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Sommaire

Les souris dystonia musculorum (dr) sont atteintes d'une maladie neurodégénérative
héréditaire affectant le systéme nerveux sensitif. Nous avons identifié le géne responsable
de cette maladie et 1'avons appelé dystonine (Dst). Dst est exprimé dans plusieurs tissus,

particuliérement dans le systéme nerveux et les muscles.

Dystonine posséde un domaine N-terminal de liaison a l'actine et un domaine C-
terminal de liaison aux filaments intermédiaires. Ce domaine de liaison aux filaments
d'actine permet & une protéine de fusion de s'associer & l'actine filamenteuse. Le domaine
C-terminal permet 1'association avec les filaments intermédiaires. Nous avons également
démontré que l'actine filamenteuse est relocalisée vers les filaments intermédiaires dans des
cellules surexprimant une mini-protéine de la dystonine contenant ces deux domaines. Ces
données suggeérent que la dystonine est une protéine associée au cytosquelette pouvant
former un pont entre les filaments intermédiaires et les filaments d'actine, et ainsi contribuer

a l'organisation du cytosquelette.

Dans les neurones, la dystonine est localisée dans des compartiments cellulaires
contenant les trois éléments du cytosquelette (microtubules, neurofilaments et actine): le
corps cellulaire, les dendrites et 'axone. Toutefois, la dystonine n'est pas présente dans
certains compartiments des neurones comme les synapses et les épines dendritiques; ces
compartiments sont principalement composés d'actine filamenteuse. Des analyses
ultrastructurales effectuées sur des axones dt des racines dorsales de la moelle épiniére ainsi
que sur des neurites dt générées en culture cellulaire, révelent une désorganisation du
cytosquelette. De fagon surprenante, une désorganisation du réseau de microtubules a été
également observée dans les neurones dt. Les quantités de MAP2 et de tau, des protéines
associées aux microtubules, sont diminuées dans la moelle épiniére des souris dr. A partir
de ces résultats, nous concluons que la dystonine est essentiel au maintien de I'intégrité du

cytosquelette neuronal.

Dst est aussi exprimé dans le muscle cardiaque et squelettique. Nous avons
démontré que les souris dr sont atteintes d'une faiblesse musculaire et que I'architecture
cellulaire des muscles squelettiques df est instable. Des analyses ultrastructurales effectuées
sur des myotubes dt ont révélé que la dystonine est responsable du maintien des disques Z

et de 1'organisation des myofibrilles. Les niveaux d'expression de la dystonine coincident



avec ceux de la desmine durant la myogeneése et ces deux protéines sont co-localisées dans
des cellules musculaires. Ces données indiquent que la dystonine est responsable du

maintien de I'intégrité de l'architecture cellulaire des muscles squelettiques.

Collectivement, nos résultats suggérent que la dystonine est une protéine qui sert de
pont entre les filaments d'actine et les filaments intermédiaires. Nos résultats indiquent
qu'une mutation de la dystonine n'empé€che pas la différenciation neuronale et musculaire.
Toutefois, le rdle cellulaire de la dystonine serait davantage de maintenir I'intégrité de

l'architecture cellulaire des neurones et des fibres musculaires.
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Figure 1: Une souris dystonia musculorum
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L'étude d'une maladie héréditaire chez la souris est d'une trés grande utilité pour la
compréhension des processus pathogéniques en cause. Avec ce modele animal, il est
possible d'étudier 1'apparition des premiéres anomalies histopathologiques durant le
développement embryonnaire jusqu'a la culmination des symptomes aux derniers stades de
la maladie. L'identification du géne muté dans une maladie héréditaire donne directement
accés 2 la nature des mécanismes moléculaires initiant la pathologie. Le travail présenté
dans cette thése de doctorat se veut la caractérisation de la fonction du gene muté chez les

souris dystonia musculorum (dt).
1.0 Dystonia musculorum

Dystonia musculorum (df) est une maladie neurodégénérative héréditaire de la
souris (Duchen et al., 1963; Duchen and Strich, 1964). Cette maladie, initialement décrite
par Duchen, fut nommée ainsi en raison des mouvements anormaux de ces souris qui
semblaient dus 4 une perte de tonus musculaire (Duchen and Strich, 1964). Cetie maladie
récessive héréditaire est transmise par un autosome. Les hétérozygotes dt ont une apparence
normale, mais 25% des souriceaux issus du croisement de deux parents hétérozygotes
développent 1a maladie (Duchen and Strich, 1964). Le phénotype de ces souris, qui
apparait normalement entre 7 et 15 jours aprés la naissance, est caractérisé par une
incoordination des membres et par une posture anormale du tronc et des membres (Duchen
et al., 1963; Duchen and Strich, 1964). Ce phénotype peut étre facilement visualisé en
tenant une souris d¢ suspendue par la queue; un homozygote pour un alléle dt fléchie ses
membres contre son corps alors qu'une souris de type sauvage déploie ses membres. A
mesure que les souris dt vieillissent, les mouvements des membres sont progressivement
ataxiques et ces souris deviennent alors incapables de marcher. Il n'y a pas de paralysie
apparente chez les souris dt, mais ces souris semblent &tre affectées par une faiblesse
musculaire. Des homozygotes dt sont généralement plus petits que des souris normales

(Duchen and Strich, 1964). Les souris df ne survivent pas passé la période de la maturité
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sexuelle. Toutefois, certaines souris ont survécu jusqu'a une période de 8 mois, ce qui

suggere que la mutation dt n'est pas étale a priori.

Des analyses histopathologiques ont révélé que le syndrome neurodégénératif
affecte de fagon sélective la partie sensitive du systéme nerveux. Chez les plus jeunes
souris dt, la neurodégénérescence est caractérisée par la présence de gonflements axonaux
périodiques ainsi que par de la fibrose dans les fibres nerveuses. Les gonflements sont
localisés dans la partie proximale et distale de I'axone et peuvent atteindre un diamétre de 40
pm (Duchen and Strich, 1964). Chez les plus vielles souris dt, une réduction marquée du
nombre de fibres nerveuses ainsi qu'une perte de la couche de myéline ont ét€ observées.
Les signes de neurodégénérescence sont présents dans Ies racines dorsales ainsi que dans
les ganglions des racines dorsales de la moelle épiniére. Les fibres sensitives
spinothalamiques et spinocérébelleuses sont également affectées (Al-Ali and Al-Zuhar,
1989; Duchen and Strich, 1964; Janota, 1972; Sotelo and Guenet, 1988). Ces anormalités
histologiques sont retrouvées dans les racines sensitives des nerfs craniens V, VIIL, IX et X
mais pas dans les nerfs cranien I, Il et VIII (Duchen and Strich, 1964). La densité en fibres
nerveuses provenant de la peau, des corpuscules pileux, des moustaches, des dents, des
ongles et des articulations, est considérablement réduite chez les souris df (Duchen and
Strich, 1964). Les corpuscules de Pacini, qui sont normalement innervés par une fibre
nerveuse unique, sont dépourvus d'innervation chez les souris dt (Duchen and Strich,
1964). Les fuseaux musculaires sont réduits en nombre et sont atrophiés, méme chez les

plus jeunes souris d¢t (Duchen and Strich, 1964).

Au début du phénotype dt, l'innervation motrice semble normale. Les racines
ventrales de la moelle épiniére contiennent des fibres nerveuses intactes qui sont
normalement myélinisées (Duchen and Strich, 1964). Toutefois, des signes de dénervation

musculaire partielle ont été observés chez des souris df maintenues en vie pour plus d'un



18

mois. Ces signes étaient accompagnés par la mise en évidence de fibres nerveuses motrices
innervant plusieurs fibres musculaires, contrairement 4 la situation normale ou une fibre
motrice unique innerve une seule fibre musculaire (Duchen and Strich, 1964). Ce
phénomene de branchement multiple des fibres nerveuses motrices est observé dans les cas
de dénervation partielle et a ét€ interprété comme une réinnervation par les fibres nerveuses
survivantes (Duchen and Strich, 1964). Le syst®me nerveux sympathique, composé de
neurones moteurs localisés en dehors de systéme nerveux central, est également épargné
par la neurodégénérescence (Duchen and Strich, 1964). Malgré la présence de quelques
gonflements axonaux dans la couche de cellules granulaires du cervelet ainsi que dans le
cortex cérébral, aucune malformation n'a été identifiée dans le cerveau des souris dt
(Duchen and Strich, 1964). Toutes ces observations suggérent que le phénotype d affecte
de fagon spécifique les fibres afférentes du systéme nerveux (Duchen and Strich, 1964,
Sotelo and Guenet, 1988). Ces données suggérent que le phénotype d'incoordination des
membres chez les souris df est causé par une perte d'innervation des voies sensitives et des
propriocepteurs tels que les fuseaux musculaires et les corpuscules de Pacini (Duchen and

Strich, 1964).

