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> La myopathie myotubulaire est une maladie rare
d’origine génétique caractérisée par une importante
faiblesse musculaire entrainant des troubles
respiratoires et pour laquelle aucun traitement
n’existe aujourd’hui. Dans cet article, nous montrons
que I'inhibition de I'activité de I’enzyme PI3KC23
prévient le développement de cette myopathie dans
un modele murin de la maladie, identifiant ainsi
une cible thérapeutique pour traiter la myopathie
myotubulaire chez ’lhomme. <

La myopathie myotubulaire liée a I’X (XLCNM) est une
maladie congénitale rare affectant principalement les
muscles squelettiques. Elle est causée par des muta-
tions dans le gene MTMI codant une protéine appelée
myotubularine [1]. Cette protéine est requise pour une
bonne organisation et pour le fonctionnement des fibres
musculaires et sa déficience entraine une faiblesse
musculaire généralisée et une hypotonie. Les symptomes
varient d’un patient a 'autre mais comprennent souvent
une faiblesse musculaire précoce et sévére, des difficul-
tés respiratoires et une dysphagie. Au niveau cellulaire,
la myopathie myotubulaire est caractérisée par une
altération de la structure et de la fonction des cellules
musculaires avec notamment une hypotrophie des fibres
et une centralisation anormale des noyaux (Figure 1A).
Au niveau moléculaire, la myotubularine est une phos-
phatase déphosphorylant certains lipides, notamment le
phosphoinositide PtdIns3P (Figure 1B). Les phosphoino-
sitides sont des phospholipides impliqués dans la trans-
duction des signaux et le trafic membranaire [2]. Cette
myopathie est liée a une perte de myotubularine et a une
augmentation des niveaux de PtdIns3P [3]. Il n’existe
actuellement aucun traitement curatif. REcemment, des
études [4,5] ont montré que la perte totale de la PtdIns-
3-kinase PI3KC23, enzyme catalysant la réaction oppo-
sée & la myotubularine (Figure 1B) et acteur clé du trafic
endosomal et de la signalisation mTORCL [6], améliore le
phénotype d’un modele de souris de myopathie myotubu-
laire. Cependant, il reste a démontrer s’il est nécessaire
ou suffisant de cibler I’activité kinase de PI3KC2P3 pour
obtenir un effet thérapeutique.
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Linactivation de la kinase PI3KC2[3 dans un modéle murin
de myopathie myotubulaire

Notre étude s’intéresse a la nécessité, ou non, de cibler I"activité
kinase de PI3KC2P3 pour améliorer le phénotype des souris mutantes.
Pour cela, nous avons inhibé I'activité kinase de PI3KC2P tout en
maintenant le niveau normal d’expression de cette protéine via
une mutation ponctuelle du site actif, dans les souris modeéles de
la myopathie myotubulaire associée a la perte du géne Mtml. Pour
générer ces animaux, nous avons croisé une souris présentant une
kinase-inactive (Pik3c2b®?'") avec une souris présentant un phéno-
type proche de la maladie, la souris Mtml knock-out (Mtm1™") afin
d’obtenir des souris doublement mutantes. Les descendants Mtml~’
YPik3c2bPI2LADIZIZA o nt fqit I'objet d’un phénotypage approfondi de
la fonction et de la structure musculaires a I’Gge de cinq semaines.

Linhibition spécifique de I’activité kinase de PI3KC2[3
prolonge la survie et rétablit la force

Nous avons généré et étudié six groupes de souris : un groupe de souris
sauvages (WT/WT), un groupe avec une inactivation partielle (muta-
tion hétérozygote) ou totale (mutation homozyote) de Pi3ke2b pour
vérifier I'absence d’effets secondaires majeurs (WT/HE et WT/HO), un
groupe malade Mtml”¥ (KO/WT) et un groupe MtmI™” combiné avec
une inactivation partielle (KO/HE) ou totale (KO/HO) de Pi3kc2b afin
d’évaluer le potentiel thérapeutique de cette inactivation.


https://www.medecinesciences.org/
https://doi.org/10.1051/medsci/2023134

A Healthy

) Breeeeeeese6es0860800896:

Zelidefels] MTM1

2\

0000000

/—* Pl
PI3P

PI3KC2PB

Figure 1. Caractéristiques histologiques et implications moléculaires liées a une perte de myotubularine. A. |llustration d’'un marquage hématoxy-

line-éosine sur section musculaire saine (& gauche) et XLCNM (& droite), mettant en évidence I’hypotrophie des fibres dans le cas XLCNM ainsi que

la présence de noyaux centraux. B. lllustration de la fonction cellulaire de la myotubularine. MTM1 déphosphoryle des phosphoinositides telle que

PtdIns3P (figure créée avec BioRender.com).

