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L’agrégation des récepteurs cholinergiques nicotiniques :
un processus essentiel dans la mise en place de la jonction neuromusculaire

La mise en place des synapses constitue un probléme central de la neurobiologie qui peut &tre étudié
au niveau de la jonction neuromusculaire (JNM) des vertébrés oll, suite au contact avec le
motoneurone pré-synaptique, la fibre musculaire squelettique se spécialise dans la région synaptique.
Cette spécialisation se caractérise en particulier par une agrégation des récepteurs cholinergiques
nicotiniques (AChR) au sein de la membrane post-synaptique. Tous les signaux nécessaires a
linduction de cette agrégation ne sont pas encore identifiés, mais F'un d'entre-eux est l'agrine, un
protéoglycane & héparane sulfate sécrété par ie motoneurone pré-synaptique. Le but de ces
expériences est d'étudier d’'autres molécules impliquées dans [a spécialisation post-synaptique.

I- Identification de la tyrosine kinase MuSK

1 - L'observation que de nombreux signaux extracellulaires sont convertis par des récepteurs a
activité tyrosine kinase (RTK) conduit & rechercher si un tel récepteur qui serait spécifique du muscle
squelettique peut &tre identifié. Tous les RTK se caractérisent par la présence dans leur séquence
d'un domaine kinase intracellulaire homologue & celui trouvé dans différentes enzymes & activité
tyrosine kinase (TK) (Figure 1).

Figure 1 — Alignement du domaine kinase de quatre membres de la famille TK. Les résidus
identiques dans toutes les séquences sont indiqués en rouge, les résidus présentant des
proprietés similaires sont indiqués en vert. Les pointillés indiquent des lacunes insérées pour
optimiser l'alignement.

La recherche d'un RTK spécifique du muscle squelettique est réalisée par PCR. Dans ce but, une
banque d’ADNc est construite en utilisant tous les ARNm purifiés a partir d'un muscle squelettique.
Les ADNc codant pour des protéines a activité TK sornt recherchés dans cette bangue par PCR en
utilisant les oligodésoxynucléotides dégénérés suivants :

amorce 5’ (sens): 5/ -TCTTGACTCGAGA (T/C) (T/C)T(N}GC{N)AC(N) (C/A)}G(N)-3’
amorce 3/ ({antisens): 5’-GAATTCGAGCTCCC(A/G) (A/T)IA(N) GACCA(N)AC(A/G)TC-3~

Un oligodésoxynuciéotide est dit dégénéré si au moins une de ses positions correspond a plusieurs
bases. (N) indique Finclusion des 4 bases en proportions équivalentes a une position donnée, {T/C),
(C/A), (A/G) ou (A/T) indiquent respectivement linsertion des bases Tet C, Cet A, AetGou Aet T en
proportions équivalentes & une position donnée. Les séquences soulignées ne s'hybrident pas avec
les ADNc et sont utilisées pour cloner les produits de PCR obtenus dans un plasmide et réaliser une
nouvelle bangue.

Cette nouvelle banque est alors criblée dans le but d'éliminer les séquences codant des protéines a
activitt TK déja connues et le séquencage des clones restants révéle une unique séquence
nucléotidique codant une partie de domaine kinase. Cette nouvelle séquence permet d’isoler 'ADNG
complet correspondant dans la banque initiale construite & partir des ARNm totaux, Cet ADNc com plet
code une protéine d'environ 100 kDa appelée MuSK (Muscle-Specific Kinase). L’analyse de
fexpression de MuSK révéle que cette protéine est bien exprimée uniquement dans ie muscle
squelettique.

Rappelez e principe de Ia PCR.

En vous appuyant sur les annexes 1 & 2, ainsi que sur la Figure 1, justifiez le choix des
oligodésoxynucléotides employés.
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li- Etude du phénotype de souris invalidées pour le géne MuSK

2 — Afin d'étudier la fonction de la protéine MuSK au cours du développement du muscle squelettique,
des souris invalidées pour le géne MuSK sont construites (Figure 2). Le domaine kinase de la
protéine MuSK comprend 11 sous-domaines (SD1-11) codés par 3 exons. Le sous-domaine 1,
comprenant le domaine de liaison de PATP, est codé par l'exon 1. Les sous-domaines 5-11,
comprenant la région catalytique, sont codés par excn 3.

Figure 2 — (A) Représentation schématique de faliéle sauvage du géne MuSK et de lalldle
mutant correspondant obtenu aprés recombinaison homologue avec le vecteur de ciblage au
hiveau des zones encadrées par les pointillés. Les 3 exons codant le domaine TK de la protéine
MuSK sont figurés par des boftes noires. Les cassettes de résistance (neo: néomycine & tk:
thymidine kinase) qui servent & la sélection des cellules souches embryonnaires ayant recombiné
Fallele sont représentées par des boites blanches. La taille des fragments de restriction obtenus
apres digestion EcoRl! (R) ou Ncol (N} des ADN génomiques est précisée dans chaque cas. Les
positions d'hybridation de la sonde 5 et de la sonde kinase employées pour détecter les ADN
génomiques sauvages et mufants sont indiquées. (B) Transfert de type Southern (Southern biofy
représentatif obtenu avec les ADN génomiques de trois souris différentes digérés par EcoRl ou
Neol et hybridés avec la sonde 5 ou la sonde kinase.