Des études ultrastructurales ont démontré que la neurodégénérescence des neurones
sensitifs dt est initialement caractérisée par des gonflements axonaux contenant des
organelles, des mitochondries, des corps membranaires denses et des accumulations de
neurofilaments (NFs) (Al-Ali and Al-Zuhar, 1989; Duchen, 1976; Hanker and Peach,
1976; Janota, 1972; Sotelo and Guenet, 1988). Ces anomalies structurales ont également
été observées chez des souris dt dgées de 4 jours (P4) (Janota, 1972), suggérant que la
pathologie serait initiée avant I'apparition du phénotype. Des caractéristiques communes
avec les neurones chromatolytiques ont été observées dans les neurones sensitifs
secondaires de la moelle épiniére ainsi que dans les neurones des ganglions des racines

dorsales des souris dt. Les corps cellulaires de ces neurones contiennent des noyaux
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eccentriques, une fragmentation du réticulum endoplasmique granulaire et une densité
accrue des NFs (Duchen, 1976; Duchen and Strich, 1964; Sotelo and Guenet, 1988). Une
autre étude a démontré qu'il y a une phosphorylation anormale des NFs ainsi qu'une
accumulation de ceux-ci dans 1'espace périkarial et dans la portion proximale des axones
des neurones de 1a moelle épiniére chez les souris dt (Campbell and Peterson, 1992). Cette
étude indique que les propriétés biochimiques des NFs sont modifiées dans les neurones
dt. Il existe une trés bonne corrélation entre la neurodégénérescence et le calibre des axones
ciblés. La dégénérescence axonale est exclusivement observée dans les axones myélinisés
de grand et moyen calibre (Sotelo and Guenet, 1988). Ces axones contiennent une densité

élevée de NFs, ce qui suggére I'implication des NFs dans le développement de la maladie.

11 a été démontré que l'expression d'une protéine de fusion NFH-lacZ chez des
souris transgéniques cause 1'agrégation des NFs dans le corps cellulaire des neurones et
prévient le transport de ceux-ci dans 'axone (Eyer and Peterson, 1994). Cette condition
n'influence pas le développement du syst®me nerveux chez la souris. Afin de déterminer si
les NFs participent 4 la progression du phénotype dt, des souris NFH-lacZ ont éi€ croisées
avec des souris d¢ dans Ie but d'obtenir des souris NFH-lacZ, di/dt. A 1'aide de cette
expérience, il a été démontré que le phénotype dt persiste dans les racines dorsales de ces
souris, mais que son apparition est retardée (Eyer et al., 1998). Ces donnés suggerent que
la présence des NFs dans 1'axone accélere la progression du phénotype chez les souris dt.
Toutefois, 1'expérience réalisée dans cette étude indique que l'absence des NFs dans
l'axone ne suffit pas & empécher le développement de la maladie. Chez les souris NFH-
lacZ, dt/dt, i1 y a une agrégation massive de NFs dans le corps cellulaire, et il est possible
que cette accumulation puisse initier la pathologie dt. Une approche plus directe pour

évaluer le rble joué par les NFs serait de croiser les souris dt avec les souris NFL/-.
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Certaines études suggérent que les cellules de Schwann soient affectées par la
mutation dt. Une démyélinisation autour des gonflements axonaux ainsi que la présence de
débris de myéline dans les cellules de Schwann suggérent qu'il y a un processus de
démyélinisation secondaire 2 la dégénérescence axonale chez les souris dt (Duchen, 1976;
Hanker and Peach, 1976; Janota, 1972). Toutefois, de la démyélinisation a été observée
autour d'axones ne présentant pas de signes de dégénérescence, suggérant alors l'existence
d'un défaut intrinséque aux cellules de Schwann chez les souris dt (Moss, 1981a; Moss,
1981b). Ce défaut de myélinisation a aussi été observé avant l'apparition des gonflements
axonaux, suggérant A ces auteurs que la dégénérescence axonale pourrait &tre causée par
une démyélinisation massive des axones (Moss, 1981b). Lors d'expériences de greffe de
cellules de Schwann df dans des souris hotes normales, Moss a remarqué un défaut de
myélinisation causant des gonflements axonaux aux neurones des souris hotes (Moss,
1981a). Cependant, il a été démontré chez des souris chimeéres dt/dt <> +/+, que la
dégénérescence axonale n'est observée que dans des axones de génotype dt/dt,
indépendamment du génotype des cellules de Schwann (Campbell and Peterson, 1992).
Ces expériences établissent clairement que la neurodégénérescence est causée par un défaut
intrinséque aux neurones dt. 11 est également possible que les cellules de Schwann soient
affectées par la mutation df, mais la participation d'un défaut de myélinisation dans le

processus de dégénérescence axonale reste incertaine a ce stade.

Ces observations permettent de spéculer sur la fonction possible du géne muté chez
les souris dt. Plusieurs auteurs ont noté que le développement du systéme nerveux semble
se faire de facon normale jusqu'a la naissance (Duchen, 1976; Duchen and Strich, 1964,
Janota, 1972). Les neurones qui dégénérent chez les souris dt sont tous liés 2 la partie
sensitive du systéme nerveux. Ces données suggérent que le géne muté chez les souris dt
est responsable de la survie des neurones sensitifs. Il est possible que ce geéne soit impliqué

dans le transport axonal, car le processus de dégénérescence semble étre initié dans
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l'axone, par 'accumulation d'organelles et de NFs dans des gonflements (Al-Ali and Al-
Zuhar, 1989; Hanker and Peach, 1976; Janota, 1972). Ces gonflements axonaux étant
observés avant I'apparition du phénotype chez les souris dt, il est vraisemblable que ce
phénomeéne puisse initier la mort de 'axone par une interruption du transport axonal (Al-Ali
and Al-Zuhar, 1989; Hanker and Peach, 1976; Janota, 1972). Toutefois, la fonction du
produit du géne dt n'étant pas connue, I'étiologie de ces phénomenes histopathologiques

demeure incertaine.
2.0 Identification du gene dystonine

La lignée de souris transgénique Tg4, contient de 15 & 20 copies d'un transgéne
hsp68-lacZ intégrées en un seul concatémere, dans une orientation t€te i queue (Kothary et
al., 1988). Le transgéne hsp68-lacZ était spécifiquement exprimé dans le systéme nerveux
durant le développement embryonnaire. Lorsque des hémizygotes Tg4/+ ont été croisés
ensemble, les homozygotes de la génération suivante ont commencé a montrer des signes
d'incoordination des membres. Les souris affectées ont progressivement perdu la
coordination de leurs membres et sont mortes avant la maturité sexuelle (Kothary et al.,
1988). Ce phénotype était trés similaire a celui des souris df (Duchen, 1976; Duchen and
Strich, 1964). Une expérience de complémentation, effectuée avec des hétérozygotes dt et
des hémizygotes Tg4/-, a confirmé que le mutant insertionel Tg4 et dt sont alleéliques

(Kothary et al., 1988).

Les souris dt784 ont permis le clonage positionel du géne dt. Les séquences
flanquantes & 1'intégration du transgéne ont €t€ clonées et ont servi de sondes pour le
clonage, par marche chromosomique, de 75 kb d'ADN génomique au locus dt. Plusieurs
sondes 3 l'intérieur de cette région ont été utilisées pour caractériser l'insertion du transgeéne
chez les souris dt784. Une délétion de 45 kb d'ADN génomique est le seul réarrangement

qui ait été identifié suite & I'insertion du transgéne hsp68-lacZ chez les souris drT&€4 (Brown
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et al., 1994a). Le site d'intégration du transgéne a été cartographié sur la partie proximale
du chromosome 1 de la souris, 4 proximité du géne Bpagl. Cette région du chromosome 1
de la souris est synténique avec les région 6p11-12 et 2q chez I'humain (Brown et al,
1994a). Au locus dt de la souris, un fragment d'ADN génomique conservé chez plusieurs
espices a servi de sonde pour le clonage du locus DT humain. Le locus DT a €té localisé au
chromosome 6pl12, qui est également la localisation chromosomique du géne BPAGI
humain (Brown et al., 1994b; Sawamura et al., 1990). Toutefois, aucune maladie

neurodégénérative n'a été cartographiée a la localisation 6p12.

