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raient provenir de cellules progénitrices
ou de cellules différenciées ayant acquis
une capacité proliférative.

’ensemble de ces questions reste en sus-
pens et I'identification d’une hiérarchie
cellulaire mammaire dans le tissu humain
pourra apporter certaines réponses. ¢
Mammary stem and progenitor cells:
critical role of the transcription

factor Gata-3
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NOUVELLE

Mutations de amphiphysine 2
(BIN1) dans les myopathies
centronucléaires récessives

Anne Toussaint, Anne-Sophie Nicot,
Jean-Louis Mandel, Jocelyn Laporte

>Les myopathies centronucléaires (CNM)
sont des myopathies rares caractérisées par
I'apparition d’une hypotonie associée a une
histologie anormale des fibres musculaires
squelettiques, avec présence de noyaux en
position centrale (Figure1). Les CNM sont
classiquement répertoriées en trois formes:
la forme liée au chromosome X aussi appelée
myopathie myotubulaire qui est la plus fré-
quente et la plus sévere avec une hypotonie
généralisée néonatale, la forme intermé-
diaire autosomique récessive apparaissant
dans 'enfance, et la forme autosomique
dominante la plus |égeére apparaissant a
I’dge adulte avec une hypotonie lentement
progressive [1]. Des mutations dans le géne
codant pour la myotubularine (MTM1) sont
responsables de la forme liée au chromo-
some X [2], et des mutations dans la dyna-
mine 2 (DNM2) ont été identifiées dans
la majorité des cas de CNM autosomiques
dominantes [3]. La myotubularine est une
phosphatase a phosphoinositides impliquée

M/Sn®° 12, vol. 23, décembre 2007

dans le trafic membranaire
et I’endocytose. La dyna-
mine 2 est quant a elle une
grande GTPase dont le rdle
est également important
pour I"endocytose, le tra-
fic membranaire mais aussi
I'assemblage des filaments
d’actine et la fonction du
centrosome [4]. Lidenti-
fication de ces deux genes
suggérait que les myopathies
centronucléaires seraient
liées, au moins en partie,
a des défauts du trafic
membranaire. €n revanche
aucun gene impliqué dans
les formes autosomiques
récessives n’avait encore été
identifié a ce jour.

Les patients atteints de
CNM autosomiques réces-
sives présentent une fai-
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Figure 1. Immuno-marquage a I’hématoxyline-éosine d’une

coupe transversale de muscle d'un patient atteint de myopathie
centronucléaire récessive (muté dans le géne BIN1). La majorité
des fibres musculaires présente une localisation anormalement

centrale des noyaux (violet) (© photo : Anders Oldfors).
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blesse musculaire progressive touchant
leurs extrémités proximales et/ou distales,
I’hypotonie s’accompagnant ou non d’une
ophtalmoparésie [1]. Ne disposant que de
familles de trés petite taille, nous avons
préféré 'approche candidats fonctionnels
a celle du clonage positionnel. Les protéi-
nes candidates ont été sélectionnées pour
leurs fonctions reliées a celles de la myo-
tubularine. Uamphiphysine 2 (BIN1) est
apparue comme un bon candidat par son
implication dans le trafic membranaire,
sa régulation par les phosphoinositides et
son role dans la biogenése des tubules-T
du muscle squelettique [5], ces derniers
semblant altérés dans les CNM liées au
chromosome X. De plus, il a été montré
que I'absence de I'orthologue de BINI chez
la drosophile conduisait a des anomalies
du muscle squelettique [6]. Nous avons
tout d’abord identifié une mutation dans
BINI créant un codon stop prématuré chez
un malade atteint de CNM autosomique
récessive. La cartographie par homozygo-
tie sur puce SNP Affymetrix a partir de cas
sporadiques issus de familles consanguines
nous a permis d’identifier 2 substitutions
d’acides aminés dans 2 familles homo-
zygotes pour la région 2ql4 contenant
BINI. BIN1 est constitué d’'un domaine BAR
(Bin1/amphiphysin/RVS167) capable de
courber les membranes, d’un domaine de
fixation au facteur de transcription Myc, et

