, more than 7,000 disorders were classified as rare, with 
no available treatment for most of them. In this context, “drug repur-
posing” represents a valuable strategy for bridging the gap between the 
need for treatment for patients with HGPS and the limited profits ex-
pected by pharmaceutical companies from developing new chemical 
entities. Drug repurposing – also called repositioning - consists of 
identifying new indications for existing or abandoned pharmacological 
drugs. This strategy takes advantage of previous data collected for a 

compound during clinical trials, notably on its bioavailability and safety, 
thus reducing the risks linked to the development of an entirely new 
product, which consequently accelerates access to the market. While 
these strategies present clear advantages, some challenges remain. The 
principle of repurposing depends not only on knowledge of the nature of 
the drugs, but also on knowledge on the disease, with the latter condi-
tion that is not always fulfilled in rare diseases. 

2.2. Different strategies for pharmacological repositioning 

The principle of drug repurposing is not novel. First successes were 
historically due to serendipity, as described with sildenafil, that was 
initially indicated as an anti-hypertensive drug before its successful use 
in erectile dysfunction, or with thalidomide, initially developed for 
insomnia or morning sickness treatment and then repurposed for mul-
tiple myeloma, other forms of cancer or leprosy [50]. One of the most 
striking example of successful repurposing based on drugs’ side effects 
observations was recently described when french physicians located in 
Bordeaux observed the unexpected effect of Propanolol on the heman-
gioma present in the patient’s face [51] whereas it was initially used to 
treat his heart condition. Ever since, other approaches have led to the 
development of more systematic strategies of drug repurposing, which 
can be classified into two groups: experimental and computational ap-
proaches. Experimental approaches mainly comprise two kinds of as-
says, binding assays to identify target interactions (not described here) 
or assays to rescue a phenotype. 

In computational approaches, knowledge about the drug and dis-
eases, and the analysis of data from a variety of origins, form the basis 
for the discovery of potential new drug-disease associations [52]. First, a 
“target-centric approach” could be envisaged in repurposing a drug, by 
focusing on the biological role that a specific component plays in dis-
ease. This requires the identification of potential genes implicated in the 
pathological phenotypes and searching in the pharmacopeia for existing 
drugs known to target them. Another relevant strategy is “pathway or 
network mapping”, which consists of targeting a pathway upstream or 
downstream from the causative gene, but with strong relevance for the 
disease. The identification of such pathways could arise from the study 
of in vitro or in vivo models, with the development of “omics” data and 
transcriptomic analysis, in particular, being of great interest to the dis-
covery of new deregulated genes. Transcriptomic data generated to 
identify misregulated pathways in the context of disease or drug treat-
ment might also be useful for another approach called “signature map-
ping”. Other methods exist and rely mostly on similarities between drugs 

Fig. 2. Defective processing of prelamin A in HGPS and associated nuclear shape disorganization. Lamin A protein is obtained after several post-translational 
modifications, including the addition of a farnesyl group at the C-terminal and further cleavage by ZMPSTE24 endonuclease. The mutation on the LMNA gene 
that causes HGPS is responsible for the activation of an alternative splicing site that results in the deletion of 50 amino acids from a lamin A protein, including the 
cleavage site for ZMPSTE24. Consequently, the resulting mutant protein, called progerin, remains permanently farnesylated and thus induces nuclear shape ab-
normalities and disorganization. 
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to identify new possible indications. For example, a comparable chem-
ical structure in different drugs suggests a shared biological activity and 
therefore the possibility to be repurposed. The search for similarities in 
side effects has also been reported as a possible approach to drug 
repurposing, based on the hypothesis that similar side effects result from 
shared target or protein pathways and could thus lead to the discovery of 
new drug indications. These various strategies are not exhaustive, but 
reflect the major in silico methods that are currently being used in 
repurposing. Because several of these strategies have been successfully 
applied to HGPS, we will discuss the main findings of these reports 
below. 

2.3. Repurposing old drugs in HGPS: From the first “success” with 
farnesylation inhibitors to promising compounds targeting progerin 

Farnesylation, and more generally prenylation, is a common cellular 
mechanism that concerns a large number of proteins, including small 
GTPases, proteins implicated in the regulation of important cellular 
events like proliferation or cell motility. Targeting of the farnesylation 
process, which is required for the malignant activities of the RAS 
oncogenic family, has led to the development of farnesyl-transferase 
inhibitors (FTIs) as anti-cancer drugs [53]. Since 2000, several clinical 
trials using FTIs (lonafarnib, tipifarnib, BMS-214662 and L-778123) 
have evaluated their toxicity and efficacy in various cancer indications 
and revealed acceptable tolerance in humans [54–56]. Based on this 
knowledge, several FTIs were tested in vitro for HGPS, where an 
improvement in the nuclear shape was demonstrated [57–60], and also 
in vivo, revealing an improvement in the symptoms of the disease, in 
addition to a decrease in nuclear blebbing, [46,61–63] and an extension 
to lifespan [62] (Figs. 3 and 4). 

In 2008, a similar pharmacological approach targeting the entire 
prenylation pathway was employed in repurposing for HGPS using the 
combination of zoledronate, a member of the amino-bisphosphonates 
class mainly used to treat osteoporosis [64], and pravastatin, that be-
longs to a class of inhibitors of 3-hydroxy-3-methylglutaryl-coenzyme A 
reductase (HMGCR) used to reduce cholesterol levels and prevent car-
diovascular disease [65]. Treatment of the Zmpste24-/- mouse model 
with this combination led to an improvement in several hallmarks of 
HGPS, including lifespan [66]. 

These pioneering preclinical studies have successfully led to the 
design of several clinical trials, highlighting the efficiency of the 
repurposing of these drugs. The first ever clinical trial was launched in 
2007 (ClinicalTrials.gov, NCT00425607) using the FTI lonafarnib on a 
cohort of 25 patients for a minimum period of 2 years, showing 
encouraging results with an improvement in weight gain, vascular 
stiffness and bone density [67]. In 2008, following the identification of 
the zoledronate and pravastatin effect, a second clinical trial was initi-
ated using these two drugs in 12 patients (ClinicalTrials.gov, 
NCT00731016) followed by a tri-therapy clinical trial combining lona-
farnib, zoledronate and pravastatin in 37 patients (ClinicalTrials.gov, 
NCT00879034). Results of this last clinical trial was reported describing 
no additional improvement of the tri-therapy as compared to lonafarnib 
alone [68]. More recently, in late 2015, another phase I/II clinical trial 
combining the existing drugs lonafarnib and everolimus (ClinicalTrials. 
gov, NCT02579044) was started in 60 patients, for which results are 
expected in October 2020 (https://www.progeriaresearch.org/clinica 
l-trials/). Everolimus is an analog of the antibiotic macrolide drug 
rapamycin, an mTOR inhibitor, already used against cancer or for 
immunosuppression and implicated in the regulation of several cellular 
functions such as cell proliferation, protein synthesis, transcription, 
cytoskeleton rearrangement and autophagy [69]. Previous studies had 
suggested that rapamycin improved lifespan, notably in aged mice, 
through activation of autophagy, a process that is down-regulated dur-
ing ageing [70–74]. This led to the hypothesis that autophagy induction 
could decrease the accumulation of the toxic progerin through a com-
plementary mechanism to lonafarnib and improve cell phenotypes in 