Quelle région du domaine kinase est supprimée lors de Ia construction des souris
invalidées pour le géne MuSK ?

Déduisez les génotypes "des souris 1, 2 & 3 en utilisant le schéma expliquant la
construction réalisée. Indiquez ces génotypes en utilisant la convention classique : +/+:
sauvage, +/- : hétérozygote, /- : homozygote invalidé.

3 - Les souris mutantes MuSK -/~ sont immobiles a la naissance et meurent immédiatement aprés.
Différentes analyses histologiques sont conduites sur ces mutants. (Figure 3)

Figure 3 — Analyses histologiques post morfem de poumons (A.B) et de muscles des membres
inférieurs (C,D) de souriceaux nouveaux-nés de génotypes MUSK -/- et MuSK +/+. La coloration
employée est un rouge-éosine qui permet de colorer respectivement noyau et cytoplasme.

Comparez ces analyses histologiques.
L’analyse histologique des poumons permet-elle d'expliquer la mort des souriceaux
mutants MuSK -/- ?

4 — La localisation de différentes protéines caractéristiques de la JNM est analysée ensuite sur des
diaphragmes entiers pour étudier l'organisation des synapses chez les souris mutantes MuSK -/-
(Figure 4). Le choix du diaphragme se justifie en raison de son organisation simple et de sa structure
fine permettant de visualiser les synapses dans des préparations de muscles entiers. Le nerf
phrénique est orienté perpendiculairement au long axe des fibres musculaires et s'étend a travers la
région centrale du muscle.

Figure 4 — Des diaphragmes entiers de souris sauvages (A,C) ou de souris mutantes MuSK -/-
(B,D) sont marqués simuitanément avec des anticorps anti-synaptophysine (SYN) couplés a la
flucrescéine et avec de I'a-bungarotoxine (a-BGT) couplée & la rhodamine. Les fidches en A et B
indiguent la position du nerf phrénique. Une fluorescence est présente en D, mais etle est
diffuse. Echelle : 100 pm, identique pour tous les clichés,

La synaptophysine est une protéine transmembranaire majeure des vésicules synaptiques considérée
comme un marqueur de la terminaison nerveuse.

Quelle est la molécule marquée avec I'a-bungarotoxine ?

Que pouvez-vous conclure de vos observations quant au réle de MuSK ?

Pouvez-vous faire un lien entre vos conclusions et les analyses histologiques précédentes
pour expliquer la mort des souriceaux mutants MuSK /- ?
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Il- La tyrosine kinase MuSK : un récepteur de 'agrine ?

5 - L’agrégation des AChR induite par l'agrine est étudiée in vifro sur des myotubes. Les myotubes
sont des cellules plurinucieées qui résultent de [a fusion de cellules embryonnaires mononucléées, les
myoblastes. Cette fusion s'accompagne de l'acquisition par les myotubes des margueurs
moléculaires caractéristiques_de [a différenciation musculaire. Les fusions successives entre
myoblastes et myotubes permettent ia croissance progressive des myotubes et leur différenciation en
fibres musculaires responsables de la contraction musculaire. L.es expériences qui suivent cherchent
a préciser le réle joué par le RTK MuSK dans le processus d'agrégation des AChR (Figure 5).

Figure 5 — Das myotubes prélevés a partir de souris sauvages ou mutantes MuSK -/~ sont traités
avec des concentrations croissantes d'agrine (0,01 — 100-nM). Aprés marquage avec de 'a-BGT
coupiée & la rhodamine ils sont photographiés (A: fraitement avec 100 nM agrine,
grossissement ~250 x) et agrégafion des AChR présents & leur surface est quantifiée en fonction
de la concentration d'agrine (B). Parallélement, la quantité totale des AChR présents 4 la surface
des myotubes est déterminée avant traitement par I'agrine par liaison de I'a-BGT radiomarquée
(('®1}-a-BGT) (C).

Commentez et interprétez ces différents résultats. Que suggérent-ils ?

6 - Sachant que les RTK s'auto-phospharylent rapidement sur des résidus Tyr aprés interaction avec
leurs ligands respectifs, 'état de phosphorylation de la protéine MuSK est étudié sur des myotubes en
culture stimutés par I'agrine (Figure 6),

Figure 6 — Des myotubes sont stimulés par 10 nM des différentes molécules indiquées ou ne sont
pas stimulés (contrdle). Les cellules sont ensuite lysées et les exiraits protéiques obtenus sont
analysés par transfert de type Western (Western blot) avec des anticorps dirigés spécifiquement
contre les résidus Tyr phosphorylés de MuSK (A) ou d'un autre RTK, ErbB (B).

