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> Les fibres du muscle squelettique sont des
syncytia formés par la fusion de dizaines ou
centainesdecellulesprogénitricesmononucléées.
Au cours de la myogenese, les noyaux arrivant
des cellules progénitrices parcourent un long
chemin avant d’étre positionnés a la périphérie
d’une myofibre mature. Une fois a la périphérie,
ces noyaux sont régulierement espacés et
chacun est transcriptionnellement responsable
de sa proportion de cytoplasme environnant,
connue comme «domaine nucléaire». La
perturbation de ces domaines peut étre observée
dans différentes myopathies, suggérant leur
importance pour la fonctionnalité du muscle
squelettique. Cependant, les mécanismes
régulantlastabilité des domaines nucléaires sont
mal connus. Nous prenonsici I’exemple de MACFI,
une protéine associée aux microtubules, comme
une actrice essentielle dans I'organisation des
domaines nucléaires, afin de mettre en lumiére
le role potentiel des microtubules et de leur
réseau protéique associé pour la stabilité de
ces domaines et donc pour la fonctionnalité des

myofibres. <
1 I |

Répartition et faconnage des domaines
nucléaires : les garants de la fonctionnalité
des fibres musculaires

Le muscle strié squelettique est le tissu le plus abon-
dant de notre corps, essentiel pour permettre tous
les mouvements volontaires, assurer le maintien de
la posture, la régulation thermique du corps, mais
également le stockage d’énergie sous forme de glyco-
geéne [1]. Chaque muscle squelettique est composé de
centaines ou milliers de cellules individuelles géantes,
les fibres musculaires, qui sont agencées en faisceaux.

Vignette : Photo représentative (63X) du réseau de microtubules (en vert) organisé
en grille le long de la myofibre ou concentré autour des noyaux (en bleu) et aux
jonctions neuromusculaires (en rouge).
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Chaque fibre est issue de la fusion de dizaines ou centaines de cel-
lules progénitrices, les myoblastes. Elle contient donc des dizaines
ou centaines de noyaux qui sont régulierement ordonnés le long de
I’axe longitudinal, a la périphérie des fibres, a I’exception de certaines
zones comme celle de la jonction neuromusculaire (JNM) ol plusieurs
noyaux s’agrégent au niveau postsynaptique [2]. Cette distribu-
tion des noyaux le long des fibres a donné naissance a la notion de
« domaine nucléaire » (Figure I) qui représente schématiquement une
portion de cytoplasme de la fibre soutenue transcriptionnellement par
un noyau [3].

Au fil des années, diverses études ont contribué a comprendre les
enjeux de ces domaines nucléaires. Des études ont montré la relation
directe entre la taille des fibres et la quantité de noyaux qui les com-
posent, et comment chaque noyau contribue @ une activité transcrip-
tionnelle homogene le long de la fibre en répondant localement aux
besoins transcriptionnels de celle-ci [4, 5].

Y a-t-il donc une importance fonctionnelle pour la fibre musculaire a
maintenir les domaines nucléaires intégres et/ou a garder les noyaux
en périphérie des fibres ? Une premiere réponse a cette question pro-
vient de la physiopathologie de différentes myopathies telles que les
myopathies centronucléaires. Dans celles-ci, de nombreux noyaux sont
mal positionnés, centralisés a I'intérieur des fibres, et ce phénotype
nucléaire est souvent relié a une atrophie et/ou a une faiblesse mus-
culaire [6]. Cette observation souléve une question fondamentale : les
noyaux des fibres mal positionnés ont-ils un impact sur la fonctionna-
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par les changements majeurs dans I"organisation des microtubules (en vert) et médié par les protéines associées aux microtubules durant les

premieres étapes de la myogenése. Dans la phase latente, c’est la formation des sarcoméres (en rouge) qui pousse les noyaux vers la périphérie

des myofibres en développement.

lité musculaire et donc un réle dans le développement/la progression
des myopathies présentant un défaut de localisation nucléaire ? Il est
tres difficile de répondre a cette question chez les patients, car les
analyses histologiques sont essentiellement réalisées apres le déve-
loppement de phénotypes cliniques remarquables.