progeria. Indeed, in HGPS fibroblasts treated with rapamycin or with 
temsirolimus, a decrease was observed in progerin through autophagy 
activation, accompanied by an improvement in abnormal nuclear shape, 
a decrease in senescence [75] and a reduction in DNA damage [76]. 
More recently, Neuropeptide Y (NPY), a neuronal peptide evaluated in 
Humans to treat feeding difficulties, acute stress disorders or post-
traumatic stress disorders, was also shown to decrease progerin 
expression and alleviate several in vitro hallmarks of HGPS through 
autophagy induction [77]. In parallel to the evaluation of autophagy 
activators, several other studies have investigated the possibility to 
induce progerin clearance by modulating other degradation processes. 
To date, the most advanced and promising strategy to target this process 
is the use of proteasome inhibition. First evidence was described in 2017 
by the group led by Nicolas Lévy, showing that MG132 treatment could 
lead to progerin clearance by an indirect induction of autophagy [78]. 
Finally, modulating alternative splicing regulation was also described to 
be a valuable strategy to target progerin content. Successfully applied to 
HGPS, the main target of these studies is the splicing factor serine/ 
arginine-rich splicing factor 1 (SRFS1), previously shown to enhance 
the aberrant splicing of lamin A pre-mRNA involved in the production of 
progerin [79]. The first results were reported in 2016, when our group 
demonstrated that treatment with metformin, an antidiabetic drug with 
a good safety profile, could lead to a decrease in SRSF1 and progerin in 
both iPS cell-derived MSCs and HGPS fibroblasts. In this study, we also 
reported that metformin treatment was associated with a reduction in 
several defects, such as a decrease in nuclear shape abnormalities, in 
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premature osteoblastic differentiation and in DNA damage [80]. Inter-
estingly, MG-132 was also reported to induce the downregulation of 
SRSF1, suggesting a second additive level of regulation of progerin 
expression [78]. 

2.4. Rescue of progerin-downstream pathological phenotypes 

Among repurposing strategies, targeting the phenotypic conse-
quences of progerin expression is another possibility that could indi-
rectly reduce the burden caused by the aberrant protein in HGPS cells. 
The recent development of a mouse model for HGPS and of more rele-
vant cellular models, such as based on iPS-derived cells, has allowed the 
identification of such pathological phenotypes and pathways and thus 
led to the identification of other possible drugs for repurposing (Figs. 3, 
4). 

First evidences came from the identification of the beneficial effect of 
resveratrol in HGPS, an anti-ageing polyphenol compound reported to 
have antioxidant properties [81–83]. Resveratrol is an activator of the 
NAD+-dependent sirtuin 1 (SIRT1), a histone deacetylase protein with 
implied involvement in several cell processes, such as antioxidant and 
stress responses, mitochondrial biogenesis and metabolism [84] that 
was initially tested for the treatment of cancer, diabetes, obesity, 

neurological or cardiovascular disorders [85]. Using the Zmpste24-/- 

mouse model treated with resveratrol, Liu et al demonstrated a decrease 
in the abnormal lamin A-SIRT1 association observed in HGPS, which 
was thus accompanied by a restoration of HGPS defects, including a 
decrease in stem cell loss and an extension to lifespan [86]. Whereas the 
clinical use of resveratrol is currently limited because of its poor 
bioavailability, a micronized form with a good safety profile was 
developed (SRT501) [87] opening new perspectives for HGPS. 

In 2015, another example was reported by Gabriel et al [23]. With 
the goal of restoring proteolytic machinery activity in HGPS cells 
[24,25] and consequently inducing progerin degradation, authors has 
evaluated the effect of sulforaphane, an antioxidant molecule found in 
cruciferous vegetables clinically used for its capability to improve 
symptoms of chronic inflammatory diseases and for the treatment of 
cancer [88]. Sulforaphane’s mechanism of action was reported to be 
mediated by an improvement in proteostasis, including an increase in 
heat shock protein (HSP) and components of the proteasome and auto-
phagy machineries [89,90], and through the targeting of Keap1/Nrf2 
pathways [91]. As described in this study, treatment of HGPS cells with 
this compound was accompanied by an increase in proteolytic activity, a 
reduction in progerin, a decrease in DNA damage, and an increase in cell 
proliferation, suggesting its possible use as a therapy for HGPS [23,92]. 

Fig. 4. Recapitulation of the therapeutic compounds described in HGPS. This scheme recapitulates the therapeutic approaches for the treatment of HGPS depending 
on their target. Non-repurposable strategies are represented in white, whereas repurposable drugs are highlighted in bold or underlined for the one used in clinical 
trials for HGPS. Progerin expression was decreased directly at gene level through gene therapy (CRISPR Cas 9 and AON) or through small molecules like retinoids and 
metformin. Strategies targeting progerin at a protein level or its prenylation have also been evaluated, among them small molecules that have reached the clinic, such 
as FTIs like lonafarnib, and rapamycin analogs like everolimus. Finally, targeting the downstream effects of progerin has been described as a valuable strategy for 
HGPS, with some repurposable drugs that have proven effective in correcting the disease-associated phenotypes in cellular and/or animal models. (See above- 
mentioned references for further information.) 
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Attempts to target the reactive oxygen species (ROS) accumulation 
were also made with several compounds, such as methylene blue [93], 
that improve mitochondrial dysfunction, and oltipraz, an antiparasitic 
drug that targets the antioxidant Nrf2 pathways and was also evaluated 
for its effect against cancer cells [19]. Interestingly, in relation to this 
second compound, both sulforaphane and resveratrol, mentioned above, 
also depend at least partially on Nrf2 for their beneficial antioxidant 
effects, suggesting a common mechanism of action. 

Senolytics represents a promising anti-ageing therapeutic strategy 
that targets senescent cells. Recently, a study performed in the context of 
Werner syndrome, another premature ageing disease, identified the 
benefits of quercetin, a polyphenol derived from plants and known for 
its anti-inflammatory and antioxidant properties. Authors of this study 
reported that quercetin treatment was able to rescue the replicative 
senescence in Werner syndrome MSCs through the transcriptional 
regulation of several cellular processes, such as cell cycle and anti- 
oxidation pathways. Interestingly, a similar effect on senescence were 
observed in HGPS cells, suggesting a common geroprotective effect of 
quercetin that could be relevant for premature and physiological aging 
[94]. 

In the past decade, several other pharmacological compounds have 
been reported to decrease progerin-induced pathological phenotypes 
(see review [95]) by several ways, such as a decrease in ROS production 
through N-acetyl cysteine drugs [96], decreasing vascular calcification 
through pyrophosphate treatment [48], targeting telomere dysfunction 
[97,98] or the restoration of nuclear organization through SUN1- 
associated acetyl transferase protein NAT10 inhibition with Remodelin 
[99] (Figs. 3 and 4). Recently, a promising strategy was reported by 
Hamczyk et al [21] showing that the treatment with a chemical chap-
erone tauroursodeoxycholic acid (TUDCA), successfully used in humans 
to treat cholestatic liver disease [100–103], was able to alleviate 
endoplasmic reticulum stress delaying medial VSMC loss and extending 
lifespan of progeroid mice. 

3. Drug repurposing by drug screening 

Even if previous research has led to the identification of a large 
number of potential therapeutic interventions by small molecules to 
correct HGPS defects, there is still a need for the discovery of new drugs 
that are suitable for trials in humans. To this end, another approach is to 
use high throughput screening (HTS) to evaluate the effect of old drugs 
on new phenotypes. This drug discovery strategy corresponds to the 
unbiased experimental testing of a compound library in order to find 
positive “hits” capable of correcting a defective mechanism of action or 
phenotype. This strategy will be discussed below in the light of three 
different studies reported in recent years. 