La neuréguline, le bFGF et Pinsuline sont des facteurs de croissance connus pour avoir des
récepteurs sur le muscle squelettique. La protéine ErbB est un RTK exprimé par le muscle
squelettique.

Quel est I'effet induit par 'agrine sur MuSK ?

Ces expériences permetient-elles d’identifier le ligand du RTK ErbB ?
L’effet induit par 'agrine sur MuSK esi-il spécifique ? Justifiez.

Que semblent confirmer ces résultats ?

7 — Les expériences suivantes ont pour but d'étudier I'interaction entre MuSK et agrine.

La technologie BlAcore est employée dans un premier temps. Cette technologie permet une mesure
directe et quantitative de la liaison entre deux molécules. Elle utilise un phénoméne optique, la
résonance plasmonique de surface, pour détecter des variations de masse & la surface d'un
biocapteur sur lequel un de deux interactants (le récepteur) est immobilisé. L'autre interactant (le
ligand) est injecté par un systéme microfluidique dans un flux continu & la surface du biocapteur. Les
récepteurs étudiés dans I'expérience suivante sont soit un anticorps monoclonal spécifique de 'agrine
(mAc), soit la protéine de fusion MuSK-Fc. Cette protéine recombinante est constituée de
l'ectodomaine {ie. le domaine extracellulaire) de MuSK fusionné & la région constante Fc
dimmunoglobulines de type G. La protéine de fusion MuSK-Fc mime ainsi le domaine extracellulaire
de MuSK. Le ligand utilisé dans les deux cas est 'agrine (Figure 7A).

Figure 7A — Liaison de l'agrine a la protéine de fusion MuSK-Fc ou & un anticorps monocional
spécifique de 'agrine (mAc) immohilisés & la surface d’un biocapteur. Selon le cas, cette liaison
est étudiée en présence des seuls récepteurs, ou en présence de Ca®™ (2 mM), d'héparine
(0,01 mg/mL), de mAe libre (25 pg/mL) ou de MuSK-Fc libre (25 pg/mL).

Analysez ces résultats.

Pourquoi, selon vous, certaines des expériences sont-elies réalisées en présence de Ca®*
et d’héparine ?

Qu’apportent les expériences réalisées en présence de mAc libre et de MuSK-Fc libre ?
Que démontrent ces résultats ? Sont-ils cohérents avec ceux obtenus précédemment ?
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Dans un deuxieme temps, 'agrégation des AChR induite par I'agrine est quantifiée sur des myotubes
en présence de la protéine de fusion MuSK-F¢ (Figure 7B).

Figure 7B — Des myotubes en culture sont pré-incubés avec différentss concentrations de
proteines MuSK-Fc ou Ret-Fc, puis incubés en présence de 10nM agrine. A lissue de ce
traitement, les cellules sont marquées par de I'a-BGT couplée a la rhodamine avant d'étre
examinées an microscopie de fluorescence,

La protéine Ret est un RTK. La protéine recombinante Ret-F¢ est constituée de I'ectodomaine de Ret
fusionneé a la région F¢ dimmunoglobulines de type G.

Que pouvez-vous de déduire de ces derniéres expériences ? Justifez.

Les résultats obtenus sur les myotubes vous semblent-ils conforfer ceux obtenus avec la
technologie BlAcore ?

Quelle hypothése pouvez-vous formuler quant a Pinteraction entre MuSK et agrine pour
expliquer cet ensemble de résultats ?

IV- La signalisation de MuSK : réle de la rapsyne et des phosphorylations de tyrosines

8 - La rapsyne (receptor-associated protein to the synapse) est une protéine musculaire
cvtoplasmigue associee aux AChR de la membrane post-synaptique. Des souris invalidées pour le
géne rapsyne (Rapsyne -~) meurent & la naissance et leurs AChR ne s’agrégent pas au niveau de la
membrane post-synaptique, y compris en présence de concentrations saturantes d'agrine. Afin de
comprendre les relations existant entre agrine, MuSK et rapsyne, la phosphorylation de la
sous-unité B du AChR (MM-~46kDa) est étudiée sur des myotubes, provenant de souris sauvages, de
souris mutantes MuSK -/~ et de souris Rapsyne -/~ (Figute 8).

Figure 8 — Des myotubes de souris sauvages, mutantes MuSK -~ (A) ou mutantes Rapsyne -/
{B) sont stimulés par I'agrine puis lysés. Les extraits protéiques obtenus sont ensuite soumis a
une immunoprécipitation (IP} avec des anticorps anti-MuSK ou anti-AchBp. Le résultat de cette
immunoprécipitation est ensuite analysé par Western biot (Blot) avec des anticorps anti-tyrosine
phosphorylée (P-tyr), anti-MuSK ou anti-AchRj (A,B).

Décrivez brisvement le principe de I'immuncprécipitation.

Les résultats présentds vous permetitent-ils de vérifier que les protéines MuSK et AChR ont
bien été immunoprécipitées ?