Au locus dt de souris, des fragments d'ADN génomique philogéniquement
conservés ont été identifiés. Un de ces fragments contenait un exon candidat de 90 pb, tel
qu'identifié par le programme d'analyse de séquence GRAIL (Brown et al., 1995a). Cette
séciuence de 90 pb avait la propriété de protéger de ' ARNm extrait de cerveau et de moelle
épiniere dans des analyses de protection contre la ribonucléase (Brown et al., 1995a). Cette
séquence permettait également la détection d'un ARNm dans les ganglions des racines
dorsales de 1a moelle épiniére, tel que détecté par hybridation in situ (Brown et al., 1995a).
La séquence de cet exon candidat a été utilisée dans une procédure de RT-PCR, nommée
RACE, afin d'amplifier un ADN-c contenant cet exon candidat. De plus grands fragments
d'ADN-c ont ainsi été obtenus et ont servi de sondes pour le criblage de banques d'’ADN-c
fabriquées  partir du cerveau et de la moelle épiniére. Deux transcrits ont €€ identifiés dans
le systéme nerveux de la souris (Brown et al., 1995a). Ce géne candidat, contenant des
séduences faisant partie de la délétion d'ADN génomique des souris drT84, fut nommé

dystonine (Dst).

Les deux transcrits du géne Dst différent A leurs extrémité 5', par la présence de
deux exons (A et A') qui sont alternativement exprimés dans le systéme nerveux (Figure

2). Ces exons sont contenus dans la région délétée chez les souris dtT84. A l'exception de
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ces deux exons alternatifs, le reste de la séquence de ces deux transcrits de 15 kb est
identique. Un isoforme de Dst, caractérisé par un transcrit de ~18 kb, est exprimé dans le
muscle cardiaque (Bernier et al., 1995; Bernier et al., 1996). Des recherches informatisées
ont été effectuées dans des banques de données (BLAST), en utilisant la séquence
polypeptidique codée par 'ADN-c. Ces recherches ont permis 1'identification d'une tres
grande homologie entre la région N-terminale de la protéine dystonine et le domaine de
liaison & l'actine (ABD) d'un trés grand nombre de protéines, telles que la dystrophine, la
spectrine B et I'actinine o (Brown et al., 1995a). De ces analyses, il a aussi €t€ démontré
que la portion C-terminale de la dystonine est quasiment identique avec la séquence de la
protéine humaine BPAG1, commengant précisément & partir de l'exon 2 de BPAGI
(Brown et al., 1995a). Les génes BPAGI et Dst sont cartographiés 4 la méme localisation
chromosomique chez I'humain et la souris. Ainsi, en plus d'étre liés génétiquement, les

géne Dst et BPAGI font partie du méme domaine transcriptionel.

Bpagl est un autoantigéne associé a la pemphigoide bulleuse, une dermatose
bulleuse acquise chronique caractérisée par une séparation sous-épidermique de la jonction
dermo-épidermique (Mueller et al., 1989; Peyron et al., 1995; Stanley et al., 1981). Ces
autoanticorps ciblant Bpagl ont servi au clonage de 'ADN-c codant pour cette protéine
(Sawamura et al., 1991; Sawamura et al., 1990; Stanley et al., 1988). La séquence dela
protéine Bpagl est contenue dans un transcrit épithélial de 9 kb qui ne contient pas I'ABD
présent dans la dystonine. Bpagl a été localisé sur le disque interne des hémidesmosomes
des kératinocytes basaux (Mutasim et al., 1985; Westgate et al., 1985). Ces jonctions ont
pour fonction d'ancrer les cellules de la couche squameuse de I'épiderme sur la matrice
extracellulaire située i la frontiére entre le derme et I'épiderme. Bpagl fait partie d'une
famille de protéines s'associant aux Fls. Cette famille de protéine comprend la plectine,
desmoplakine, envoplakine, plakoglobine et IFAP300 (Green et al., 1992; Ruhrberg et al.,
1996; Skalli et al., 1994; Stappenbeck et al., 1993; Wiche et al., 1993). Ces protéines
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partagent, en leur extrémité C-terminale, une séquence répétée qui semble étre responsable
de I'association aux Fls (Green et al., 1992). Le domaine C-terminal de la plectine peut
s'associer in vivo avec les FIs de cellules épithéliales (Wiche et al., 1993). Toutes ces
données suggérent que Bpagl participe & I'ancrage des filaments de kératine dans les
hémidesmosomes. L'ablation génétique du géne Bpagl chez la souris résulte en une perte
d'intégrité des cellules épithéliales, causée par la dissociation des filaments de kératine des
hémidesmosomes (Guo et al., 1995). En plus d'étre atteintes d'un affaiblissement des
cellules épithéliales, ces souris sont affectées dun syndrome neurologique identique a
dystonia musculorum (Guo et al., 1995). Un test de complémentation entre les souris

Bpagl -/~ et dt a démontré que ces deux mutations sont alleliques (Guo et al., 1995).

Le géne Dst est altéré chez des mutants spontanés dt. Des analyses de protection
contre la ribonucléase ont révélé une réduction de 3 fois des niveaux d'’ARNm des deux
isoformes Dst dans le systéme nerveux des souris dr24J (Bernier et al., 1995). Des
analyses par buvardage Northern ont permis la détection d'une bande supplémentaire de
taille inférieure 4 celle de 15 kb chez les souris d24/ (Bernier et al., 1995; Brown et al,,
19952). D" autres analyses par buvardage Northern ont également démontré une réduction
significative des niveaux dARNm de Dst dans le systéme nerveux des souris de7J (Figure
2, chapitre 2). Les souris dtAlb ont subi une délétion de tout le géne Bpagl et
conséquemment, I'ARNm de Dst n'est pas détecté dans le systeme nerveux de ces souris
en utilisant une sonde d'’ADN-c correspondant 2 ces séquences délétées (Brown et al.,
19952). Ces analyses démontrent clairement que Dst est altéré chez quatre lignées de souris
dt (dtT84, dre4J L dr27J ,a’tAlb), et ce au niveau de l‘ARNm ainsi que de I'ADN génomique

codant pour ces transcrits.

Malgré I'apparition postnatale du phénotype df, le géne Dst est exprimé dans 1g
systdme nerveux durant le développement embryonnaire (Bernier et al., 1995; Dowling et

al., 1997). Durant l'embryogenése, l'expression de Dst prédomine dans les neurones étant
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le plus affectés par la neurodégénéresence, soit ceux des ganglions des racines dorsales de
la moelle épiniére ainsi que ceux des ganglions criniens (Bernier et al., 1995). Ces
observations suggerent que la neurodégénérescence postnatale est le résultat d'un processus
progressif commengant durant 'embryogenése. Des niveaux d'expression semblables
d'ARNm de Dst sont observés entre les neurones moteurs et les neurones sensitifs,
quoique le processus dégénératif affecte de fagon sélective les neurones de la partie
sensitive du systéme nerveux (Bernier et al., 1995). Ces observations permettent d'exclure
I'hypothése selon laquelle 1a vulnérabilité sélective face au processus dégénératif est due a
une expression exclusive de Dst dans les neurones sensitifs. Dst est exprimé a des niveaux
semblables parmi tous les neurones des ganglions spinaux et criniens, n'expliquant pas la
nature sélective de la dégénérescence des neurones avec des axones a grand calibre (Bernier
et al., 1995). Il est possible que le processus dégénératif affecte sélectivement les neurones
possédant un trés grand volume axoplasmique, tel que ceux avec des axones a gros calibre.
Le stress cellulaire serait, selon ce modéle, plus important dans les neurones possédant un
trés grand volume axoplasmique. Il est intéressant de noter que les neurones du ganglion
du nerf crinien 8 expriment Dst mais ne montrent pas de signes de dégénérescence (Bernier
et al., 1995). Cependant, le nerf crinien 8 est trés court, et possede donc un volume

axoplasmique réduit (Wilson-Pauwels et al., 1988).