3.1. Challenges in drug screening for HGPS 

The first and most obvious challenge in high-throughput drug 
screening is the need for a robust and relevant assay that can be used to 
test the compounds. Such strategies could be developed based on several 
ways, with either “target-based”, also called “mechanism-based”, or 
“phenotypic-based” screening. A second challenge that has to be taken 
into consideration in drug screening is the choice of the cellular model. 
High-throughput screening requires a large quantity of stable cells that 
are relevant to the disease in order to work in reproducible conditions. In 
the case of HGPS, the use of primary cells from patients is challenging, 
firstly, because their growth, and thus the production of large quantities 
of cells, is limited by premature senescence and, secondly, because they 
are also associated with a phenotypic heterogeneity that could interfere 
with the identification of drugs of interest. Consequently, immortalized 
fibroblasts are generally preferred for HTS to bypass the use of primary 
cells. However, as it has been demonstrated in HGPS, progerin expres-
sion is progressively lost following immortalization, thus limiting its use 
for pharmacological interventions in HGPS [104]. Alternative strategies 

have been described to overcome this obstacle, involving inducing 
progerin in non-HGPS cell lines by overexpression [105] or using anti-
sense oligonucleotides (AON) [106,107]. Finally, in this context, iPS cell 
derivatives have emerged as a model of choice for drug screening, in 
addition to their role in disease modeling. Their high capacity for pro-
liferation and the possibility of differentiating iPS cells into different cell 
types allows the generation of large banks of cells that recapitulate the 
main phenotypes of HGPS. To date, only three drug screening processes 
have been performed to identify new drugs using different cell models in 
the case of HGPS. These are described in more detailed in the following 
section. 

3.2. Use of HTS to repurpose old drugs for HGPS 

In 2016, our group reported the first high-throughput screening 
conducted on HGPS cells using MSCs derived from iPS cells. This 
screening led to the identification of a new class of compounds that 
decreases the farnesylation of prelamin A [108]. In this study, HGPS iPS- 
derived MSCs were used to evaluate the effects of 21,608 compounds on 
the subcellular localization of prelamin A by immunofluorescence, 
assuming that this would reflect a decrease in its farnesylation. From an 
initial list of 59 hits, 11 were ultimately validated regarding their effi-
cacy in relation to increasing prelamin A staining in the nuclear mem-
brane, their safety and the correction of HGPS phenotypic defects, as 
assessed in a secondary assay. Among these, a statin was identified, 
which highlights the relevance of screening as this class of compounds 
was previously shown to target progerin prenylation [66]. Most 
importantly, a new class of compounds with a common mono- 
aminopyrimidine group (Mono-AP) was found to improve osteogenic 
differentiation and nuclear shape organization. Thanks to docking ex-
periments, it was later proposed that Mono-AP decreases farnesylation 
by simultaneously inhibiting farnesyl pyrophosphate synthase (FPPS) 
and FTs. Therefore, even if this class of drugs is not directly repurpos-
able, it could represent an advantageous form of treatment for HGPS by 
targeting farnesylation at different stages. 

In 2016, Tom Misteli’s group reported on further high-throughput 
screening conducted on HGPS, using immortalized skin fibroblasts 
that overexpressed progerin in an inducible manner [105]. Several 
phenotypes of HGPS, such as reduced levels of the nuclear protein lamin 
B1, and LAP2, disorganization of the heterochromatin and an increase in 
DNA damage, were assessed at different points in time. Detection of 
lamin B1 and of γH2AX foci, a DNA damage marker, was selected to 
develop a multi-parametric assay and screen 2,816 FDA-approved drugs 
and bioactives. Among these, 27 compounds were identified as potential 
hits, including two members of the retinoids, previously used for the 
treatment of acne or psoriasis, which exhibited strong and significant 
effects on all parameters that were tested. 

Retinoids were also identified independently by our group in a third 
high-throughput screening performed on HGPS iPS-derived MSCs [109]. 
In this study, the premature osteogenic differentiation observed in HGPS 
iPS-derived MSCs [110] was used as a readout to screen a chemical li-
brary of 2800 drugs. 10 compounds were identified and, ultimately, the 
retinoids emerged as potential drug candidates. Results of this screening 
also confirmed the anti-progeroid effect of this class of drugs that was 
previously identified by Kubben et al. using another cellular model 
[105], also demonstrating its efficiency in reducing other pathological 
defects in HGPS MSCs. Furthermore, this work has added a proof of 
concept, showing that drug screening using iPSC-derived cells could be 
helpful in the discovery of drugs that target cell-types specific to phe-
notypes in HGPS. 

4. Conclusions 

Since the discovery of the genetic origin of HGPS in 2003, much 
progress has been made, leading to greater in-depth knowledge on the 
disease, its mechanisms of action and the cellular consequences that 
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ultimately drive the disease phenotypes. Given this short period of time, 
it is very surprising to see that several successful clinical translations of 
drug repurposing have already been reported, as shown for lonafarnib, 
zoledronate and pravastatin. Drug repurposing allowed researchers to 
progress rapidly to phase II clinical trials and to evaluate the efficacy of a 
limited number of drugs in a time and cost-effective manner. As dis-
cussed in this review, identification of these treatments was mainly 
based on hypothesis-driven approaches and unbiased high-throughput 
screening. To date, around 35 molecules have been reported to have a 
positive effect on HGPS by either limiting progerin expression, modu-
lating alternative splicing, decreasing progerin accumulation or its 
pathological consequences. This situation is almost unique making 
impossible to evaluate the clinical benefit of all these individual drugs 
because of a limited number of patients. In the future, the systematic 
evaluation of the combination of drugs targeting in one hand progerin 
and in the other hand its downstream consequences appears to be a 
valuable strategy to identify an efficient treatment for this disease that 
remains uncured. 
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SUMMARY

Cofilins are important for the regulation of the actin cytoskeleton, sarcomere organization, and force produc-
tion. The role of cofilin-1, the non-muscle-specific isoform, in muscle function remains unclear. Mutations in
LMNA encoding A-type lamins, intermediate filament proteins of the nuclear envelope, cause autosomal Em-
ery-Dreifuss muscular dystrophy (EDMD). Here, we report increased cofilin-1 expression in LMNA mutant
muscle cells caused by the inability of proteasome degradation, suggesting a protective role by ERK1/2. It
is known that phosphorylated ERK1/2 directly binds to and catalyzes phosphorylation of the actin-depolyme-
rizing factor cofilin-1 on Thr25. In vivo ectopic expression of cofilin-1, as well as its phosphorylated form on
Thr25, impairs sarcomere structure and force generation. These findings present a mechanism that provides
insight into the molecular pathogenesis of muscular dystrophies caused by LMNA mutations.

INTRODUCTION

LMNA encodes lamin A and lamin C, two components of the nu-
clear lamina that are essential for nuclear architecture and regu-
lation of chromatin organization (Aebi et al., 1986; Dechat et al.,
2008; Lin and Worman, 1993). LMNA mutations are responsible
for autosomal forms of Emery-Dreifuss muscular dystrophy
(EDMD) (Bonne et al., 1999), a disorder characterized by pro-
gressive muscle weakness and wasting associated with early
contractures and dilated cardiomyopathy (Emery, 1987). LMNA
mutations also cause limb girdle muscular dystrophy (Muchir
et al., 2000), congenital muscular dystrophy (Quijano-Roy
et al., 2008), or isolated cardiomyopathy without skeletal muscle
involvement (Fatkin et al., 1999), expanding the phenotypic
spectrum of striated muscle diseases linked to mutant A-type
nuclear lamins.