Analysez I'ensemble des résultats obtenus. Qu’'en déduisez-vous ?

9 - La localisation de MuSK, de ia rapsyne et de AChR est étudiée dans des cellules non musculaires.
Pour cela, des fibroblastes sont transfectés avec des ADNc codant pour MuSK, pour la rapsyne et
pour les différentes sous-unités de AChR pour permettre I'expression hétérologue de ces différentes
protéines (Figure 9).

Figure 9 — Des fibroblastes sont transfectés avec des ADNc codant pour MuSK, pour la rapsyne
et/ou pour les différentes sous-unités de AChR. Deux jours aprés transfection, les culiures
cellulaires sont fixées et soumises & un double marquage flucrescent pour permetire de localiser,
dans une méme cellule, MuSK et soit la rapsyne, soit AChR. Echelle : 10 pm, identique pour tous
les clichés.

Que déduisez-vous de ces résultats ? Que suggérent-ils quant au réle joué par la rapsyne ?

10 - Ce méme systeéme est utilisé pour préciser le domaine de MuSK qui serait responsable d’'une
interaction supposée avec la rapsyne.

Dans un premier temps, des fibroblastes sont co-transfectés avec des ADNc codant pour la rapsyne,
pour les différentes sous-unités de AChR et soit pour une forme tronquée de MuSK, soit pour une
protéine MuSK chimére (Figure 10 A&B).

Dans un deuxieme temps, des fibroblastes sont co-transfectés avec des ADNc codant pour la rapsyne
et pour différentes protéines MuSK chiméres {Figure 10 C&D).
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Figure 10 — (A) Schémas de la protéine MuSK sauvage, de la protéine MuSK tronquée et de la
protéine chimére TrkA-MuSK utilisées dans les expériences présentées en (B). (B) Des
fibroblastes sont co-transfectés avec des ADNc codant fa rapsyne, les différentes sous-unités de
AChR et I'une des protéines décrites en (A). Aprés transfection, les cellules sont marquées avec
de anticorps fluorescents anti-AChR (a-AChR) ou anti-MuSK (a-MuSK). (€) Schémas des
proteines chiméres MuSK-TrkA utilisées dans les expériences présentées en (D). Les positions
des domaines Ig (Ig I-1V) présents dans 'ectodomaine de MuSK sont précisées. Les séquences
supprimées dans les chimeéres sont indiquées par des traits simples. (D) Des fibroblastes sont
co-transfectés avec des ADNc codant la rapsyne et 'une des protéines décrites en (C). Aprés
transfection, les cellules sont marquées avec de anticorps fluorescenis anti-MuSK ou
anti-rapsyne. Echelle : 10 uym, identigue pour tous les clichés.

La protéine TrkA est un RTK.

Analysez cette série d’expériences. Quel(s) domaine(s} de MuSK semble(nt) impliqué(s)
dans l'interaction supposée avec la rapsyne 7

Ce résultat vous parait-il compatible avec la localisation celiulaire de la rapsyne ?
Proposez une hypothése pour expliquer ce résultat.

11 — U'activation d'un RTK par fixation de son ligand se caractérise par la phosphorylation de résidus
Tyr situés dans différentes régions de son endodomaine (ie. le domaine intracellulaire). La
phospharylation des résidus Tyr présents dans la boucle d'activation du domaine kinase provogque un
changement conformationnel indispensable & P'activation de I'activité kinase. D'autres régions de
lendodomaine du RTK, une fois leurs résidus Tyr phosphoryiés, servent de sites d’amarrage & de
nombreuses protéines de signalisation, permettant ainsi de coupler I'activation du RTK a différentes
voies de signalisation en aval du RTK.

Le domaine cytopiasmidque de MuSK comprend au fotal 17 résidus Tyr {Y) dans le domaine kinase et
1 résidu Tyr dans la région juxtamembranaire. Une analyse par spectrométrie de masse révale,
quaprés activation in vitro, MuSK est phosphorylée au niveau des résidus Y553 (dans la région
juxtamembranaire), Y754 & Y755 (dans la boucle d'activation du domaine kinase) et Y576 & Y812
(dans le domaine kinase) (Figure 11A).

Pour déterminer l'impoitance de ces résidus Tyr dans ('activité de MuSK, chacun d’entre-eux est muté
et la capacité de chaque mutant & restaurer l'agrégation de AChR induite par Pagrine est quantifiée
dans des myotubes MuSK -/~ (Figure 11B).

Le résidu Y553 fait partie d’'une séquence consensus NPXY reconnue par les protéines de
signalisation possédant un domaine PTB (phosphotyrosine binding). X indigue que cette position dans
le motif peut &tre occupée par tous les acides aminés. Dans la protéine MuSK la séquence de ce motif
consensus est NPMY. Afin d'identifier les acides aminés de ce motif qui sont nécessaires a
I'agrégation des AChR induite par 'agrine, les mutants N550A, P551A et Y553A sont exprimés dans
des myotubes MuSK -~ (Figure 11C).