Comme précédemment montré, les souris KO/WT présentaient les
principaux symptomes de la maladie, en I’occurrence une myopa-
thie progressive apparaissant a partir de trois semaines et menant
au décés avant douze semaines, avec une survie moyenne de sept
semaines. L'inactivation totale de la kinase a permis une survie des
animaux KO/HO jusqu’a la fin de I’étude, soit 16 semaines. L'inacti-
vation partielle de la kinase a conduit a la survie de 43 % des ani-
maux KO/HE jusqu’a seize semaines. Les souris KO/HO présentaient
un comportement similaire a celui des WT/WT. Leur fonction motrice
a été testée en évaluant la capacité de I’animal a se suspendre a une
grille a I’dge de quatre semaines. Alors que les souris KO/WT avaient
des performances réduites (temps de suspension de 16 secondes),
les souris KO/HE atteignaient 30 secondes et les souris KO/HO attei-
gnaient le temps maximum testé de 60 secondes, comme le groupe
WT/WT (Figure 2A).

Les souris KO/HO présentaient un poids corporel similaire a celui des
contréles, de 28 a 30 grammes, alors que les souris KO/WT et KO/HE
ne pesaient pas plus de 15 g. La forte diminution du poids corporel
chez les souris KO/WT et KO/HE est principalement due a une atro-
phie musculaire généralisée. Le poids de plusieurs muscles, comme
le tibial antérieur (TA), était diminué chez les souris KO/WT et a été
totalement rétabli chez les souris KO/HO (Figure 2B). La force spéci-
fique du muscle tibial isolé est fortement diminuée chez les animaux
KO/WT et KO/HE et normalisée chez les souris KO/HO (Figure 2C).
Globalement, Iinhibition totale de I’activité kinase de PI3KC2[3 pro-
longeait la survie et normalisait ’atrophie et la force musculaire des
souris KO/WT atteintes de myopathie myotubulaire.

Linhibition spécifique de PI3KC2[3 prévient les défauts
histologiques et ultra-structuraux des fibres musculaires

Uinhibition de I'activité kinase de PI3KC2B améliorant I'atrophie
et la faiblesse musculaire des souris Mtml™Y, nous avons étudié
ces aspects a I'échelle des myofibres. A cinq semaines de vie, les
souris Mtm1™Y présentaient des fibres de taille réduite par rapport

m/s hors série n° 1, vol. 39, novembre 2023

aux contrdles (Figure 3A) ainsi qu’une accumulation
anormale de coloration oxydative (Figure 3B), deux
caractéristiques histopathologiques similaires a celles
observées chez les patients atteints de XLCNM.

Chez les animaux KO/HO, la coloration hématoxyline-
éosine (HE) a révélé un aspect et un diamétre normal
des myofibres (Figure 3A). Uinactivation de la kinase
a également permis de prévenir les défauts d’activité
oxydative (Figure 3B). Le pourcentage de fibres présen-
tant une accumulation anormale de la coloration de la
succinate déshydrogénase (SDH) des mitochondries est
passé de 32,4 % chez les KO/WT a 2,3 % chez les KO/HO,
contre 0 % chez les WT/WT, reflétant une correction du
positionnement des mitochondries. Ces colorations ont
également été réalisées chez des souris plus dgées, a
seize semaines de vie. Alors qu’aucune souris Mtml™"Y
ne survit jusqu’a seize semaines, les KO/HO présen-
taient de légers défauts histologiques notamment une
diminution du nombre de fibres a large diamétre et une
accumulation centrale de coloration oxydative SDH
dans certaines fibres (non montré). Ainsi, "inactivation
homozygote de la kinase PI3KC2P3 a permis de retarder
apparition du phénotype histopathologique chez les
souris Mtm1™.