Each skeletal muscle cell is composed of a repeated array of
sarcomeres, the fundamental contractile units. Skeletal muscle
cells arehighly organizedcells andnecessary for voluntarymove-
ment induced by the somatic nervous system and to maintain
posture. The coordinated contraction of all sarcomeres shortens
the entire muscle cell and produces mechanical force. Despite
the recent advances in deciphering the clinical description of
muscular dystrophy caused by LMNA mutations (Madej-Pilarc-
zyk, 2018), themolecular mechanisms leading to skeletal muscle
damage remain to be determined. Loss of structural function and
altered activation of tissue-specific signaling pathways have
been proposed to partially explain the striated muscle dysfunc-
tion in these diseases (Brull et al., 2018). We have previously
shown that the extracellular signal-regulated kinase 1/2 (ERK1/
2) activity was altered in the affected skeletalmuscles expressing
disease-causing A-type lamins variants, thus participating in
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pathogenesis (Muchir et al., 2013). However, insights into the
mechanisms bridging abnormal ERK1/2 activation and defective
skeletal muscle function are lacking.
The actin cytoskeleton contributes to the functional and struc-

tural organization of cells. Actin filaments are also amain compo-
nent of sarcomeres, which play an active role in the contractile
force of muscle. The ADF/cofilin family comprises small actin-
binding proteins with key roles in tissue homeostasis and dis-
ease. In mammals, three isoforms of the cofilin family have
been described: ADF, cofilin-1, and cofilin-2 (Maciver and Hus-
sey, 2002). The functions of each ADF/cofilin are not clearly
defined, mostly because many of them may overlap. Cofilin-1 is
a protein known to enhance actin filament turnover by severing
and promoting dissociation of filamentous actin (F-actin) poly-
mers into globular actin (G-actin)monomers (Bamburg andBern-
stein, 2008). However, cofilin-2 was the only isoform reported to
control the actin filaments turnover inmaturemuscle sarcomeres
(Kremneva et al., 2014; Vartiainen et al., 2002). Here, we have
uncovered a function of ERK1/2 signaling that catalyzes the
phosphorylation of the cofilin-1 onThr25, to protect it fromdegra-
dation by the ubiquitination-proteasome pathway. This tight
regulation of phospho(T25)-cofilin-1 protein levels by ERK1/2
signaling is important for themaintenanceof sarcomere structure
and force generation, which participate in the development of
muscular dystrophy caused by LMNAmutations.

RESULTS

Skeletal muscle pathology in soleus from
Lmnap.H222P/H222P mice
Severe cytoarchitectural abnormalities of skeletal muscles,
particularly in soleus muscle, associated with increased connec-
tive tissue have been previously observed in Lmnap.H222P/H222P

mice, a mouse model of muscular dystrophy caused by LMNA
mutations (Arimura et al., 2005). We confirmed these findings
by histological analyses in soleus muscles from young and old
Lmnap.H222P/H222P mice (Figure 1A). We also showed that the
transcript levels ofCol1a2 andCol3a1 encoding type I and III col-
lagens, andCtgf encoding connective tissue growth factor, were
all correlated with the presence of interstitial fibrosis in the soleus
muscle from old Lmnap.H222P/H222P mice (Figure 1B). We next
determined whether these changes in structural organization of
soleus muscle could impede force generation. In conjunction
with the dystrophic pattern, maximal force production was
reduced in soleus muscle from old Lmnap.H222P/H222P mice
compared with wild-type (WT) mice (Table S1; Figure 1C). These
structural and functional abnormalities were not observed in the

fast twitch extensor digitorum longus (EDL) muscle from old
Lmnap.H222P/H222P mice (Figures S1A and S1B).

Altered skeletal muscle actin dynamics in EDMD
To identify themolecularmechanisms that underlie skeletal mus-
cle alterations, we performed transcriptomic analysis on soleus
muscle along the course of the muscular dystrophy in
Lmnap.H222P/H222P mice. A principal-component analysis (Fig-
ure S2A) and a heatmap of unsupervised hierarchical cluster
analysis (Figure S2B) performed on all the probes sets showed
clear separation between young and old Lmnap.H222P/H222P

mice and WT mice. We next used a supervised learning method
to distinguish probe sets representing genes with significant dif-
ferences in expression. This analysis identified up and downre-
gulated genes between young and old Lmnap.H222P/H222P mice
and WT mice and also along the progression of the disease for
Lmnap.H222P/H222P mice (Figures S2C and S2D; Table S2). These
results were validated by reverse transcription quantitative poly-
merase chain reaction (RT-qPCR) (Figure S2E). We then
analyzed functional class scoring, which improves sensitivity
by statistically evaluating genes in biologically meaningful
groups. Alteration of transcripts encoding genes relating to sar-
comeric structure and structural organization of the muscle fiber
was strongly correlated with the progression of the muscular
dystrophy in Lmnap.H222P/H222P mice (Figure S2F).
We and others recently reported defective actin dynamics in

cardiac muscle of mouse models of EDMD (Antoku et al., 2019;
Chatzifrangkeskou et al., 2018; Ho et al., 2013). Therefore, we
analyzed the expression of cofilin-1, cofilin-2, Neural Wiskott-
Aldrich syndrome protein (N-WASP), actin-related protein 2
(ARP2), and profilin-1, proteins involved in the regulation of actin
dynamics in soleus muscle (Figure 2A). We found increased cofi-
lin-1 aswell as decreased profilin-1 expression in the soleusmus-
cleof oldLmnap.H222P/H222Pmice (Figures2Band2C). Theexpres-
sionof theseproteinswasnot significantlyaffectedat youngerage
(Figures S3A and S3B). Importantly, we also observed an activa-
tion of cofilin-1 expression in skeletal muscle from a patient with
EDMD carrying the p.E358K LMNA mutation (Figure 2D). When
examined by immunoblotting, the ratio of F-actin to G-actin was
significantly lower in soleus muscle from old Lmnap.H222P/H222P

mice compared with WT mice (Figure 2E). These data indicate
an actin filament disassembly in autosomal EDMD.

Activated ERK1/2 signaling affects the stability of
cofilin-1
These results raised the question whether the abnormal skeletal
muscle activation of ERK1/2 signaling in muscular dystrophy

Figure 1. Abnormal soleus muscle structure and function in Lmnap.H222P/H222P mice
(A) Histochemical analysis of soleus from young and old wild-type (WT) and Lmnap.H222P/H222P (H222P) mice. Sections of soleus muscles were stained with

hematoxylin and eosin, modified Gomori’s trichrome, and Sirius red, showing an increase of fibrosis (arrows) in the old Lmna p.H222P/H222P (H222P) mice. Scale

bar, 50 mm.

(B) Expression of fibrosis-related genes (Col1a2, Col3a1, and Ctgf) in the soleus from young and old WT (n = 4) and Lmnap.H222P/H222P (H222P) (n = 4) mice.

*p % 0.01. Data are represented as mean ± SD.

(C) Top: representative curves of tetanic forces of soleus from young and old, WT and Lmnap.H222P/H222P (H222P) mice. Bottom: box-and-whisker plots showing

median of tetanic forces of soleus from young, WT (n = 12) and Lmnap.H222P/H222P (H222P) (n = 12) mice and old, WT (n = 14) and Lmnap.H222P/H222P (H222P) (n = 9)

mice.

*p % 0.01, ***p % 0.0001 between old WT and Lmnap.H222P/H222P (H222P). Data are represented as mean ± SD.
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causedbyLMNAmutationswas responsible for the increasedco-
filin-1 expression. We used stably transfected C2C12 mouse
myoblasts expressing either WT (C2-WT) or the p.H222P lamin
A variant (C2-H222P) (Choi et al., 2012), a simple model system
where activation of ERK1/2 signaling has beenwell characterized
(Chatzifrangkeskou et al., 2018; Choi et al., 2012; Muchir et al.,
2013). We first investigated the levels of proteins involved in actin
dynamics. We showed that cofilin-1 expression was increased in
C2-H222P myoblasts compared with C2-WT cells (Figure 3A).
Pharmacological inhibition of the ERK1/2 cascade with selumeti-
nib, a selective MEK1/2 inhibitor, decreased cofilin-1 expression
and increased N-WASP, ARP2, and profilin-1 levels (Figure 3A).