Figure 11 — (A) Schéma de la protéine MuSK présentant la position de Funique résidu Tyr (Y553)
situé dans sa région juxtamembranaire, ainsi que celles des 17 résidus Tyr situés dans son
domaine kinase ; les 5 résidus Tyr (Y 553, Y576, Y754, Y755 et Y812) qui sont phosphorylés in
vitro sont indigués. Le résidu Y750 appartient également 4 la boucle d’activation du domaine
kinase. (B) Des myotubes MuSK -/~ sont transfectés avec des plasmides codant la protéine MuSK
sauvage (WT) ou différentes protéines MuSK mutantes dans lesquelles les résidus Y préseniés
en (A) sont remplacés par des résidus F. Aprés transfection les myotubes sont incubés une nuit
en présence d'agrine, puis marqués avec de I'0-BGT couplée a la rhodamine avant d'étre
observés en microscopie de fluorescence. (C) Des myotubes MuSK -/~ sont transfectés avec des
plasmides codant la protéine MuSK sauvage (WT) ou différentes protéines MuSK mutantes dans
lesquelles les résidus du motif NPXY sont remplacés par des résidus A. L'agrégation de AChR est
quantifiée comme en (B).

Quels résidus semblent essentiels & Pagrégation de AChR ?

Le résultats obtenu avec le triple mutant Y750,754,755F était-il attendu ? Justifiez.
Pourquol ne pas avoir muié le résidu M de la séquence NPXY de MuSK ?
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12 - Pour caractériser plus précisément limportance du motif NPMY présent dans MuSK, des
protéines chiméres MuSK-TrkA sont exprimés dans das myotubes MuSK -/- et I'agrégation des AChR
induite par I'agrine est quantifiée sur les différents myotubes transfectés (Figure 12).

La protéine TrkA, un RTK d’environ 100 kDa, a été choisie, car son domaine cytoplasmigue présente
de fortes homologies de séquence avec celui de MuSK. il contient en particulier un motif NPXY
critique pour son activité de signalisation. Toutefois, les séquences au voisinage de ce motif NPXY
différent dans les deux protéines.

Figure 12 — (A} Schéma de la protéine MuSK sauvage (MMM), dune protéine chimére
MuSK-TrkA {MTT) comprenant la région juxtamembranaire (TrkA NPXY) et le domaine kinase
(TrkA dk} de TrkA et d'une protéine chimére MuSK-TrkA (MMT) comprenant 13 acides aminés de
la région juxtamembranaire de MuSK (MuSK NPXY) et le domaine kinase de TrkA (TrkA dk).
(B,C) Des myotubes MuSK -/~ sont transfectés avec des plasmides codant Pune des protéines

décrites en (A), puis sont stimulés par 'agrine avant d'étre lysés. Les extraits protéiques obtenus.

sont ensuite soumis a4 une immuncprécipitation (IP) anti-MuSK ou anti-TrkA, suivie par un
Western blot (Blot} anti-P-tyr, anti-MuSK ou anti-TrkA (B). Alternativement, les extraits protéiques
sont soumis & une immunoprécipitation (IP} anti-AChRp, suivie par un Western blot (Blot)
anti-P-tyr et anti-AChRB (C). (D) L'agrégation des AChR présents & la surface de myotubes
transfectés avec des plasmides codant I'une des protéines décrites en (A) est quantifiée aprés
marquage avec de I'a-BGT couplée 4 la rhodamine en absence ou en présence d'agrine.

Analysez cefte série d’expériences. Qu’en concluez-vous ?

V- La signalisation de MuSK : réle des GTPases monomériques

Différentes expeériences soutignent la participation du cytosquelette d’actine dans le processus
d'agrégation de AChR. Par ailleurs, les GTPases monomeériques de fa famille Rho sont connues pour
participer & la réorganisation du cytosquelette d’actine en réponse & des signaux exiracellulaires. Les
expériences suivantes ont donc pour objectif de mettre en évidence une éventuelle contribution de
ces GTPases monomériques & I'agrégation de AChR faisant suite & Pactivation de MuSK par Pagrine.

Rho et Rac sont des GTPases monomériques. Ces protéines jouent le rdle dinterrupteurs
moléculaires pour contrdler différents processus cellulaires en passant d’un état actif, lié au GTP, & un
état inactif, lié au GDP. Lactivité d'une GTPase nécessite la présence d'une molécule de GTP
étroitement liée (interrupteur “on™). L'hydrolyse de cette molécule de GTP par la GTPase produit du
GDF et du phosphate inorganigue (P;) et entraine la conversion de la protéine en une conformation
différente inactive (intsrrupteur “off’}). La réinitialisation de Pinterrupteur nécessite la dissociation du
GDP étroiternent lie. Une fois le GDP dissocié, une nouvelle molécule de GTP se lie rapidement.