La séquence primaire de la dystonine prédit une protéine rigide de trés grande taille
qui pourrait tre un pont entre différents éléments du cytosquelette, soit a priori, entre les
microfilaments (MFs) d'actine et les FIs (Brown et al., 1995a). Les études
histopathologiques effectuées chez les souris dt pointent vers une perturbation des NFs
dans T'axone. Dst est exprimé, au niveau de I'ARNm, dans plusieurs types de neurones,
qu'il soit ou non affectés par la neurodégénérescence. Il existe néanmoins une trés bonne
corrélation, et ce au niveau des neurones sensitifs, entre la présence de la

neurodégénérescence et 1'abondance des NFs dans 1'axone durant le développement
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neuronal. Ces observations permettent de suggérer que la dystonine est une protéine
associée au cytosquelette qui participerait & I'élaboration du cytosquelette neuronal, ou qui
pourrait tout au moins, contribuer a son maintien. La perte de fonction d'une protéine
comme la dystonine pourrait résulter en une désorganisation du cytosquelette axonal, et de

ce fait, perturber la survie du neurone.
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Figure 2: Schéma représentant la structure des protéines Bpagl et dystonine.ABD,
domaine de liaison 2 l'actine; IFAD, domaine s'associant aux filaments intermédiaires; A et
A', domaines codés par les exons alternatifs qui sont délétés chez les souris diTg4. 1a
position relative des épitopes des anticorps caractérisés dans ce travail, gpAC1 et de 10C5,
est indiquée sur le schéma. Les lignes pointillées, sur le schéma de la dystonine des
muscles, représentent des séquences inconnues.
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3.0 Cytosquelette

Le cytosquelette est composé de protéines polymérisées formant des filaments.
Trois classes de filaments, chacune caractérisée par des protéines distinctes et par un
diamétre défini, ont été décrites dans la cellule: les MFs avec un diametre de 5-7 nm, les
filaments intermédiaires (FIs) avec un diamétre de 10 nm et les microtubules (MTs) avec un

diameétre de 25 nm (Wolfe, 1993).

Le cytosquelette constitue la base solide de tous les types cellulaires.
L'emplacement du noyau, du réticulum endoplasmique, des organelles, et des membranes
dépend de l'association de ces structures avec le cytosquelette (Wolfe, 1993). A cause de
cette association avec les différentes composantes de la cellule, le cytosquelette est
également directement impliqué dans une trés grande variété de processus cellulaires tel que
la division cellulaire, la sécrétion, I'endocytose, le transport intracellulaire d'organelles et la
motilité cellulaire (Wolfe, 1993). Le cytosquelette procurerait également une protection a la

cellule face A des stress physiques de 1'environnement (Wolfe, 1993).
3.1 Microtubules

Les MTs sont essentiellement assemblés a partir d'une protéine nommée tubuline. 11

existe deux types de tubuline, soit la tubuline o et f§, qui s'associent sous forme
d'hétérodimére (Wolfe, 1993). Les hétérodiméres afl peuvent s'assembler en
protofilaments formant un feuillet cylindrique qu'on nomme un MT. Dans la cellule, il
existe un équilibre entre les MTs assemblés et une réserve d'hétérodiméres de tubuline
soluble, ce qui permet & la cellule d'assembler et de désassembler les MTs a différentes

étapes du cycle cellulaire (Wolfe, 1993).



29

3.1.1 Assemblage des microtubules

Les MTs sont généralement assemblés & partir d'un centre organisateur des MTs
(COMT) qui porte le nom de centrosome dans les cellules de mammiferes. Les centrosomes
sont normalement localisés en périphérie du noyau et sont responsables de 1'organisation
des MTs dans les cellules animales durant et aprés la division cellulaire (Ault and Rieder,
1994; Joshi, 1994). Le COMT contient un autre type de tubuline, la tubuline ¥, qui servirait
de centre de nucléation et qui favoriserait la polymérisation des hétérodimeres de tubuline
off, (Moritz et al., 1995; Shu and Joshi, 1995). Les MTs sont des filaments polaires, car
une des extrémités des MTs posséde la propriété d'assembler et de désassembler les
hétérodiméres de tubuline 3 une vitesse beaucoup plus grande que l'autre extrémité
(Kirschner, 1980). Cette extrémité ot il y a un assemblage et un désassemblage rapide est
appelée l'extrémité + alors que l'autre extrémité est appelée l'extrémité -. Les MTs sont
assemblés avec leur extrémité - associée au COMT alors que 1'extrémité + est orientée vers

l'extérieur.

Deux facteurs importants contrblent 1'€quilibre entre les hétérodiméres de tubuline et
les MTs: la concentration de CaZ* et les protéines associées au MTs (microtubule
associated protein ou MAP). De trés faibles concentrations de Ca2+ pousse 'équilibre vers
l'assemblage des MTs (Schliwa, 1976; Weisenberg, 1972). Ce systeme de régulation
rapide par le Ca2+ procure 2 la cellule une fagon trés rapide de controler 1'assemblage des

MTs.
3.1.2 Protéines associées aux microtubules (MAPs)

Les MAPs contribuent 2 stabiliser les MTs en s'associant aux hétérodiméeres de
tubuline. Lorsqu'intégrés aux MTs, les MAPs stabilisent les MTs et empéchent leur

désassemblage (Bulinski and Borisy, 1980; Sloboda et al., 1976). Il existe plusieurs MAPs
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qui sont soit ubiquitaires ou soit exprimées spécifiquement dans certains tissus. Par
exemple, la protéine MAP4 est présent dans plusieurs types cellulaires chez les
mammiféres. Cependant, d'autres MAPs comme tau et MAP2, sont présents dans le
systéme nerveux seulement (Mandelkow and Mandelkow, 1995). L'activité des MAPs est
contrdlée par la phosphorylation de ceux-ci. L'ajout de groupements phosphate sur les
MAPs contribue i diminuer leur action stabilisante envers les MTs (Jameson and Caplow,

1981).

Les MAPs ont été considérablement étudiés dans les neurones. MAP1A et MAP1B
sont localisés dans tous les compartiments cellulaires des neurones, soit le corps cellulaire,
les dendrites et l'axone (Hirokawa, 1994). Par contre, MAP2A et 2B ne sont localisés que
dans les dendrites (Kosik and Finch, 1987), alors que tau est spécifiquement localisé dans
I'axone (Binder et al., 1985; Kosik and Finch, 1987). Durant la différenciation neuronale,
MAP1B et MAP2C, considérés comme les MAPs juvéniles, sont exprimés trés tdt lors de
l'induction neuronale. Ces MAPs sont par la suite remplacés par les MAPs adultes, soit

MAPI1A et MAP2A/B (Tanaka et al., 1992).