Selumetinib washout experiments on C2-H222P cells suggested
that regulation of cofilin-1, N-WASP, ARP2, and profilin-1 expres-
sionwas related to ERK1/2 activity (Figure 3B). To further validate
whether ERK1/2 regulated directly the protein levels of cofilin-1,
we transiently transfected C2-WT cells with WT ERK2 or MEK1
constructs. This led to increasedcofilin-1protein levelscompared
with non-transfected cells (Figure 3C). Conversely, the inhibition
of endogenous ERK2 in C2-H222P cells, upon transfection of ki-
nase-dead (ERK2-K52R) or dominant-negative ERK2 (ERK2-
T183A/Y185F) mutants constructs, led to decreased cofilin-1
expression compared with non-transfected C2-H222P cells
(Figure 3C). Next, we analyzed the effect of ERK1/2 activity on

A

C D

E

B

Figure 2. Increased cofilin-1 expression alters actin dynamics in Emery-Dreifuss muscular dystrophy (EDMD)
(A) Schematic representation of actin dynamics mechanisms.

(B) Immunoblots showing pERK1/2, ERK1/2, cofilin-1, profilin-1, ARP2, and N-WASP protein level in soleus from old WT (n = 5) and Lmnap.H222P/H222P (H222P)

(n = 5) mice. GAPDH is shown as loading control.

(C) Quantification of pERK1/2, ERK1/2, cofilin-1, profilin-1, ARP2, and N-WASP protein expression level in soleus from old WT (n = 5) and Lmnap.H222P/H222P

(H222P) (n = 5) mice. **p % 0.001 between old WT and Lmnap.H222P/H222P (H222P). Data are represented as mean ± SD.

(D) Immunoblots showing cofilin-1protein level in skeletal muscle from EDMD patient carrying LMNA mutation. GAPDH is shown as loading control. Data are

represented as mean ± SD.

(E) Immunoblot showing G-actin and F-actin protein levels in soleus from old WT (n = 3) and Lmnap.H222P/H222P (H222P) (n = 3) mice.
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Figure 3. Increased cofilin-1 expression is under the control of ERK1/2 signaling
(A) Representative immunoblots and quantification of cofilin-1, N-WASP, ARP2, and profilin-1 protein expression in C2C12 cells stably expressing WT (C2-WT)

(n = 3) or p.H222P (C2-H222P) (n = 3) lamin A. GAPDH is shown as loading control. C2-H222P cells were either untreated or treated with selumetinib. **p% 0.001

between C2-WT and C2-H222P ± selumetinib. Data are represented as mean ± SD.

(B) Representative immunoblot and quantification of effects of washout of selumetinib on cofilin-1, N-WASP, ARP2 and profilin-1 protein expression level in C2-

H222P cells. Data are represented as mean ± SD.

(C) Representative immunoblot showing effects of transfection with ERK2 and MEK1 constructs on cofilin-1 protein expression in C2-WT and C2-H222P cells.

GAPDH is shown as loading control.

(legend continued on next page)
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cofilin-1 protein stability in a cycloheximide chase assay (Figures
3D and 3E). Cofilin-1 levels decreased at 6 h after the cyclohexi-
mide-mediated inhibition of protein synthesis in C2-H222P cells,
indicating that cofilin-1 becomes unstable. We further showed
that cofilin-1 protein levels decreased faster after the cyclohexi-
mide-mediated inhibition of protein synthesis in C2-H222P cells
when the cells were treated with selumetinib. These results sug-
gest that ERK1/2 signaling enhances cofilin-1 protein stability.
We then assessed the role of ERK1/2 signaling on cofilin-1
expression in vivo using Lmnap.H222P/H222P mice lacking Erk1
(Wu et al., 2014). We showed that the soleus muscles from these
mice have a reduction of interstitial fibrosis compared with
Lmnap.H222P/H222P mice (Figure S4A and S4B). The inhibition of
ERK1/2 cascade in Lmnap.H222P/H222P mice lacking Erk1 led to a
decreased cofilin-1 expression (Figures S4C and S4D). These
data suggest that phosphorylation of ERK1/2 modulates cofilin-
1 protein level. To identify whether other LMNA mutations have
the same effect on cofilin-1 expression through pERK1/2 activa-
tion,we transiently transfectedC2C12cellswith plasmids encod-
ing lamin A variants found in EDMD (i.e., E358K, L271P, and
N456I),whichcausedpERK1/2activation (Figure3F). Theexpres-
sion of these lamin A variants led to an elevated cofilin-1 protein
level. These results suggest that LMNA mutations lead to
increased cofilin-1 as a result of ERK1/2 hyperactivation. We
next showed that depleting cofilin-1 by small interfering RNA
(siRNA) in C2-H222P cells (Figure 3G) rescued the actin dy-
namics, as evidenced by normalization of the F/G-actin ratio
compared with control (Figure 3H). This result demonstrates
that the increased of cofilin-1 protein level in cells expressing
disease-causing lamin A variants is responsible for actin
depolymerization.

Activated ERK1/2 signaling prevents cofilin-1
degradation through the proteasome
We next sought to identify the underlying mechanism that regu-
lates cofilin-1 expression in cells expressing pathogenic lamin A
variants. The ubiquitin proteasome pathway is responsible for
the targeted degradation of proteins, such as cofilin-1 (Goldberg,
2003; Yoo et al., 2010). We thus speculated that pERK1/2 might
protect cofilin-1 from proteasomal degradation. To test our hy-
pothesis,wefirst examined the influenceof theproteasome inhib-
itor MG132 on cofilin-1 expression. MG132 led to increased
expression of endogenous cofilin-1 in C2-H222P cells compared
with cells treated with selumetinib (Figure 4A). Similarly, treating
C2-WTcellswithMG132 increased endogenous cofilin-1 expres-
sion (Figure 4B). To further validate our hypothesis, we examined
potential ubiquitination of cofilin-1 by immunoprecipitation. We
showed a decreased ubiquitination of cofilin-1 in C2-H222P cells
compared with C2-WT cells, which was prevented upon selume-

tinib treatment (Figure 4C). To rule out the possibility that this ef-
fect might arise from an impaired function of the proteasome in
C2-H222P cells, we examined the proteasome activity in these
cells. Protein extracts from C2-WT and C2-H222P cells showed
no difference in proteasome activity and treatment of C2-H222P
cells with selumetinib had no effect (Figure 4D). These data sug-
gest that ERK1/2 signaling increases cofilin-1 stability byprevent-
ing its degradation via the proteasome-ubiquitin pathway. We
recently showed that active phosphorylated ERK1/2 catalyzes
the phosphorylation of the actin depolymerizing factor cofilin-1
on Thr25 (Chatzifrangkeskou et al., 2018). To test the stability of
this phospho(T25)-cofilin-1, we ectopically expressed mCherry-
tagged cofilin-1 as well as mCherry-tagged cofilin-1(T25A), a
non-phosphorylatable variant, and cofilin-1(T25D), a phospho-
mimetic variant, in C2-WT cells. While both cofilin-1WT and cofi-
lin-1(T25D) protein levels were decreased in cells treated with
selumetinib compared with untreated cells, the expression of
the mutant cofilin-1(T25A) remained unchanged (Figures 4E and
4F). Adding MG132 to the selumetinib treating cells rescued the
expression of cofilin-1 variants (Figures 4E and 4F). These results
strongly suggest that ERK1/2-mediated (T25)phophorylation pro-
tects cofilin-1 from proteosomal degradation. Given that other
types of ERK1/2-dependent phosphorylation of cofilin-1 have
been recently identified (Chatzifrangkeskou et al., 2018), it is
possible that ERK1/2 signaling could regulate the activity of cofi-
lin-1 through phosphorylation on other residues.