Uinhibition de I’activité kinase de PI3KC2[3 ayant
permis une forte amélioration de I’histologie
musculaire, la microscopie électronique a été utilisée
pour évaluer de fagcon plus détaillée I'organisation
intracellulaire des myofibres (non montré). ’analyse
ultrastructurale a révélé une forte désorganisation
interne des sarcomeéres (sous-unités musculaires)
chez les souris Mtml™Y avec notamment un déca-
lage des lignes Z et une disparition des bandes A
et |. Uinactivation partielle de la kinase PI3KC2[3
(KO/HE) a permis une amélioration de la structure,

MISE AU POINT

&

33



34

A B C

Test de suspension Poids du muscle tibial antérieur (TA) Force spécifique in vivo
607 s 0,259 b 30
* ’ED .
~ (90 b * — °
2 E MM e . o 2 ;
g 40 = v 5 (2 ad . _L S 20 = .
: oo : B 7] :
[ 3] < o
& 3 . [H = |h ]
a » 0,104 -I- . s a
_8 20- -g LE 10- L] .
n a 5 * © a
=% ~ 0,05+ o . .
— =3 e oo
0L . v 000 — = 2 0 AR
O S e & & & @ ® O @ O R 8
e e e e ee
Kruskal-Wallis p = 0,007 One-way ANOVA p <0,0001 One-way ANOVA p <0,0001

Figure 2. L’inhibition de [’activité kinase de PI3KC2b prévient la faiblesse musculaire des souris Mtm1. A. Test de suspension & quatre semaines. La
durée de suspension des souris a une grille inversée est mesurée, temps limite = 60s (6 < n < 7). B. Poids du muscle Tibial Anterieur (TA) normalisé
au poids des souris a cinq semaines (4 < n < 10). C. Mesure de la force musculaire développée par le TA, normalisée au poids du muscle (3 <n<7).
a:<0,05vs WI/WT; b:p<0,05vs KO/WT.

WT/WT WT/HO KO/WT KO/HE KO/HO

Figure 3. Linhibition de Pactivité kinase de PI3KC2[3 prévient les défauts histopathologiques chez la souris Mtm1-/y. A. Coloration hématoxy-
line-éosine de coupes musculaires de Tibial Antérieur (TA) a 5 semaines. B. Coloration succinate déhydrogénase sur coupes musculaires de TA &
5 semaines. Les myofibres des animaux Mtml™” présentaient une hypotrophie ainsi qu’une accumulation anormale du marquage SDH (fléches),

défauts prévenus par I’inactivation totale de I'activité kinase de PI3KC2.

avec cependant une persistance de défauts d’alignements et une Une amélioration phénotypique corrélée
augmentation de 'espace inter-myofibrillaire. Uorganisation géné- @ une normalisation des niveaux de Ptdins3P,
rale était normale chez les souris KO/HO. De fagon similaire, les de la localisation cellulaire de intégrine [31,
triades, des structures importantes pour le processus d’excitation/ et de IPactivité de mTORCI

contraction présentaient des défauts chez les souris MtmI™”Y qui

n'étaient plus présents chez les KO/HO. Ainsi, I’inactivation homo- PI3KC2[3 et MTM1 étant impliquées respectivement
zygote de la kinase PI3KC2P a permis de prévenir la désorganisation  dans la phosphorylation/ déphosphorylation du phos-
interne des sarcoméres et des triades, alors que I’inactivation hété- phoinositide PtdIns3P, son niveau a été mesuré dans
rozygote a permis une amélioration partielle. le muscle par méthode ELISA. La myopathie myotubu-
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Figure 4. L’inhibition de Pactivité kinase de PI3KC2[3 normalise les niveaux de Ptdins3P et Iactivité de la voie mTORCI chez les souris Mtm1-/y.

A. Quantification des niveaux de PtdIns3P dans le muscle gastrocnémien a 5 semaines par ELISA (7 < n < 8). B. Western blot d’extrait de muscle

Tibialis Antérieur et de cerveau, marqué avec des anticorps anti-p-S6RP et anti-S6RP, chacun normalisé par rapport a la coloration au ponceau et
quantifié en tant que ratio forme phosphorylée/forme totale (n = 6). a: < 0,05 vs WT/WT; b : p < 50,05 vs KO/WT.

laire est liée a une augmentation de 2,5 fois du niveau de PtdIns3P
dans les muscles de souris KO/WT par rapport aux contréles WT/WT
(Figure 4A). Le niveau de PtdIns3P normalisé chez les souris KO/HO
suggere que le rééquilibrage du niveau de ce lipide est a la base des
améliorations obtenues dans le modéle de myopathie.