3.1.3 Organisation des microtubules

Dans la plupart des types cellulaires, les MTs sont associés au COMT a la
périphérie cellulaire (Joshi, 1994). Toutefois, les MTs des neurones sont trés abondants
dans 1'axone et les dendrites, des compartiments qui sont trés éloignés des COMTs du
corps cellulaire. Dans les neurones, les COMTs ne sont pas présents dans 'axone et les
dendrites (Lyser, 1968), suggérant que les MTs doivent étre transportés dans I'axone et les
dendrites. Les MTs de l'axone sont organisés en faisceaux paralleéles au grand axe de
I'axone, et sont orientés avec leur extrémité + vers les synapses (Heidemann et al., 1981).
Dans les dendrites, les MTs sont aussi organisés en faisceaux mais l'orientation polarisée

des MTs n'est pas constante (Hirokawa, 1994). Des fibroblastes transfectés avec les ADN-
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¢ codant pour tau et MAP2 contiennent des MTs arrangés en faisceaux, comme ceux des
neurones (Lee and Rook, 1992; Weisshaar et al., 1992). Lorsque des cellules Sf9 sont
infectées avec un bacculovirus recombinant surexprimant les protéines tau ou MAP2, ces
cellules aquirent des filopodes multiples contenant des MTs organisés en faisceaux (Baas
et al., 1991; Chen et al., 1992). A l'intérieur de ces filopodes, 'espacement entre les MTs
varie selon la protéine exprimée. Ces expériences suggérent que l'espacement
caractéristique entre les MTs de l'axone et des dendrites est en partie dii a la protéine MAP
exprimée dans ces compartiments neuronaux. Ces observations suggérent que

l'organisation des MTs, induite par les MAPs, contribue a la morphologie neuronale.
3.1.4 Role des microtubules dans le transport intracellulaire

Les MTs étant des filaments polaires, ils peuvent servir de route de transport & des
molécules motrices se déplagant spécifiquement vers l'extrémité + ou - de ces filaments.
Ces molécules motrices sont connues sous le nom de kinésine (déplacement vers
l'extrémité +) et dynéine (vers l'extrémité -). Dans I'axone des neurones, la kinésine et la
dynéine permettent le transport antérograde et rétrograde d'organelles (Amaratunga et al.,
1993; Ferreira et al., 1992; Gilbert and Sloboda, 1989; Schnapp and Reese, 1989). La
polarité des MTs est aussi tres importahte dans le cas de la division cellulaire. Les
chromosomes nouvellement dupliqués sont séparés et transportés vers les centrioles situés
aux deux poles de la cellules en mitose, en utilisant le fuseau mitotique béti a partir des MTs
(Ault and Rieder, 1994). Les MTs sont également importants dans le trafic d'organelles
comme le réticulum endoplasmique, le Golgi, les endosomes et les lysosomes (Cole and

Lippincott-Schwartz, 1995).

Le réseau de MTs servirait durant le développement embryonnaire. Les MTs
pourraient spécifier la polarité de I'embryon en servant de route pour la localisation

spécifique d'ARNm. Ce systéme permettrait & certaines protéines d'€tre localisées de fagon
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asymétrique dans I'embryon. Le transcrit de Xcat-2 est relocalisé a différents endroits
durant 1a maturation l'oocyte de Xenopus et ce, via le résean de MTs (Zhou and King,
1996). Durant le développement de la drosophile, la localisation spécifique de transcrits
(ex. nanos) vers un pdle particulier de l'embryon semble dépendre des MTs (Micklem,

1995).

3.2 Filaments intermédiaires

Les filaments intermédiaires (FIs) sont appelés ainsi & cause de leur diamétre
intermédiaire en comparaison avec l'actine F et les MTs. Les protéines qui sont assemblées
en FIs ont une distribution tissulaire qui leur est spécifique (tableau 1).

Tableau 1: Les différentes sous-unités composant les filaments intermédiaires et leur
expression selon le type cellulaire (Lazarides, 1980; Wolfe, 1993)

Sous-unité des filaments intermédiaires Spécificité cellulaire

kératines (cytokératines de types et II) cellules épithéliales

vimentine cellules d'origine mésenchymateuse
desmine muscle cardiaque, lisse et squelettique
protéine fibrillaire gliale acide (GFAP) cellules gliales

neurofilaments (NFL, NFM, NFH) neurones

larfﬁnes (A, B,O) le noyau de toutes les cellules eucaryotes

3.2.1 Assemblage des filaments intermédiaires

Les séquences des différentes sous-unités des FIs révélent que ces protéines
possédent plusieurs caractéristiques communes. Toutes ces protéines possédent un

domaine central composé de 4 segments d'hélices o (Heins and Aebi, 1994). 1l existe une
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trés grande homologie a I'intérieur de cette famille de protéines, au niveau du domaine
central. Aux extrémités de cette région centrale existent deux domaines globulaires dont la

séquence et la longueur varient parmi les sous-unités des Fls (Heins and Aebi, 1994).

Certaines sous-unités des FIs, tel la vimentine et la desmine, peuvent €tre
assemblées sous forme d’homopolymeéres (Steinert et al., 1981). D'autres sous-unités, les
cytokératines I et II et les NFs, sont des hétéropolymeéres obligatoires (Eichner et al., 1986;
Lee et al., 1993). Les sous-unités des FIs ont la propriété de s'assembler spontanément in
vitro et in vivo (Heins and Aebi, 1994). Par exemple, les cytokératine I et II forment un
hétérodimeére paralléle en hélices torsadées. Par la suite, deux hétérodiméres s'associent de
fagon antiparallele en un tétramére (Heins and Aebi, 1994). Les tétrameéres sont ensuite
alignés bout A bout pour former de longs filaments nommés les protofilaments (Heins and
Aebi, 1994). Les extrémités globulaires serviraient & controler 1'assemblage des Fls
(Herrmann et al., 1992; Hofmann and Herrmann, 1992; McCormick et al., 1993). Par
exemple, les lamines sont phosphorylées a l'extrémité N-terminale juste avant leur
désassemblage de l'enveloppe nucléaire durant la division cellulaire (Chou et al., 1996;
Moir and Goldman, 1993). Les lamines perdent leurs groupements phosphate a la fin de la
division cellulaire lorsqu'elles sont réassemblées (Chou et al., 1996; Moir and Goldman,

1993).
3.2.2 Organisation des filaments intermédiares

Dans plusieurs types cellulaires, les FIs sont distribués en un réseau contenu dans
le cytoplasme et concentré autour du noyau (Lazarides, 1980). Ce réseau est composé de
filaments courbés et enchevétrés, qui sont parfois regroupés en faisceaux. Dans les cellules
possédant des desmosomes (jonction intercellulaire) ou des hémidesmosome (jonction
cellule-matrice extracellulaire), on peut observer des FIs ancrés dans ces jonctions

(Lazarides, 1980). Certains types cellulaires, tels les neurones et les muscles, posseédent
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une morphologie cellulaire particuliere. Les FIs de ces cellules ont également une
organisation particuliére. Dans les neurones, les NFs sont présents dans le corps cellulaire,
les dendrites et I'axone (Hirokawa et al., 1984). L'axone est le compartiment du neurone
ou l'on retrouve une trés grande densité de neurorilaments, soit 10 fois plus que le nombre
de MTs. La distribution des sous-unités NFH et NFM varie entre I'axone et les dendrites.
Le rapport NFH/NFM est plus grand dans 1'axone que dans les dendrites (Hirokawa et al.,
1984). Les NFs sont orientés de facon parallegle au grand axe de l'axone avec un
espacement égal entre chacun des filaments (Hirokawa et al., 1984). De petites extensions
pefpendiculaires sont observées tout le long des NFs. Ces extensions sont composées de la
portion C-terminale des polypeptides NFM et NFH (Hirokawa et al., 1984). Ces domaines
de NFM/NFH sont amplement phosphorylés dans I'axone (Julien and Mushynski, 1983;
Julien and Mushynski, 1982; Pant et al., 1978; Shecket and Lasek, 1982). Le niveau de
phosphorylation de NFH serait responsable de l'espacement entre les NFs et par
conséquence du calibre axonal (de Waegh et al., 1992). Dans les muscles squelettiques, les
filaments de desmine sont en association avec la périphérie des disques Z des myofibrilles
ot ils forment un réseau perpendiculaire au grand axe de la fibre musculaire (Lazarides,
1980). Dans le muscle lisse et cardiaque, les filaments de desmine sont respectivement
associés avec les plaques cytoplasmiques et les disques intercalaires, des structures
équivalentes aux disques Z dans ces types de muscles (Lazarides, 1980; Tokuyasu et al.,

1983a; Wolfe, 1993).

La composition des FIs dans les neurones et les muscles change au cours du

développement. Dans les neurones embryonnaires, l'internexine o est exprimée avec NFL

et NFM (Fliegner et al., 1990; Julien et al., 1986; Kaplan et al., 1990). A 1a naissance,

l'expression l'internexine o diminue alors que celle des trois sous-unités des NEs
augmente (Fliegner et al., 1990; Julien et al., 1986; Kaplan et al., 1990). Dans le muscle

squelettique, la nestine et la vimentine sont les principales sous-unités des FIs des
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myoblastes (Gard and Lazarides, 1980; Kachinsky et al., 1994). Lors de la fusion des
myoblastes en myotubes, la desmine devient alors la plus abondante sous-unité des Fls

(Gard and Lazarides, 1980).