Cependant, en 2012, une étude menée chez la drosophile a montré
que I'interaction de deux protéines associées aux microtubules,
les protéines MAP7 et KiF5B, est responsable de IYalignement des
noyaux lors de la formation initiale des fibres musculaires. Or,
I’étude a également montré que I"absence de ces deux protéines
entrainait la formation d’agrégats nucléaires dans les fibres
musculaires et que cette désorganisation nucléaire était corrélée
avec une réduction de la fonctionnalité musculaire. Cette derniére
était reflétée par une réduction de la vitesse de déplacement des
larves de drosophiles ayant des noyaux agrégés [7]. De plus, ces
phénotypes étaient « sauvables » en réexprimant 'une ou I’autre
des protéines. Cela montre que le phénomene de positionnement
nucléaire dans les fibres musculaires est un mécanisme dynamique
et que les noyaux dans les fibres sont « mobilisables ». Les méca-
nismes régulant la formation et/ou I'organisation des domaines
nucléaires sont donc potentiellement des leviers permettant de
contrdler la physiologie des fibres musculaires et sont donc poten-
tiellement altérés dans les myopathies présentant des noyaux
«mal positionnés ».
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Le réseau microtubulaire dans la formation
des domaines nucléaires

Les microtubules sont des structures dynamiques com-
posées d’enchainement d’ol- et de 3-tubulines. Ils ont
la capacité de se former et/ou de se désassembler dans
le cytoplasme de la cellule. Uorganisation du réseau
microtubulaire varie en fonction du type cellulaire
et/ou de I’état cellulaire. Il sert de squelette pour le
maintien de la forme cellulaire, mais aussi de support
dynamique pour le transport subcellulaire du noyau,
des mitochondries ou méme des ARNs [8]. Dans le
muscle squelettique, I'organisation des microtubules
est fortement modifiée pendant la myogenése, passant
d’une projection astrale dans les cellules progénitrices
mononucléées (les myoblastes), & une organisation
paralléle dans les myotubes nouvellement formés (issus
de la fusion des myoblastes), et enfin & un réseau
dense en forme de grille dans les myofibres contractiles
(Figure 1). Des études in vitro ont montré que diffé-
rentes protéines associées aux microtubules (MAPs pour
Microtubule associated proteins) tirent parti des chan-
gements de I'organisation des microtubules pour régu-
ler le positionnement des noyaux durant les premiers
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stades de la myogenese [9]. Plus tard, lors de la maturation des fibres,
la formation des sarcoméres composés d’actine et de myosine pousse
les noyaux vers la périphérie des fibres en formation [10]. Cependant,
on observe la présence d’une « cage dense » autour des noyaux de la
fibre musculaire mature, composée essentiellement de microtubules
(Figure 2), suggérant que ceux-ci peuvent participer au maintien des
noyaux a la périphérie de la fibre et donc a la stabilité des domaines
nucléaires. Mais quelles sont les MAPs présentes dans les fibres mus-
culaires et lesquelles controlent cette stabilité/ancrage des noyaux ?

Identification des MAPs spécifiques des fibres musculaires

Pour répondre a cette question, une identification a grande échelle du
protéome lié aux microtubules a été réalisée dans I’équipe, a partir
de myotubes immatures in vitro (avec des noyaux alignés au centre)
et de myotubes contractiles « matures » (avec des noyaux majori-
tairement positionnés en périphérie). Une analyse par spectrométrie
de masse a permis d’identifier les MAPs [11]. La plus abondante des
protéines présentes dans le protéome partagé était la protéine MACFL
(pour Microtubule actin cross-linking factor 1) et pour laquelle une
mutation génétique qui avait déja été identifiée, conduisait au déve-
loppement d’une maladie neuromusculaire [12]. Son orthologue chez
la drosophile avait été décrit comme maintenant les microtubules
périnucléaires dans les fibres musculaires [13], suggérant que les phé-
notypes observés chez les patients présentant cette mutation dans le
géne MACFI pourraient étre liés au role de cette protéine dans I'orga-
nisation des microtubules et des noyaux dans les fibres.

MACF1, une protéine clef dans la stabilité des domaines
nucléaires

LUimmunomarquage de la protéine MACFL montre une forte accumu-
lation autour des noyaux dans les fibres et une colocalisation avec
le réseau microtubulaire. Nos données ont mis en évidence que MACFL
participe a I’organisation des domaines nucléaires, car la diminution
de son expression entraine une augmentation de la dynamique des
noyaux dans les fibres matures, une augmentation de la dynamique
microtubulaire et une réduction de la distance entre les noyaux adja-
cents dans les fibres musculaires formées in vitro. Si la protéine MACF1
pouvait contrdler le positionnement nucléaire in vitro, dans quelle
mesure son absence pourrait-elle affecter ce dernier dans un modele
murin ? €t surtout, quelles conséquences seraient observables sur la
fonctionnalité de ces fibres musculaires ?