d’un domaine SH3 (Src homology 3) liant
des protéines a domaine riche en proline
tels que la synaptojanine et la dynamine 2.
Dans le cas de I'isoforme 8 de BIN1, spéci-
fique du muscle squelettique, la protéine
possede également un domaine qui se
lie aux phosphoinositides et permettrait
la tubulation des membranes lors de la
formation des tubules-T dans le muscle
[5]. Les deux substitutions d’acides ami-
nés sont localisées dans le domaine BAR
tandis que le codon stop prématuré est
situé dans le domaine SH3. Afin d’étudier
I'impact des mutations du domaine BAR,
nous avons observé la capacité de BIN1-
iso8 sauvage et muté a tubuler les mem-
branes apres surexpression dans des cel-
lules COS-1 (Figure 2), cette propriété de
BIN1-iso 8 sauvage ayant déja été décrite
[5]. Les deux substitutions abolissent la
capacité de la protéine a produire des
tubules, tandis que la mutation non-sens
permet une tubulation normale. Il a été
montré que la dynamine 2, qui est mutée
dans la forme dominante des CNM, se liait
au domaine SH3 de BINL [7]. Des tests
d’interaction par GST-pull down avec le
domaine SH3 sauvage ou muté démontrent
que le codon stop prématuré, enlevant la
moitié du domaine SH3, diminue fortement
I'interaction entre les deux protéines. €x
vivo, cette mutation perturbe le recru-
tement par BIN1-iso8 de la dynamine 2
aux tubules membranai-

Figure 2. Test de tubulation des membranes ex vivo. Des cellules
CO0S-1 ont été transfectées avec une construction BIN1-iso8
sauvage fusionnée a la GFP. Lorsqu'elle est surexprimée, la pro-

téine induit la formation de tubules membranaires.
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res. Ces résultats permet-
tent donc I'identification
du premier gene muté pour
les myopathies centro-
nucléaires autosomiques
récessives, et suggerent
que plusieurs fonctions de
BIN1 pourraient étre alté-
rées [8]. Rappelons que
BIN1 (amphiphysine 2) est
également proposé jouer
un role dans le cancer du
sein comme modificateur
négatif de la progression
tumorale [9] et que 'am-
phiphysine 1 est un régu-
lateur du recyclage des
vésicules synaptiques. Il

est intéressant de noter que ces résul-
tats permettent aussi de relier les formes
autosomiques récessives et dominantes et
suggerent qu’un découplage entre BIN1 et
la dynamine 2 serait a I'origine des CNM.
De plus, ces deux protéines sont régulées
par les phosphoinositides ce qui pourrait
constituer le lien avec la myotubularine. Il
reste a identifier les autres génes des CNM
autosomiques récessives, les mutations de
BINI ne rendant compte que d’environ 5 %
des familles étudiées.

Le systeme sarcotubulaire est constitué
d’une invagination de la membrane plas-
mique, le tubule-T, encadrée des citernes
du réticulum sarcoplasmique et permet le
couplage excitation-contraction muscu-
laire. immuno-marquage d’une biopsie
musculaire de patient, avec des marqueurs
associés aux tubules-T au cours du déve-
loppement ou dans le muscle mature, met
en évidence une augmentation du marquage
de la cavéoline-3 et du DHPRa a I'intérieur
des fibres, et des vacuoles élargies cerclées
de cavéoline-3 [8]. Une perturbation de la
biogenese des tubules-T et/ou de I"endocy-
tose par des mutations dans BINI pourrait
donc étre a origine de la pathologie mus-
culaire chez les patients. La caractéristique
la plus marquante des CNM est la locali-
sation centrale des noyaux. Au cours de la
myogeneése, les noyaux migrent du centre
des fibres vers la périphérie. Les patients
atteints de myopathies centronucléaires ne
présentent pas de phénomenes de nécrose-
régénération qui sont la cause de la centra-
lisation des noyaux dans certaines dystro-
phies telle que la dystrophie de Duchenne,
et le modéle souris construit pour mimer la
forme liée a I’X ne présente pas de défaut
de maturation des fibres musculaires [10].
Diverses hypothéses pourraient expliquer
que le défaut des protéines mutées dans
les CNM conduise a la centralisation des
noyaux : (1) des anomalies de remodelage
des membranes affecteraient également
la membrane nucléaire; (2) la myotubu-
larine et BIN1 réguleraient la fonction de
la dynamine 2 sur le centrosome; (3) il
existerait une fonction encore inconnue de
ces trois protéines sur le positionnement
des noyaux. ¢
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Mutations in amphiphysin 2 (BIN1)
cause autosomal recessive
centronuclear myopathy
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NOUVELLE

Baisse

des capacités régénératives
du foie avec I'age
Quelques pistes moléculaires...