3.2.3 Les FlIs ne sont pas essentiels a l'établissement de la morphologie

cellulaire

Quoique les FIs forment un réseau occupant tout le cytoplasme, il ne sont pas
essentiels & 1'établissement de la morphologie cellulaire. Par exemple, I'injection de
fibroblastes avec un anticorps anti-vimentine provoque 1'affaissement du réseau de FIs vers
la périphérie nucléaire. Cependant, cette perte des FIs n'affecte en rien 1'organisation des
MFs, des MTs, et la morphologie cellulaire (Lin and Feramisco, 1981). Les FIs ne sont
également pas essentiels & la différenciation de myoblastes en myotubes contractiles. La
transfection d'un géne recombinant codant pour une protéine de desmine tronquée
prdvoque I'affaissement du réseau de FIs dans les myoblastes (Schultheiss et al., 1991).
Ces myoblastes sont toutefois capables de fusionner en myotubes et de former des
myofibrilles (Schultheiss et al., 1991). Une mutation du géne NFL chez la caille empéche
la formation du réseau de NFs, sans empécher le développement neuronal (Mizutani et al.,
1992; Yamasaki et al., 1992; Yamasaki et al., 1991). Cette observation a également été faite
chez les souris transgéniques NFH-lacZ, dont les neurones sont exempts de NFs dans

l'axone (Eyer and Peterson, 1994).
3.2.4 Les FIs participent au maintien de l'intégrité cellulaire

Des mutations ponctuelles dans le géne kératine 14 peuvent causer l'agrégation et
I'affaissement du réseau de kératine dans des cultures cellulaires de kératinocytes
(Coulombe et al., 1991) ainsi que dans 1'épiderme de souris transgénique (Vassar et al.,

1991). Ces souris transgéniques sont affectées de symptdmes observés dans une maladie
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humaine appelée 1'épidermose bulleuse simplex. La moindre pression mécanique sur la
peau de ces souris, par exemple 1'allaitement, cause le déchirement de 1a peau. Des analyses
microscopiques ont démontré la présence de 1ésions au niveau des cellules de la couche
basale de I'épiderme. De facon analogue, des fibroblastes obtenus de souris ayant subi
l'ablation génétique du géne vimentine sont plus fragiles face a des stress mécaniques
induits en culture cellulaire (Goldman et al., 1996). Toutes ces observations suggeérent que
les FIs ne seraient pas essenticls durant le développement et la différenciation, mais qu'ils

participeraient au maintien de l'intégrité cellulaire.
3.3 Les microfilaments (MFs)

Les MFs sont assemblés 4 partir d'une protéine soluble qu'on nomme l'actine.
L'actine soluble disponible dans la cellule est nommée l'actine G alors que l'actine
assemblée en filaments est nommée 1'actine F ou MFs. Chez les mammiferes, il existe
plusieurs isotypes d'actine G: toutes les cellules possédent 1'actine f et y et les muscles
possédent en plus l'actine o (Wolfe, 1993). L'actine 0. est une constituante des
myofibrilles et sert, en association avec la myosine, a la contraction musculaire (Wolfe,
1993). 1l existe un type spécialisé d'actine o selon le type de muscle: 1'actine o, 1'actine

Osm et l'actine oigk sont respectivement présentes dans le muscle cardiaque, lisse et

sqﬁelettique (Wolfe, 1993).
3.3.1 Assemblage des filaments d'actine

Il existe un équilibre entre l'actine G et l'actine F qui peut étre influencé par
plusieurs paramétres, dont la concentration en Mg2+ et en ATP, et la présence de protéines
liant 1'actine (ABP). L'actine G est assemblée en deux chaines linéaires superenroulées
formant des filaments de longueurs variables. Ces filaments possédent une polarité

biochimique relative a la vitesse d'assemblage et de désassemblage & chacune des
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extrémités du filament (Kirschner, 1980). Relativement aux concentrations d'actine G, la
vitesse d'assemblage et de désassemblage & l'extrémité + est beaucoup plus grande que
celle A l'extrémité - (Kirschner, 1980). Les conditions cellulaires balancent I'équilibre vers
l'assemblage en actine F (Wolfe, 1993). Contrairement a la situation des MTs, ou les
MAPs balancent 1'équilibre vers la polymérisation de la tubuline, les ABPs conirebalancent
I'équilibre envers l'actine G. Une des stratégies utilisées pour empécher I'assemblage
d'actine F est de lier I'actine G 4 une ABP, bloquant ainsi sa disponibilit€ dans la cellule.
La plus connue de ces ABPs liant I'actine G est la profiline (Carlsson et al., 1977; Markey
et al., 1978). D'autres ABPs maintiennent 1'équilibre vers I'actine G en se liant aux
extrémités des filaments, particuliérement & 1'extrémité +, dans le but d'empé€cher 'addition
de monomere d'actine G. Ces ABPs sont appelées les protéines de coiffage et une de
celles-ci est la fragmine (Hasegawa et al., 1980; Sugino and Hatano, 1982). D'autre ABPs
telle que la villine et la gelsoline, appelées les protéines de fragmentation, coupent et
coiffent les longs filaments d'actine (Bretscher and Weber, 1979; Craig and Powell, 1980;
Yil_1 and Stossel, 1979; Yin et al., 1980). Ces fractures introduites dans l'actine F

permettent de réguler la longueurs des filaments et de désassembler rapidement le réseau.
3.3.2 Localisation des microfilaments

Les MFs sont localisés dans plusieurs compartiments cellulaires ot il sont parfois
organisés en un réseau de filaments enchevétrés ou en faisceaux qu'on appellent fibres de
tension. Plusieurs ABPs sont responsable de la localisation et de I'organisation spécifique

des MFs dans la cellule.

Dans plusieurs types cellulaires, l'espace en dessous de la membrane plasmique, le
cortex cellulaire, est plus rigide que les régions plus interne du cytoplasme. La rigidité du
cortex cellulaire dépend de la présence de MFs réticulés par des ABPs, telle la filamine et la

cortexiline (Faix et al., 1996; Mimura and Asano, 1979; Wang and Singer, 1977). Certains
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processus cellulaires, comme la sécrétion, nécessitent le démantelement de ce réseau de
MFs cortical. Les protéines de fragmentation gelsoline et scindhérine sont activées lors des
processus de sécrétion et d'exocytose, permettant le démantélement du réseau d'actine

cortical (Borovikov et al., 1995; Zhang et al., 1996).

Afin de maintenir en place la membrane plasmique, certaines cellules sont liées a la
matrice extracellulaire par des récepteurs transmembranaires. Un de ces récepteurs, celui de
la fibronectine, lie la fibronectine qui est associée au collagéne de la matrice extracellulaire.
A l'intérieur de la cellule, la partie cytoplasmique de ce récepteur est associée & un complexe
de protéines comprenant la taline, la vinculine et l'actinine o (Chen et al., 1985).
L'actinine o est une ABP qui ancre les MFs dans ces jonctions liant la matrice
extracellulaire (Chen et al., 1985). Ces jonctions transxﬁiambranaires contribuent a stabiliser

la membrane plasmique et & maintenir en position les cellules dans le tissus.

Dans plusieurs types cellulaires, 1'actine est impliquée dans la production d'un
mouvement. Un des meilleurs exemples est la contraction générée par l'association de
l'actine et de la myosine dans les myofibrilles des fibres musculaires (Wolfe, 1993). La
myosine est une molécule motrice se déplagant sur l'actine-F des myofibrilles (Wolfe,
1993). Ce déplacement de la myosine sur 1'actine crée un mouvement contractile de la fibre
musculaire. Dans 1'axone des neurones, l'actine-F sert également de route de transport aux
mitochondries. Des études, dans lesquelles les MFs ont été sélectivement dépolymérisés a
l'aide de la cytochalasine b, ont démontré la participation de I'actine F dans le transport
rétrograde des mitochondries axonales (Morris and Hollenbeck, 1995). Chez les souris
dilute, le réticulum endoplasmique lisse (SER) des cellules de Purkinje n'est pas transporté
dans les dendrites (Takagishi et al., 1996). Le géne affecté chez ces souris code pour une

myosine qui participerait au transport du SER sur 'actine F (Mercer et al., 1991).
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3.4 Protéines pouvant lier les différents éléments du cytosquelette

3.4.1 Ponts fibreux entre les trois €léments du cytosquelette

Au début des années 1980, les premigres études sur le cytosquelette ont démontré la
présence de structures ou de ponts fibreux entre les différents éléments du cytosquelette
(Wolosewick and Porter, 1979). Ces ponts fibreux forment un réseau, appelé le réseau
microtrabéculaire, qui occupe tout le cytoplasme et dans lequel on retrouve les organelles de
la cellule (Ellisman and Porter, 1980; Wolosewick and Porter, 1979). Des préparations de
cytosquelette obtenues 4 1'aide de la technique de cryodécapage ont permis de caractériser la
composition et l'organisation spatiale du cytosquelette. Les MFs, les filaments
intermédiaires et les MTs forment des contacts entre eux, et ce & plusieurs endroits. Des
ponts fibreux, observés & ces jonctions, seraient responsables d'une certaine cohésion entre

les éléments du cytosquelette (Heuser and Kirschner, 1980; Hirokawa, 1982).