Le PtdIns3P régule le trafic membranaire et la myopathie myotubu-
laire est associée a des défauts du trafic membranaire. U'intégrine
B1 est une protéine transmembranaire liant le cytosquelette de la
cellule & la matrice extracellulaire. Les myofibres Mtm1~"Y ont mon-
tré une accumulation intracellulaire anormale d’intégrine B1. Ces
défauts de localisation peuvent expliquer les défauts observés en
histologie avec la présence de petites fibres rondes et 'augmenta-
tion de I’espace inter-fibres. La diminution du recyclage de I’inté-
grine Bl & la membrane cellulaire semble indiquer une perturbation
du recyclage cellulaire. Chez la drosophile, les orthologues, c’est-
ad-dire les équivalents de PI3KC2[3 et MTML, contrdlent le recyclage
de 'intégrine B1 dépendamment des phosphoinositides [4]. Les
défauts de localisation de cette protéine étaient absents chez les
animaux KO/HO (non montré).

PtdIns3P et PI3KC2PB régulant I’autophagie [6, 7], nous avons
évalué 'activité de la voie mTORC] par Western blot en mesurant
la phosphorylation (et donc I’activation) de la protéine S6RP, un
acteur de la voie situé en aval de mTORCL. La protéine S6RP était
davantage phosphorylée, donc davantage activée, chez les souris
Mtml™Y que chez les contrdles WT/WT (Figure 4B). L'amélioration
de la myopathie était corrélée a une normalisation de I'activité
de mTORCI chez les animaux KO/HO. Ces résultats suggérent que
la prévention du phénotype pathologique est obtenue par norma-
lisation de la voie mTORCI et du trafic des intégrines, médiée par
PtdIns3P.
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Conclusion

Cette étude démontre que la suppression de I'activité
kinase de PI3KC2]3 permet de prévenir les déficiences
motrices, I'atrophie et la faiblesse musculaires ainsi
que les anomalies histologiques et ultra-structurales
caractérisant la myopathie myotubulaire. Cet effet est
corrélé a la normalisation du niveau de PtdIns3P dans
le muscle, elle-méme corrélée a une normalisation de
activité de la voie mTOR, une voie impliquée dans
de nombreux processus cellulaires. Nous émettons
’hypothese que I'inhibition de I'activité de la kinase
PI3KC2P normalise I’homéostasie du PtdIns3P, "activité
de mTORCI et le trafic de I'intégrine Bl conduisant a
’amélioration des différents défauts cellulaires ainsi
que de la structure et de la fonction musculaires.

De plus, une inactivation partielle de la kinase PI3KC23
n’a permis qu'une amélioration partielle du phénotype des
souris, mettant en évidence un effet dose-dépendant. Les
résultats suggerent qu’un traitement médicamenteux per-
mettant une inhibition de 50 % de Iactivité pourrait déja
apporter une certaine amélioration et qu’une inhibition
plus forte de I"activité de la kinase PI3KC2[ sera nécessaire
pour atteindre un effet thérapeutique optimal. De plus,
I'inhibition de I'activité kinase a montré une absence de
toxicité dans les tests étudiés chez les animaux contrdles.
€n conclusion, ces résultats soutiennent le développe-
ment d’inhibiteurs spécifiques de Iactivité kinase de
PI3KC2P comme cibles thérapeutiques de la myopathie
myotubulaire. ¢
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SUMMARY

PI3KC2[3: A promising therapeutic target in myotubular myopathy
Myotubular myopathy is a rare disease of genetic origin characterized
by significant muscle weakness leading to respiratory disorders and for
which no treatment exists today. In this paper, we show that inhibition
of the activity of the enzyme PI3KC23 prevents the development of this
myopathy in a mouse model of the disease, thus identifying a therapeu-
tic target to treat myotubular myopathy in humans. ¢
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