INACTIVE INACTIVE

Une mutation dominante négative est une mutation qui produit une protéine qui, en interférant avec la
fonction de la protéine sauvage dans la méme cellule, supprime son effet.

Un mutant constitutivement actif est un mutant qui reste en permanence sous sa forme active.

13 ~ Les expériences suivantes cherchent & déterminer le role des GTPases monomériques Rac et
Rho dans F'agrégation de AChR. Dans cette série d’expériences, des myotubes sont transfectés soit
avec une forme mutante dominante négative de Rac (N17, GDP li¢) (Figure 13A), soit avec une
forme mutante constitutivement active de Rac (V12, GTP lié) (Figure 13B), soit avec une forme
mutante constitutivement active de Rac (V12, GTP lié) et/ou une forme mutante constitutivement
active de Rho (V14, GTP lié) (Figure 13C).
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Figure 13 — (A) Des myotubes sont transfectés avec un plasmide vide (contrdle) ou avec un
plasmide codant la protéine RacN17. lis sont ensuite traités ou non par I'agrine, puis 'agrégation
de AChR est quantifiée par immunofluorescence. (B) Des myotubes sont transfectdés avec un
plasmide vide (conirGle) ou avec un plasmide codant la protéine RacV12, puis I'agrégation de
AChR est quantifiée par immunofluorescence. (C) Des myotubes sont transfectés avec un
plasmide codant la protéine RhoV14 et/ou avec un plasmide codant la protéine RacVi2, puis
agrégation de AChR est quantifiée par immunofluorescerice.

Analysez ces résulials.

Que déduisez-vous des expériences réalisées en présence des protdines RacN17 et
RacVi12 ?

Quelle est la chronologlie d’intervention des GTPases Rac et Rho ? Justifiez.

14 - Afin de déterminer si les GTPases endogénes Rac et Rho présentes dans les myoblastes et los
myotubes sont directement impliquées dans lagrégation des AChR induite par Fagrine, I'effet de
Fagrine sur I'activite de ces GTPases est étudiée sur ces deux types cellulaires (Figure 14).

Figure 14 — Des myoblastes et des myotubes sont traités par Pagrine, puis sont lysés. Les extraits
protéiques . obtenus sont alors centrifugés, puis les surnageants sont purifiés sur une colonne
d'affinité GST-PBD (A) ou GST-TRBD (B). Les extraits protéiques obtenus aprés élution sont
analysés par Western blot avec des anticorps anti-Rac (A) ou anti-Rho (B), parailélement 4 des
extraits protéiques non purifiés (total, A & B).

La protéine GST (glutathion S-transférase) est utilisée comme étiquette pour purifier des protéines.
PBD et TRBD sont des domaines protéiques interagissant respectivement avec les protéines Rac et
Rho actives.

Ces expériences vous permettent-elles de déduire quand est exprimée la protéine MuSK au
cours de la différenciation musculaire ?

Commentez ces résultats et concluez quant au réle joué in vivo par les GTPases Rac et
Rho.

V- La régulation transcriptionnelle du géne MuSK

Au cours de fa formation de la JNM, les génes codant les protéines MuSK et rapsyne, ainsi que les
differentes sous-unités de AChR, sont sélectivement franscrits au niveau des noyaux
sous-synaptiques. Les expériences qui suivent ont pour objectif d'étudier une des voies de
signalisation impliquée dans ce processus.

15 - La voie de signalisation classiquement décrite en aval de Rac conduit & Pactivation par
phosphorylation du facteur de transcription c-Jun aprés activation de la MAP kinase JNK (c-Jun NH.-
terminal kinase) via la voie des MAP kinase kinases (MKK). L'activité de la MAP kinase JNK est
étudiée d'abord (Figure 15).

Figure 15 — Des myoblastes, des myotubes et des cellules épithéliales de la lignée HEK sont
fraités ou non par l'agrine et 'anisomycine, puis sont lysés. Les extraits protéiques obtenus sont
ensuite incubés en présence de la protéine de fusion GST-c-Jun et d'ATP, puis purifiés sur une
colonne d'affinite greffée glutathion. Les extraits protéiques obtenus aprés élution sont analysés
par Western blof avec un anticorps dirigé contre la protéine c-Jun phosphorylée.

L'anisomycine est un antibiotique activateur de la MAP kinase JNK.
Que démontrent ces expériences ? Justifiez votre réponse.,
16 — Ensuite, le promoteur du géne MuSK est cloné en amont du géne de la luciférase, puis le

plasmide obtenu est transfecté dans des myotubes, seul ou avec un plasmide codant pour différentes
protéines impliquées dans la voie de signalisation induite par I'agrine (Figure 16).
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Le géne de la luciférase est employé en biologie moléculaire en tant que géne rapporteur. Il est en -
particulier souvent utilisé pour analyser et préciser le fonctionnement d'éléments régulateurs du
génome comme les activateurs ou les promoteurs. Ce g&ne, une fois transcrit, est traduit en une
enzyme, la luciférase, qui oxyde son substrat en un produit luminescent. La lumiére émise par ce
produit est quantifiée par un appareil de mesure trés sensible, le luminomatre. La guantification de
I'expression du géne de la luciférase peut donc étre indirectement suivie par simple mesure d'une
intensité lumineuse.