Des études d'immunolocalisation effectuées 4 1'aide de la microscopie €lectronique
ont permis l'identification de certains éléments formant le réseau microtrabéculaire. Les
protéines MAP1 et 2 sont des protéines fibreuses formant des ponts entre les MTs
(Hirokawa et al., 1985). La sous-unité¢ NFH des NFs est la principale protéine fibreuse
faisant des ponts entre les NFs (Hirokawa et al., 1984). Des évidences biochimiques
suggerent également que des protéines associées 4 un élément du cytosquelette puissent
aussi se lier 4 d'autres éléments. Un exemple est la protéine tau, qui en plus de faire partie
de 1a famille des MAPs peut également lier 1'actine. La protéine MAP2 s'associe avec les

trois éléments du cytosquelette (Bloom and Vallee, 1983).
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3.4.2 Modéele de tensigrité

Une cohésion du cytosquelette est observée dans des expériences ou 'on mesure la
tension et l'intégrité d'une cellule. Des expériences ou 1'on applique une force de torsion
sur le cytosquelette révélent que la cellule offre une résistance proportionnelle & 1a force
appliquée (Wang et al., 1993). Lorsque l'actine-F de ces cellules est dépolymérisée a l'aide
de la cytochalasine b, cette résistance diminue de 50%. La dépolymérisation conjointe des
MFs et des MTs, ou des MFs et des Fls, élimine totalement la résistance des cellules
(Wang et al.,, 1993). Ces observations suggérent que les différents éléments du
cytosquelette sont intégrés en une seule unité et que l'intégrité d'une cellule pourrait
dépendre de la tension de son cytosquelette. Ce modele de tension-intégrité, ou de
tensigrité, apporterait a la cellule une plus grande résistance que l'action isolée des

différents éléments du cytosquelette.

4.0 Cytosquelette et maladies humaines

4.1 Implication des microfilaments dans des maladies humaines

Le cytosquelette, particuliérement les MFs , est affecté dans certaines pathologies
humaines. Les niveaux de certaines ABPs diminuent dans les cellules néoplasiques
(Chaponnier and Gabbiani, 1989; Vandekerckhove et al., 1990). Une diminution des
protéines associées aux points de contact, soit I'actinine o, et la vinculine, a été également
observée dans des cellules 3T3 transformées par le virus SV40 (Gluck et al., 1993; Sadano
et al., 1992). La surexpression de la vinculine et de 1'actinine o dans ces cellules réverte le
phénotype de transformation (Gluck et al., 1993; Rodriguez Fernandez et al., 1992). Ces
¢études suggérent qu'il existe un lien entre la grande motilité des cellules métastasiques et la
diminution des niveaux des ABPs faisant partie des points de contact. Le géne responsable

de la neurofibromatose de type 2, une maladie ou les cellules de Schwann deviennent
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tumorales, code pour la protéine merline (Trofatter et al., 1993). Cette protéine a la capacité
de lier les MFs et la membrane plasmique. Cette étude indique qu'une mutation de cette

ABP et la perturbation des MFs initierait le processus de tumorigenese.

Une diminution de la résistance de la membranes plasmique est une caractéristique
communes a certaines maladies héréditaires. La dystrophie musculaire de Duchenne (DMD)
est une maladie caractérisée par la dégénérescence progressive du muscle cardiaque et
squelettique. La DMD est le résultat d'une mutation dans un géne qui code pour une tres
grande protéine, appelée la dystrophine (Hoffman et al., 1987). Cette protéine est localisée
sur la face cytoplasmique du sarcolemme dans le muscle cardiaque et squelettique (Ahn and
Kunkel, 1993). La DYSTROPHINE lie les MFs a un complexe de protéines
transmembranaires nommé dystroglycan. Les dystroglycans sont & leur tour associés a la
laminine-2 de la lamina basale (Campbell, 1995; Ervasti and Campbell, 1993). Donc, la
dystrophine peut établir un pont entre les MFs cytoplasmiques et la matrice extracellulaire.
Dans des muscles dystrophiques, ce type de lien n'existe plus et les fibres musculaires ne
résistent pas au stress mécanique infligé au sarcolemme durant ]a contraction (Pasternak et
al., 1995; Petrof et al., 1993). L'anémie hémolytique est une autre maladie héréditaire dans
laquelle la membrane plasmique des érythrocytes a perdu sa résistance. Plusieurs mutations
dans les génes codant pour la protéine membranaire spectrine, la protéines 4.1 et 4.2,
affaiblissent la rigidité de la membrane plasmique en brisant le lien avec les MFs (Delaunay,

1995).
4.2 Pathologies impliquant les filaments intermédiaires

En plus de I'épidermolyse bulleuse simplex causée par des mutation dans les génes
kératine 5 et 14, d'autres maladies sont causées par 1'accumulation anormale de FIs. Dans
le systeme nerveux, l'accumulation et la désorganisation des NFs est une caractéristique

commune 3 plusieurs maladies neurodégénérative et autres formes d'intoxications
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chimiques (Bizzi et al., 1984; Goldman and Yen, 1986). Dans des maladies comme
I'atrophie musculaire spinale (Byers and Banker, 1961) et la sclérose latérale
amyotrophique (ALS) (Carpenter, 1968), 1'accumulation anormale de NFs est observée
dans des gonflements axonaux et cette anomalie correle avec une diminution du transport
axonal et la neurodégénérescence (Delisle and Carpenter, 1984; Hirano, 1991; Hirano et
al., 1984). L'étiologie de cette maladie est inconnue excepté pour 20% des cas ou une
mutation du géne SOD! a été identifiée (Rosen, 1993). Cependant, des études effectuées
sur des souris transgéniques surexprimant une des sous-unités des NFs définissent un role

aux NFs dans l'initiation de la neurodégénérescence.

Ainsi, des souris transgéniques surexprimant NFL de souris (Xu et al., 1993),
NFM (Wong et al., 1995) et NFH humain (Coté et al., 1993) ou une forme mutante de
NFL humain (Lee et al., 1994) sont atteintes & divers degrés, de dégénérescence des
neurones moteurs. Ces phénotypes sont similaires & ce qui est observé chez les patients
atteints d'ALS. Les neurones moteurs de ces souris contiennent des gonflements axonaux
et des NFs accumulés dans l'espace perikaryal et dans la partie proximale de I'axone,
suggérant que I'accumulation des NFs peut initier le processus de neurodégénérescence. Le

mécanisme moléculaire altérant les propriétés des NFs chez ces souris demeure inconnu.
5.0 Hypotheése et objectifs de la these

Basé sur la structure primaire de la dystonine et sur les caractéristiques
histopathologiques des neurones sensitifs des souris dt, nous avons émis I'hypothése que
la dystonine est une protéine servant de pont entre les MFs et les filaments intermédiaires.
Ces ponts consolideraient les FIs et les MFs dans 1'axone des neurones sensitifs. La
dystonine pourrait fonctionner de fagon similaire dans les muscles squelettiques ou elle
pourrait ancrer les filaments de desmine dans des structures riches en MFs, soit le

sarcolemme et les disques Z.
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Les objectifs de ce travail sont premierement de générer des anticorps spécifiques
ciblant un épitope de la dystonine (en N-terminal). Ces anticorps vont nous permettre de
déterminer la localisation intracellulaire de la dystonine dans le systtme nerveux et dans les
muscles de 1a souris. Des culture cellulaires de neurones et de myoblastes seront également

utilisées a cette fin.