Cofilin-1 controls sarcomere integrity
Given that members of the ADF/cofilin family have been reported
to be essential regulators of actin dynamics in sarcomeres (Krem-
neva et al., 2014), we next assessed the sarcomere structure in
skeletal muscles from EDMD. The structure of soleus muscle
from old Lmnap.H222P/H222P mice exhibited sarcomere disorgani-
zation compared with age-matched WT mice (Figures 5A and
5B). Sarcomere disorganization was not observed in soleusmus-
cle from young Lmnap.H222P/H222P mice (Figures S5A and S5B).
Notably, similar sarcomere abnormalities were present in muscle
biopsy specimens fromEDMDpatients carryingLMNAmutations
(Figure 5C). This sarcomere disorganization was not observed in
the fast-twitch EDLmuscle from old Lmnap.H222P/H222P mice (Fig-
ures S5C and S5D). We showed that these structural abnormal-
ities were reduced in soleus muscle from Lmnap.H222P/H222P

mice lacking Erk1 (Figure S5E). To further validate this finding,
we tested whether sarcomere abnormalities were also present
in LMNA mutant human myotubes from striated muscle lamino-
pathies. To this aim, we differentiated three human induced
pluripotent stemcell (hiPSC) lines frompatientswith skeletalmus-
cle laminopathies carrying LMNA p.K32del, p.L35P, and
p.R249W mutations (Steele-Stallard et al., 2018) into skeletal

(D) Cycloheximide chase experiment usingC2C12 cells stably expressingWT (C2-WT) or p.H222P (C2-H222P) lamin A, treated or not with selumetinib. Cells were

treated with 50 mM cycloheximide and lysed at the indicated times for western blot analysis using anti-cofilin-1 antibody. GAPDH was used as a loading control.

(E) Quantification of cofilin-1 signal intensity normalized to GAPDH content and expressed as the percent change from time zero, whichwas set at 100%. Data are

represented as mean ± SD.

(F) Representative immunoblots showing effects of transfection with different mutated lamin A constructs on cofilin-1 expression in C2C12 cells.

(G) Representative immunoblot showing the effect of cofilin-1 siRNA on cofilin-1 expression. GAPDH is shown as a loading control.

(H) Representative immunoblot showing the effect of cofilin-1 siRNA on G-actin and F-actin expression in C2-H222P cells. Cytochalasin D (cytoD) induces actin

depolymerization.
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Figure 4. pERK1/2 protects cofilin-1 from degradation by the ubiquitin-proteasome pathway
(A) Immunoblot showing effect of treatment with proteasome inhibitor MG132 on cofilin-1 expression in C2-H222P cells untreated or treated with selumetinib.

GAPDH is shown as loading control.

(B) Immunoblot showing effect of treatment with proteasome inhibitor MG132 treatment on cofilin-1 expression in C2-WT cells. GAPDH is shown as loading

control.

(C) Immunoprecipitation of cofilin-1 showing ubiquitination levels in C2-WT and C2-H222P cells untreated or treated with selumetinib. Input is shown as loading

control.

(D) Proteasome activity in C2-WT and C2-H222P cells untreated or treated with selumetinib. Data are represented as mean ± SD.

(E) Immunoblot showing effect of selumetinib andMG132 on ectopically expressed mCherry-tagged cofilin-1, cofilin-1(T25A), and cofilin-1(T25D) in C2-WT cells.

GAPDH is shown as loading control.

(F) Quantification of mCherry signal intensity normalized to GAPDH content in C2-WT cells treated with the different conditions (n = 3). Data are represented as

mean ± SD.
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myogenic cells (Maffioletti et al., 2015). Immunofluorescence an-
alyses of sarcomeric proteins suggested that someabnormalities
were detectable in the newly formedmyotubes (Figure S6), albeit
less evident than in the aforementioned EDMD muscle biopsy
specimens (Figure 5C).
We then investigated whether the activation of cofilin-1 expres-

sion could contribute to myofilament disorganization. Transduc-
tion of WT differentiated primary mouse myofibers (Figure S7A)
withanadeno-associatedvirus (AAV) encodingcofilin-1 increased
the G-actin pool (Figure S7B) and led to altered myofibrillar orga-
nization compared with the untransfected condition (Figure S7C).
We next hypothesized that phosphorylation of Thr25 on cofilin-1
has detrimental effects on striated muscle cells. Transduction
with an adenovirus encoding cofilin-1(T25D) in WT differentiated
primary mouse myofibers induced depolymerization of actin (Fig-
ure S7B) and altered myofibrillar organization (Figures S7C and
S7D). However, transduction with an adeno-associated virus
encoding cofilin-1(T25A) had no effect on both cellular actin dy-
namics (Figure S7B) and myofibrillar organization (Figures S7C
and S7D). To study the role of cofilin-1 as well as its Thr25 phos-
phorylated form in muscle sarcomeres, we examined its localiza-
tion insoleusmuscle (FiguresS8AandS8B). Immunofluorescence
microscopy revealed regular striated pattern of cofilin-1 aswell as
its Thr25 phosphorylated form inWTmice (Figures S8A and S8B).
In old Lmnap.H222P/H222P mice, we observed a punctuated pattern
alongside regular striated pattern (Figures S8A and S8B, arrows),
reminiscentof sarcomeredisorganization (Figures5Aand5B). The
co-localization with titin (antibody against PVEK domain) demon-
strated that cofilin-1 as well as its Thr25 phosphorylated form lo-
calizes at I-bands in sarcomeres. These findings suggest that
sarcomere disorganization arises from expression of phos-
pho(T25)-cofilin-1, which participates in the development of
muscular dystrophy caused by LMNAmutations.
To validate that cofilin-1 phosphorylated on Thr25 alters the

sarcomeric organization, we assessed its molecular activity
in vitro (Wioland et al., 2017), by exposing actin filaments to
the phosphomimetic eGFP-cofilin1(T25D). We observed that co-
filin-1(T25D) disassembles filaments, creating cofilin domains
that grow similarly to WT (Figure 5D) although filaments severing
at cofilin domain boundaries was slightly less efficient than WT
cofilin-1 (Figure 5E). Overall, our in vitro results show that cofi-
lin-1(T25D) is active and able to disassemble actin filament, as
opposed to phosphomimetic cofilin-1(S3D) (Elam et al., 2017;
Wioland et al., 2017). We thus conclude that phospho(T25)-cofi-
lin-1 can alter actin dynamics and sarcomeric organization in
striated muscle cells.

Cofilin-1 is involved in muscle force generation in vivo
Force in striated muscles is produced by actin thin filaments
sliding past the myosin thick filaments, resulting in sarcomere
contraction (Huxley and Hanson, 1954; Huxley and Niedergerke,
1958). Given that elevated expression of cofilin-1 phosphory-
lated on Thr25 severely impacts the sarcomere structure, we hy-
pothesized that it may affect the force production in skeletal
muscles. We injected AAV expressing cofilin-1 into the soleus
of 3-month-old WT mice (Figure 6A). Three months after injec-
tion, the expression of cofilin-1, but not cofilin-2, was increased
in the injected soleus (Figure 6B), muscle actin dynamics was
altered (Figure 6C), and myofilaments were disorganized (Fig-
ure S9). Tetanic force was significantly decreased in soleusmus-
cles from cofilin-1-injected WT mice compared with non-treated
WT mice (Figure 6D). Similar observations were made when so-
leus muscles were injected with AAVs expressing cofilin-
1(T25D), but not AAVs expressing cofilin-1(T25A) (Figures 6B–
6D). Fibrosis in WT soleus transduced with AAVs expressing co-
filin-1(T25A) and cofilin-1(T25D) was unchanged compared with
non-injected soleus (Figures 6E and 6F), demonstrating that
fibrosis is not the reason for the reduced force production. In
conclusion, we propose that cofilin-1 phosphorylated on Thr25
can impair skeletal muscle contractile properties by modulating
sarcomeric actin dynamics.