Figure 16 — Des myotubes sont transfectés avec le plasmide codant pour ia luciférase, clonée en
aval du promoteur du gene MuSK, tout seul (contrdle) ou avec un des plasmides suivants :
PINK-APF code une forme mutante dominante négative de ia MAP kinase JNK, pMKK7D code
une forme mutante constitutivement active de la MAP kinase kinase MKK7, pRacV12 code une
forme mutante constitutivement active de Rac. Une semaine aprés transfection, les myotubes
sont traités ou non par Fagrine, puis leur activité luciférase est quantifiée.

Analysez ces expériences. Qu'en conciuez-vous ?

Résumez en un schéma synthétique les principaux résultats obtenus dans les 6 parties
précédentes.
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VH- MuSK : une nouvelle cible pour une maladie auto-immune

La myasthenie grave (MG) est une maladie neuromusculaire chronique qui se manifeste cliniguement
par une atteinte de la musculature volontaire. Elle se traduit en particulier par une fatigabilité & Feffort
et par une insuffisance respiratoire qui peut engager le pronostic vital. La myasthénie grave est une
maladie auto-immune. En effet, 80% des sujets myasthéniques sont porteurs d'auto-anticorps se
fixant sur les récepteurs de Pacétylcholine situés sur ia membrane post-synaptique de la JNM. De tels
auto-anticorps Ac-a-AChR ne peuvent toutefois pas éfre mis en évidence chez les 20% de sujets
myasthéniques restants, mais différents résultats cliniques indiquent que certains de ces sujets sont
€galement atteints d’'une maladie auto-immune caractérisée par la présence d'auto-anticorps dirigés
contre une autre cible présente au niveau de la JNM. Les expériences suivantes ont pour objectif de
caractériser cette cible.

17 — Une premiére série d’expériences a pour objectif d'étudier si les auto-anticorps présents dans les
plasmas de sujets MG-Ac-a-AChR séronégatifs (i.e. des sujets afteints de myasthénie grave, mais
non porteurs d'auto-anticorps se fixant sur les récepteurs de l'acétylcholing) interférent avec
Fagrégation de AChR induite par 'agrine (Figure 17).

Figure 17 — L'agrégation de AChR induite par I'agrine est étudiée sur des myotubes en présence de
plasma provenant d'un sujet sain ou d’'un sujet MG-Ac-a-AChR séronégatif. Les AChR présents a la
surface des myotubes sont visualisés avec de 'a-BGT couplée & la rhodamine (A). L'agrégation de
AChR est ensuite quantifi€e sur des myotubes incubés en présence de plasmas provenant d’un sujet
conirble sain (HC), d'un sujet MG-Ac-a-AChR séropositif (Pos) et de sujets MG-Ac-a-AChR
séronégatifs (1-5) en absence (B) ou en présence {C) d'agrine (Ag).

L'aprés I'ensemble des résultats précédents, quelle pourrait étre la cible contre laquelle sont
dirigés les auto-anticorps présents chez les sujets MG-Ac-a-AChR séronégatifs ? Justifiez
votre réponse.

18 - Dans le but d'identifer cette cible, des extraits de myotubes sont immunoprécipités par des
plasmas de différents sujets myasthéniques (Figure 18).

Figure 18 — Des extraits protéiques de myotubes sont immunoprécipités soit avec un piasma controle
provenant d'un sujet sain (HC), soit avec des plasmas provenant de sujets MG-Ac-a-AChR
seronégatifs (Nég A-C) ou de sujets MG-Ac-a-AChR séropositifs (Pos 1-2), soit avec des anticorps
provenant de lapins immunisés par la protéine MuSK humaine (Rb). Les immunoprécipités obtenus
sont ensuite analysés par Western biot.

Quel type d’anticorps est utilisé lors du Western blot ?
Que déduisez-vous de ces résulftals ?

Expliquez Ia fatigabilité observée chez fes sujets myasthéniques.

Quelles analyses proposeriez-vous pour diagnostiquer une myasthénie grave chez un patient ?
Quel(s) traitement(s) proposeriez-vous pour traiter une myasthénie grave ?
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Annexe 1 - Tableau du code génétique

Annexes

Premiére lettre Deuxiéme letire Troisiéme lettre
{extrémité 5°) u c A G {extrémité 3’)
Phe Ser Tyr U
U Phe Ser Cc
Leu Ser A
Leu Ser G
Leu Pro U
Leu Pro C
C
Leu Pro A
Leu Pro G
lle Thr Asn Ser U
A lle Thr Asn Ser C
lle Thr Lys Arg A
Met Thr Lys Arg G
Val Ala Asp Gly u
G Val Ala Asp Gly c
Val Ala Glu Gly A
Val Ala Glu Gly G
Annexe 2 - Code a une lettre des acides aminés
A : alanine G : glycine M : méthionine S : sérine
C : cystéine H : histidine N : agparagine T : threonine
D : acide aspartigue | : isoleucine P : proline V : valine
E . acide glutamique K lysine Q : glutamine W : tryptophane
F : phénylalanine L : leucine R : arginine Y : tyrosine
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Figures