Hélene Gilgenkrantz, Jacques-Emmanuel Guidotti

Une histoire ancienne...

Le temps ne fait rien a U'affaire... Avec le
temps, va tout s’en va...: ainsi en est-il
de la régénération hépatique ! Bien sir,
la baisse des capacités régénératives
avec I’dge n’est pas propre au foie. La
sénescence induit également une moindre
capacité réparatrice de la peau ou du
muscle et une diminution de la qualité ou
de la quantité de certaines cellules sou-
ches. Pourtant, peu d’explications molé-
culaires ont été avancées jusqu’a présent
pour expliquer la perte des capacités pro-
lifératives avec I’dge. Le raccourcissement
des télomeres et la composition du com-
plexe qui y est associé interviennent dans
la limitation de la capacité réplicative
de certaines cellules, notamment lorsque
celles-ci se divisent en permanence [1].
Deux pistes avaient été suggérées pour
le foie qui, finalement, pourraient n’en
former qu’une !

Apres avoir retiré chirurgicalement les
deux tiers du foie d’une souris jeune,
95% des hépatocytes restants sortent
de leur quiescence de fagon quasi-syn-
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chrone décrivant un pic de synthese d’ADN
étroit. Cette prolifération contr6lée du foie
est le fruit de I'activation d’une cascade
de génes savamment orchestrée codant
notamment des cytokines, des facteurs de
transcription, des facteurs de croissance
et finalement des protéines du cycle cel-
lulaire [2]. Par conséquent, aucune popu-
lation cellulaire spécifique dite souche
nest requise au cours de ce processus. €n
revanche, chez la souris de plus de 12 mois,
le pic de synthese d’ADN est considérable-
ment émoussé. De méme, la progression en
mitose est significativement diminuée et
I’induction des protéines nécessaires a la
prolifération est retardée.

C/€BPa et diminution

de Iactivité régénérative du foie dgé
L’équipe de G. Darlington (Houston, Etats-
Unis), avait démontré, il y a environ 10 ans,
que le foie de vieux rats contenait des
niveaux anormalement élevés du facteur
de transcription C/EBPa alors que ce der-
nier diminue de 4 fois chez I'animal jeune
apres hépatectomie [3]. Or, les animaux
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dépourvus de C/EBPaL ont une augmentation
de leur prolifération hépatocytaire préna-
tale, suggérant un role négatif de C/EBPa sur
la progression du cycle cellulaire. Apres des
années de recherches infructueuses pour ten-
ter d’identifier les cibles transcriptionnelles
de C/€BPa., il semble qu’en réalité ce facteur
ralentisse le cycle cellulaire en inhibant direc-
tement dans le foie, les kinases cdk? et cdk4
[4, 5] et potentiellement en interagissant
avec les facteurs E2F et Rb (Retinoblastoma).
Timchenko et son équipe (Houston, Texas)
ont alors mis en évidence, spécifiquement
dans le foie de souris dgées (22 mois), un
complexe protéique de haut poids moléculaire
qui comprend, en dehors du facteur C/€BPa,
les protéines €2F4, Rb et Brahma (Brm) [6].
Des expériences d’immuno-précipitation ont
alors montré que Iinteraction protéique était
directe entre C/EBPoL et Brm. En revanche, et
contrairement au foie de souris jeune (8 mois),
aucune association n’est retrouvée avec la
protéine cdk2. Uaugmentation du facteur
Brm dans le foie des animaux dgés semble
responsable de ce changement de nature des
complexes avec 'dge [6]. Brm et cdk intera-