DISCUSSION

Wehaveunraveled a protective role of phosphorylatedERK1/2 for
cofilin-1 by blunting its degradation through the ubiquitination-
proteasome pathway. This participates in the development of
muscular dystrophy (Figure 7). Non-muscle cofilin-1 is a small
actin-binding protein that accelerates actin turnover by disassem-
bling actin filaments. In striated muscle cells, actin and several
scaffolding and regulatory proteins are arranged into contractile
myofilament (Ono, 2010). Actin-binding proteins are important
for actin dynamics, which contribute to controlling myofilament
structure and organization. This mechanism is regulated by me-
chanical forces (Fukuda et al., 2019; Skwarek-Maruszewska
et al., 2009). The two ADF/cofilin isoforms, cofilin-1 and cofilin-2,
are expressed in striated muscles, cofilin-2 being the dominant
isoform (Onoetal., 1994;Vartiainenetal., 2002).Wedemonstrated
that the non-muscle cofilin-1, as well as its Thr25 phosphorylated
form, localizes on I-bands in sarcomeres and is an essential regu-
lator of proper actin dynamics and sarcomeric organization.
Abnormalities of actin dynamics hamper myofilament organiza-
tion, alter skeletal muscle force, and ultimately lead to muscular

Figure 5. Alteration of sarcomere organization in EDMD
(A) Left: immunofluorescence micrographs of sarcomeric a-actinin (green) and sarcomeric a-actin (red) labeled soleus muscle from old, WT and

Lmnap.H222P/H222P (H222P) mice. Scale bar, 5 mm. Right: immunofluorescence micrographs of titin (green) and sarcomeric a-actinin (red) labeled soleus muscle

from old, WT and Lmnap.H222P/H222P (H222P) mice. Scale bar, 8 mm.

(B) Electron microscopy showing sarcomeric disorganization in soleus muscles from old WT and Lmnap.H222P/H222P (H222P) mice. Scale bar, 2 mm.

(C) Left: electron microscopy showing sarcomeric disorganization in striated muscles from EDMD patients carrying LMNAmutations. Right: striated muscle from

human control. Scale bar, 10 mm

(D) Growth rate of single cofilin domains for eGFP-cofilin-1WT and T25D, observed on individual actin filaments in vitro, in the presence of 200 nM cofilin-1 (n = 10

filaments for each condition). The distributions are plotted as violin plots, with the white dot representing its median. The statistical test was a t test for the means

of two independent samples with unequal variance.

(E) Single eGFP-cofilin-1 WT or T25D domain severing rate. Time t = 0 is defined for every domain as the frame on which they nucleate. n = 152 and 202 cofilin

domains for eGFP-cofilin-1 WT and T25D, respectively.
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Figure 6. Cofilin-1 is involved in the muscle force generation in vivo
(A) Schematic representation of the experimental procedure followed for transduction with AAV vectors expressing cofilin-1 constructs of soleus muscles in

young WT mice.

(B) Representative immunoblot of cofilin-1 protein levels in soleus from WT mice non-injected or injected with either PBS or AAV vector expressing cofilin-1

constructs. GAPDH is shown as loading control.

(C) Representative immunoblot showing the effect of AAV expressing cofilin-1 construct on G-actin and F-actin expression in the soleus from WT mice non-

injected or injected with either PBS or AAV vector expressing cofilin-1 constructs.

(D) Tetanic force of soleus fromWT (n = 17), Lmnap.H222P/H222P (H222P) (n = 9) andWTmice injected with either PBS (n = 4) or AAV vectors expressing cofilin-1 (n =

7), cofilin-1(T25A) (n = 3) or cofilin-1(T25D) (n = 3). *p % 0.01 between WT and Lmnap.H222P/H222P (H222P), **p % 0.001 between WT and WT AAV vectors ex-

pressing cofilin-1, ***p % 0.0001 between WT and WT AAV vectors expressing cofilin-1(T25D). Data are represented as mean ± SD.

(E) Sirius Red staining of cross sections of soleus muscles from WT mice non-injected or injected with either PBS or AAV vector expressing cofilin-1 constructs.

Section of soleus muscle from Lmnap.H222P/H222P (H222P) is shown as control. Scale bar, 50 mm.

(F) Expression of fibrosis-related genes (Col1a2, Col3a1, and Ctgf) in the soleus fromWTmice non-injected or injected with either PBS or AAV vector expressing

cofilin-1 constructs. Quantification of soleus muscle from Lmnap.H222P/H222P (H222P) is shown as control. *p% 0.01 betweenWT and Lmnap.H222P/H222P (H222P).

Data are represented as mean ± SD.
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dystrophy. In support of these findings, missense mutations in
UNC-60B, the C. elegans homolog of ADF/cofilin, lead to defects
in actin organization in the muscles (Ono et al., 1999).
Our work brings insight into a role played by actin regulators in

muscular dystrophies. LMOD3, the gene encoding leimodin-3, a
sarcomeric actin nucleator (Chereau et al., 2008), was identified
as a cause of nemaline myopathies (Yuen et al., 2014). Similarly,
mutated cofilin-2 has been previously shown to cause nemaline
myopathy (Agrawal et al., 2012). Histopathological analysis of
the skeletal muscle from cofilin-2 null mice revealed extensive
myofilament disruptions (Agrawal et al., 2007). To date, cofilin-2
was the only known member of the ADF/cofilin family involved in
the disassembly of actin skeletal muscle sarcomeres (Agrawal
et al., 2012). Cofilin-1 and cofilin-2, both expressed in skeletal
muscle cells, contribute to the dynamic turnover of F-actin (Krem-
nevaetal., 2014).Werecently showedthatonlycofilin-1wasphos-
phorylated onThr25 by pERK1/2 and leads to disruption ofmyofil-
aments in the presence of LMNA mutations (Chatzifrangkeskou
et al., 2018). Zebrafish cofilin-1 mutants also exhibit myofilament
disruption associated with alteration of muscle contraction (Fu-
kuda et al., 2019). Together, our results show that the ERK1/2-co-
filin-1 axis regulatesmyofilament organization in skeletalmuscles.
A higher level of ERK1/2 activity in skeletal muscle prevents

the proteasome-dependent degradation of cofilin-1 protein,
increasing its accumulation. Our results suggest that this escape
from the proteasome machinery may be the consequence of
increasedphosphorylationof thecofilin-1byERK1/2 (Chatzifrang-
keskou et al., 2018). Similarly, the stability of the FRA-1 is depen-
dent on its phosphorylation status, which is regulated by ERK1/2
signaling (Casalino et al., 2003). In addition the proteasome-
dependent degradation of c-FOS can be inhibited by ERK1/2
(Musti et al., 1997). Furthermore, lossofKLHL40 results in a severe
lethal form of nemaline myopathy associated with destabilization
of actin (Garg et al., 2014). KLHL40 binds to and stabilizes leimo-
din-3 by blocking its ubiquitination. In addition, loss of KLHL40
wasassociatedwithabsenceof leimodin-3protein inskeletalmus-
cle. It isnowgenerally accepted thatmisregulationof the twomajor
proteolytic systems, ubiquitin-proteasome and autophagy, can
lead to abnormal protein accumulation that might be involved in
the pathophysiology of several disorders, includingmuscular dys-
trophies (Sandri et al., 2013). In line with this, a previous report has
suggested the involvement of autophagy in cardiomyopathy in
autosomal EDMD (Choi et al., 2012). To develop therapeutic stra-
tegies for muscular dystrophy caused by LMNA mutations, it will
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Figure 7. Schematic representation of the
mechanism of pERK1/2-mediated protec-
tion of cofilin-1 from proteasome degrada-
tion and its consequences on sarcomeric
actin depolymerization in striated muscle
diseases caused by LMNA mutations

be important both to identify and charac-
terizemechanismsthat regulate theprotea-
some-ubiquitination system and to find
ways to prevent dysfunction of cell death
mechanisms where abnormal protein ag-
gregation has occurred. Altogether, these

findings provide clues of a balance between protein stabilization
and degradation, which are causing myopathies.