Figure 1 - adapté d'aprés Jennings et al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90 (1993)

TK1 RRDIVLEKWELGEGAFGEVFLAE-CHNLL- -PEQ----~-~- DEMIVAVEALK 541
TK2 RHNIVLKRELGEGAFGKVFLAE-CYNLC- -PEQ----~-- DEKILVAVEKILIC 574
TK3 RRDIVLERELGEGAFGEVFLAE-CYNLS - ~PTR-~ v~ v~ VEMUVAVEALK 575
TK4 RSGLSELIQIGRGEFCGDVFVGKLEATLVTSPSD- [60 AA] - LVLVKALN 78¢%
TK1l E-ASESARQDFQREARLLTMLQEQEIVRFFGVCTEGRPLLNVFEYMRHGD 590
TK2 D-ASDNARKOFHREAELLTNLOQHERIVKFYGVCVEGDPLINVFEYMEHGD 623
TK3 D-PTLAARKDFQREAEZLLTNLOQHEEI VI FYGVCEGDGDPLINVFEYMEHGD 624
TK4 EVREDEQACQEFRROLILILRAISHEGVVRLFCGLCREKDPEY MVLEYTDWGD B39
TK1l LMNRFLRSHGP ~-DAKLLAGCE--- - - DV-APG--PLGLCOLLAVASQVAAG 631
TK2 LYRFLRAHGP -DAVLMAEGN---- - PP-~--T~-BELTQ3OMLHIAQQIAAG 662
TK3 LNKFLRAHGP -DAMILVDGQ----- FRQAKG--ELGLSOMLHIASQICSG 666
TR4 LQ P LLATAG-KVNTATAZS---- - S5--PP--PLTITEQVLAVAYQ ARG 879
TK1 MVY I AGLHF VHRDLATRNCLVGQGLVVK IGDFCMSRLIYSTDYYRVGGRT 681
TR2 MVYLASQHFVHRDLATRNCLVGENLLVK IGDFCMERDVYSTOYYRVGGHT 712
TK3 MUY LASQHFYHRDLATRNCLVCGANLLVK IGDFGMBROVYSTOYYRVEGGHT 716
TE4 MDAYYRARFVHRDLATRNCVISSEFIVKISYPALCKOKYSREYHK -BRNT 928
TK1 MLPIRWMPPESILYRKFITESDVWS FOGVVINEIF T -YCRQPWYQISHNTEA 730
TEK2 MLPIRWHPPESIMYRKFTTESDVWS YGVVLWEIFT-YERQPWY QI SHNEV 76l
TK3 MiPIRWMPPESIMYRKFTTESDVWSFGVILWEIFT -VYERQPWFQLSNTEY 765
TK4 LLPIRWLAPECIQEDEY TTRSDVWS YGVVVWELFNQATRKLPHEEL THEQV 978
TK1l IDCITOGRE-LERPRACPPEVYAIMRGCWQREPQQRHEIXDVHARLQALA 778
TK2 IECITOGRV-LORFRTCPOQEVYZLMLGCWQREPHTRENIKS IHTLLONLA 810
TK3 IECITQGRV-LERFPRVCPRKEVYDVHLGCWQREPQORLINIKE IYKILHALG 814
TK4 VORSQAGSLEWSVAEATPDS LREILLSCWVSNPEERPSFSQLGAALSKAM 1028
TK1 QAPPVYLDVLG 790
TK2 KASPVYLDILG 821
TE3 FKATPIYLDILG 825
TR4 QSAEK ‘1033

Figure 2 - d’aprés DeChiara et al. Cell 85 (1996)
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Figure 3 - d’aprés DeChiara et al. Celf 85 (1996)
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Figure 4 - d’aprés DeChiara et al. Cell 85 (1996)
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Figure 11 - d'aprés Herbst et al. EMBO J. 19 (2000)
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Figure 12 - d'aprés Herbst et al. EMBO J. 19 (2000)
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Figure 13 - d'aprés Weston et al. J. Cell Biol, 150 (2000) & Weston et al. J. Biol. Chem. 278 (2003)
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Figure 14 — adapté d'aprés Weston et al. J. Cell Biol. 150 {2000) & Weston et al. J. Biol. Chem. 278 (2003)
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Figure 15 — d’aprés Weston et al. J. Cell Biol. 150 (2000)
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Figure 16 - adapté d'aprés Lacazette et al. J. Cell Biol. 161 (2003)
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Figure 17 - adapté d'aprés Hoch et al. Nature Medicine 7 (2001)
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Figure 18 — adapté d'aprés Hoch et al. Nature Medicine 7 (2001)
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