Pour répondre a ces questions, nous avons analysé les noyaux des
fibres musculaires dans un modele de souris invalidés pour le gene
Macfl exclusivement dans les myofibres (Figure 3). Nous avons
observé que I'absence de MACF1 entraine une désorganisation du
réseau de microtubules, des noyaux plus ronds, moins dispersés
et internalisés dans les fibres, une réduction du regroupement
des noyaux post-synaptiques et une fragmentation des jonctions
neuro-musculaires entrafnant une atrophie musculaire. Alors que
ces phénotypes pouvaient étre observés dans des souris jeunes
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Figure 2. Organisation des microtubules et des noyaux dans les
myofibres. Photo représentative (63X) du réseau de microtu-
bules (en vert) organisé soit en grille le long de la myofibre,
soit en cages denses autour des noyaux (en rouge), a la péri-

phérie d’'une myofibre saine.

(dgées de 2 mois) et s’aggraver avec I’dge, Iobser-
vation de noyaux internalisés et/ou mal positionnés
n’apparaissait que chez des souris plus dgées (autour
de 12 mois). €n combinant nos résultats d’immuno-
marquage et une approche par microscopie électro-
nique, nous avons montré que les souris invalidées
pour le géne Macfl souffraient d’une accumulation
progressive des mitochondries a I’intérieur des fibres,
entrafnant une mauvaise cohésion des myofibrilles
entre elles et conduisant a I’internalisation de noyaux
dans la fibre musculaire. 'augmentation du contenu
mitochondrial est liée a I’expression aberrante de
marqueurs de la biogenese mitochondriale, proba-
blement due a une réinitialisation de la mécano-
transduction dans les fibres : changement de forme
des noyaux, d’organisation de la chromatine et donc
de I'expression de génes dans les souris déficientes.
€n conséquence, nous avons pu montrer que les sou-
ris déficientes pour Macfl ont une capacité réduite
de production de force, soulignant Iimportance de
I’organisation des microtubules et du positionnement
nucléaire pour le maintien d’une fonctionnalité opti-
mum des myofibres (Figure 3) [14].
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Figure 3. Modeéle proposé du réle de MACF1 dans le muscle squelettique. Dans les myofibres saines (& gauche), MACF1 contribue a I’organisation du

réseau des microtubules, au maintien de la forme et du positionnement des noyaux, mais également a la stabilité des jonctions neuromusculaires.

Suite a la suppression spécifique de Macfl dans les muscles squelettiques, ce sont les microtubules qui sont d’abord désorganisés, ce qui entraine

une altération du positionnement et de la forme des noyaux a la périphérie des myofibres. Avec I’dge, tandis que I"atrophie est observée suite a

I’instabilité des jonctions neuromusculaires et des noyaux post-synaptiques, une augmentation globale des mitochondries est observée dans les

myofibres, probablement en raison de Ialtération de la forme des noyaux et de I"expression génique. €n conséquence, "organisation subcellulaire

des myofibres est perturbée, ce qui entraine une internalisation des noyaux dans les myofibres dgées.

Conclusions et perspectives pour le domaine

Les recherches menées sur le modéle murin invalidé pour le gene
Macfl spécifiquement dans les fibres musculaires confirment
I’importance du réseau microtubulaire et des MAPs dans la régula-
tion des domaines nucléaires, mais également soulévent plusieurs
questions. €n effet, d’une part, parmi toutes les autres MAPs qui
ont été identifiées dans les myotubes matures, on peut s’inter-
roger sur le potentiel de déréglement de I’expression ou du fonc-
tionnement de certaines d’entre elles dans d’autres myopathies
présentant des noyaux mal positionnés. D’autre part, dans quelle
mesure le déplacement et le changement de forme des noyaux
dans certaines myopathies contribuent-ils a I"aggravation et/ou
au développement de phénotypes observés chez ces patients ? £t
enfin, peut-on imaginer que certains régulateurs du mouvement et
du positionnement nucléaires soient un jour ciblés afin d’améliorer
partiellement la fonctionnalité des fibres musculaires chez cer-
tains des patients ? ¢
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SUMMARY

Myonuclear domain settings by microtubules and
MACF1

Skeletal myofibers are syncytia made from the fusion
of dozens or hundreds of mononuclear progenitor cells.
Along myogenesis, the arriving nuclei from the proge-
nitor cells have a long journey before being positioned
at the periphery of a mature myofiber. Once at the
periphery, nuclei are regularly spaced and each nucleus
is transcriptionally responsible for its surrounding pro-
portion of cytoplasm, known as the myonuclear domain.
Disruption of these domains can be observed in various
myopathies, suggesting their importance for skeletal
muscle functionality. However, little is known about
mechanisms regulating the myonuclear domain stability
and organization. Here we take the example of MACFI, a
microtubule-associated protein, as an essential actor
in myonuclear domain organization, to highlight the
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