Our results indicate that cofilin-1-mediated alteration of actin
dynamics is a cellular consequence of ERK1/2 activation in skel-
etal muscle cells. Specifically, we have shown that activation of
ERK1/2 signaling protects cofilin-1 from proteasome-dependent
degradation.We further demonstrated thatmuscular dystrophy is
associated with muscle cofilin-1 activation, which generated
sarcomeredisruption andalteration of force production, suggest-
ing that cofilin-1 overexpression is a pathological event in
muscular dystrophy caused by LMNAmutations. Enhanced acti-
vation of cofilin-1 in skeletal muscles from a mouse model of
EDMD and from patients with this disease supports our conclu-
sion that this mechanism contributes to the pathology. Similar
pathogenic mechanism of cofilin-1-mediated modulation of sar-
comeric actin dynamicsmay play a role in other muscular dystro-
phies, inwhich there appears tobeabnormal activationof ERK1/2
signaling (Barton, 2006; Griffin et al., 2005; Kumar et al., 2004,
2011; Lang et al., 2004;Muchir et al., 2007; Smythe andForwood,
2012). These findings suggest that therapeutic approaches that
could correct impaired actin dynamics may ameliorate muscular
dystrophy caused by LMNAmutations.
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RÉSUMÉ	
Introduction|	La	progéria	de	Hutchinson-Gilford	(HGPS)	est	une	maladie	génétique	rare,	qui	mime	

les	 caractéristiques	 moléculaires	 et	 cliniques	 du	 vieillissement.	 C’est	 une	 maladie	 autosomique	
dominante	sporadique	causée	dans	la	majorité	des	cas	par	une	substitution	de	novo	dans	le	gène	LMNA,	
codant	 les	 lamines	nucléaires	de	 type	A.	Cette	mutation	crée	un	site	donneur	d'épissage	cryptique,	
conduisant	à	l’expression	d’une	lamine	A	mutée appelée	"progérine".	Parmi	toutes	les	caractéristiques	
cliniques,	les	atteintes	du	système	cardiovasculaire	sont	la	principale	cause	du	décès	prématuré	des	
patients	vers	 l’âge	de	14	ans.	Malgré	sa	grande	 importance,	 l'étude	de	 la	pathologie	artérielle	a	été	
extrêmement	limitée,	principalement	en	raison	de	la	faible	incidence	des	syndromes	progéroïdes.	
Hypothèse|	Les	cellules	musculaires	lisses	vasculaires	(VSMC)	sont	importantes	pour	le	maintien	de	

l'intégrité	de	 l'aorte.	 Il	est	connu	que	 l'abondance	et	 la	 fonctionnalité	des	VSMCs	diminuent	avec	 le	
vieillissement	dans	 les	modèles	 animaux	de	 syndromes	progéroïdes.	 L’objectif	 de	 cette	 thèse	 a	 été	
d'étudier	les	mécanismes	par	lesquels	la	progérine	conduit	à	une	perte	massive	de	VSMCs.	
Résultats|	En	utilisant	l’aorte	d’un	modèle	murin	de	HGPS,	les	souris	LmnaG609G/G609G,	j’ai	montré	une	

augmentation	de	 la	mort	 cellulaire	des	VSMCs	associée	à	un	défaut	de	 réparation	des	dommages	à	
l'ADN.	La	poly(ADP-Ribosyl)ation	(PARylation)	est	une	modification	post-traductionnelle	centrale	des	
protéines	 impliquée	 dans	 la	 détection	 et	 la	 réparation	 des	 dommages	 à	 l’ADN.	 Mes	 résultats	
démontrent	pour	la	première	fois	qu’une	augmentation	de	PARylation	se	produit	dans	les	VSMCs	de	
souris	LmnaG609G/G609G.	L’augmentation	de	la	PARylation	est	associée	à	une	diminution	du	nicotinamide	
adénine	dinucléotide	(NAD+)	qui	est	un	régulateur	critique	du	métabolisme.	Le	traitement	de	souris	
LmnaG609G/+	avec	 un	 inhibiteur	 de	 la	 PARylation	permet	 de	 restaurer	 les	 niveaux	de	NAD+	 dans	 les	
VSMCs	et	d’améliorer	la	pathologie	vasculaire.	
Conclusion|	 Dans	 l’ensemble,	 ces	 travaux	 de	 thèse	 soutiennent	 l’hypothèse	 selon	 laquelle	 la	

PARylation	peut	être	 impliquée	dans	 les	altérations	génomiques	qui	provoquent	 la	perte	de	VSMCs	
chez	les	patients	atteints	de	HGPS	et	suggèrent	une	nouvelle	approche	thérapeutique	pour	l'implication	
cardiovasculaire	dans	les	syndromes	progéroïdes	et	le	vieillissement	en	général.	
	
ABSTRACT	
Introduction|	Hutchinson-Gilford	progeria	syndrome	(HGPS)	is	an	extremely	rare	genetic	disorder	

associated	 with	 clinical	 and	 molecular	 features	 of	 premature	 aging.	 Children	 with	 HGPS	 appear	
asymptomatic	at	birth	but	within	a	year	begin	to	display	the	effects	of	accelerated	aging.	HGPS	is	a	
sporadic	autosomal	dominant	disease	caused	in	nearly	all	cases	by	a	de	novo	single-base	substitution	
of	 LMNA,	 encoding	 nuclear	A-type	 lamins.	 The	 LMNA	mutation	 creates	 a	 cryptic	 splice	 donor	 site,	
resulting	in	a	lamin	A	mutant	called	‘‘progerin’’,	which	remains	farnesylated.	Among	all	of	the	clinical	
features	associated	with	premature	aging,	the	cardiovascular	disease	is	the	cause	of	death	in	almost	all	
patients.	 Despite	 its	 great	 importance,	 investigation	 of	 the	 arterial	 pathology	 has	 been	 extremely	
limited	mainly	due	to	the	low	incidence	of	progeroid	syndromes.		
Thesis	 hypothesis|	 Vascular	 smooth	 muscle	 cells	 (VSMC)	 are	 important	 for	 maintaining	 aortic	

integrity.	It	is	known	that	the	abundance	and	functionality	of	VSMC	decline	with	aging	in	animal	models	
of	 progeroid	 syndromes.	The	main	project	was	 to	 study	 the	mechanisms	of	 how	progerin	 leads	 to	
massive	VSMC	loss.	
Results|	Using	aorta	tissue	from	a	mouse	model	of	HGPS,	LmnaG609G/G609G	mice,	we	showed	an	increase	

of	VSMCs	death	associated	with	an	inability	to	correctly	repair	DNA	damages.	Poly(ADP-Ribosyl)ation	
(PARylation)	is	now	recognized	as	a	central	post-translational	protein	modification	that	coordinates	
the	building	of	repair	complexes	at	damage	sites	with	the	timely	controlled	dissociation	of	the	repair	
factors.	 Our	 results	 demonstrate	 for	 the	 first	 time	 that	 aberrant	 PARylation	 occurs	 in	 VSMCs	 of	
premature	 aging	 mouse	 model.	 Increased	 PARylation	 in	 VSMCs	 from	 LmnaG609G/G609G	mice	 were	
associated	with	a	decrease	in	nicotinamide	adenine	dinucleotide	(NAD+),	which	is	a	critical	regulator	
of	 metabolism	 and	 thus,	 contributes	 to	 the	 pathogenesis.	 Treatment	 of	 LmnaG609G/+	mice	 with	 a	
PARylation	inhibitor	restores	NAD+	levels	in	VSMCs	and	improves	vascular	pathology.	
Conclusion|	 Taking	 together,	 these	 thesis	works	 support	 our	 hypothesis	 that	 PARylation	 can	 be	

involved	in	genomic	alterations,	which	causes	VSMC	loss	in	patients	with	HGPS	and	suggest	a	novel	
approach	towards	therapeutics	for	cardiovascular	involvement	in	progeroid	syndromes	and	aging	in	
general.	