Nous voulons de plus caractériser les transcrits et la protéine du géne Dst chez
différents allzles dt afin de micux comprendre la nature de ces mutations et de la
pathogenése. Nous voulons poursuivre cette études en caractérisant, a l'aide de cultures
primaires de tissus, les neurones et les muscles de souris dr. Cette caractérisation devraient
nous renseigner sur les défauts intrinséques aux neurones et aux muscles dt. Nous allons
particulierement déterminer s'il y désorganisation du cytosquelette neuronal et musculaire

chez les souris df.

Nous voulons cloner et séquencer les homologues de Dst chez 1'humain et le poulet
afin de déterminer si ce géne a été conservé au cours de I'évolution. Avec ces séquences,
nous allons comparer 'ABD et I'IFAD de la dystonine 4 ceux d'autres protéines
homologues. Nous voulons également déterminer si 1'ABD et I'TFAD sont fonctionnels in
vivo. Pour ce faire, nous voulons transfecter des ADN-c exprimant des protéines
chimériques contenant ces domaines fusionnés a une protéine fluorescente (GFP). La
localisation intracellulaire de ces protéines de fusion fluorescentes nous renseignera sur
l'activité de ces domaines in vivo. En utilisant une stratégie similaire, nous voulons
reconstruire une protéine dystonine et l'introduire dans des cultures cellulaires. L'objectif
de cette expérience est de déterminer si cette protéine est un véritable pont, in vivo, entre les

MFs et les filaments intermédiaires.
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Chapitre 2 - Dystonin is essential for maintaining neuronal cytoskeleton
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Abstract

The mouse neurological mutant dystonia musculorum (df) suffers from a hereditary
sensory neuropathy. We have previously described cloning and characterization of the dt
gene which we named dystonin (Ds?). We had shown that dystonin is a neural isoform of
bullous pemphigoid antigen 1 (Bpagl) with an N-terminal actin binding domain. It has
been shown before that dystonin is a cytoskeletal linker protein, forming a bridge between
F-actin and intermediate filaments. Here, we have used two different antibody preparations
against dystonin and detected a high molecular weight protein in immunoblot analysis of
spinal cord extracts. We also show that this high molecular weight protein was not
detectable in the nervous system of all dt alleles tested. Immunohistochemical analysis
revealed that dystonin was present in different compartments of neurons - cell bodies,
dendrites and axons, regions which are rich in the three elements of the cytoskeleton (F-
actin, neurofilaments and microtubules). Ultrastructural analysis of dt dorsal root axons
revealed disorganization of the neurofilament network and surprisingly also of the
microtubule network. In this context it is of interest that we observed altered levels of the
microtubule associated proteins MAP2 and tau in spinal cord neurons of different dt alleles.
Finally, dt dorsal root ganglion neurons formed neurites in culture, but the cytoskeleton
was disorganized within these neurites. Our results demonstrate that dystonin is essential
for maintaining neuronal cytoskeleton integrity but is not required for establishing neuronal

mdrpholo gy.
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Introduction

Dystonia musculorum (dt) is a hereditary sensory neuropathy of the mouse. The
phenotype is first recognizable between 7-10 days after birth when a homozygous dt mouse
displays progressive loss of limb coordination (Duchen, 1976; Duchen et al., 1963;
Duchen and Strich, 1964). Accumulation of organelles and empty vacuoles within sensory
axons, giant axonal swellings and neurodegeneration are observed in dt. The dorsal root
and dorsal root ganglia (DRG) of dt mice are considerably smaller than those of wild type
mice. The sensory roots of the cranial nerves, and the secondary sensory neurons in the
spinal cord (Sotelo and Guenet, 1988) of dt mice are also affected by degeneration. A
hallmark of dt pathology is accumulation of neurofilaments (NFs) in axonal swellings
(Janota, 1972). The earliest reported appearance of axonal swellings is at four days after
birth (Janota, 1972) suggesting that the presence of NF accumulation precedes
neurodegeneration. Abnormal NFH/NFM phosphorylation and NF accumulation in the
perikarya and proximal regions of axons of spinal cord neurons have been reported for
another dr allele (Campbell and Peterson, 1992) and imply that NF processing is also an
abnormal feature of dt. In this regard, it is interesting to note that neurofilament
accumulation is a feature of many neurodegenerative diseases and of chemical intoxication

(Bizzi et al., 1984; Goldman and Yen, 1986).

We have identified the gene responsible for the dt disorder. The gene, named
dystonin (Dst), codes for two similar neuronal isoforms that differ only at their extreme N-
terminal ends (Brown et al., 1995a) (Fig. 1). Expression of the two Dst isoforms
predominates in the neurons of the spinal and cranial sensory ganglia (Bernier et al., 1995).
These neurons are the principal sites of degeneration in df mice. Dst is also expressed in
other regions of the nervous system, including motor neurons, most of which are not
affected by the degenerative process in df mice (Bemier et al., 1995; Dowling et al., 1997).

The two known neuronal isoforms of dystonin are alternate forms of the epithelial protein
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bullous pemphigoid antigen 1 (Bpagl), an autoantigen in bullous pemphigoid disease.
Both neuronal isoforms have an actin binding domain (ABD) N-terminal to the Bpagl
sequence (Fig. 1). Bpagl is an intermediate filament (IF) anchoring protein localized to the
hemidesmosomal plaques of keratinocytes (Jones et al., 1994; Klatte and Jones, 1994;
Mutasim et al., 1985; Sawamura et al., 1991). Bpagl inactivation in mice resulted in
dystonia musculorum, fragile skin epithelia and lack of keratin filament association with the
inner plate of hemidesmosomes (Guo et al., 1995). Although we have named the neuronal
isoforms of Bpagl as dystonin (Brown et al., 1995a), others have referred to these as
Bpagln (Yang et al., 1996). It has been demonstrated by in vitro biochemical analysis and
by co-transfections of Bpaglnl (dystonin) and neurofilaments (NFL and NFH) into an IF
deficient cell line, that Bpaglnl links F-actin to NFs (Yang et al., 1996). Thus, dystonin
has the potential in neurons to serve as a bridge between F-actin and NFs, and therefore
could act as a cytoskeletal organizer. The loss of this function is predicted to resultin a

disorganized neuronal cytoskeleton.

Here we have investigated the cellular and subcellular localization of dystonin in
cells of the nervous system and determined the effect of a loss of dystonin function on

organization of the neuronal cytoskeleton.
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Results

The characterization of the Dst gene led to the identification of two RNA splice
products in neural tissues (Brown et al., 1995a). Both of these transcripts have unique 5'
sequences, a common sequence encoding an actin-binding domain, and sequences from the
second to the last exon of Bpag! (see schematic in Fig. 1). The 9 kb Bpag! transcript is
expressed in skin epidermal tissue (Sawamura et al., 1990) and absent in neural tissues
(Brown et al., 1995a). The two neuronal alternative splice forms are also present in human
(Brown et al., 1995b) and chick (G.D. et al., unpublished data) nervous systems.
Northem blot analysis performed with a Bpagl cDNA probe on brain RNA from wild type
and homozygous animals from different alleles of dt revealed that Dst transcripts were not
detectable in mutant backgrounds (Fig. 2). This probe detects a 9 kb Bpagl mRNA in skin
and ~15 kb Dst mRNA in the nervous system (previous estimates placed this transcript at
~12 kb, however direct comparison with the 14 kb dystrophin mRNA on Northern blots

suggests that it is closer to 15 kb - (Bermier et al., 1996)).

Characterization of anti-dystonin antisera

In order to identify the protein products of Dst, we used a polyclonal antibody,
gpAC1, generated against the N-terminal portion of dystonin. We also used a previously
characterized monoclonal antibody (10C5 mAb) raised against an epitope in the central
portion (aa 1909 to aa 2004) of the human BPAG1 protein (Hopkinson and Jones, 1994).
This region is also present in both neural isoforms of dystonin (Fig. 1). The 10C5 antibody
is specific for Bpagl as previously shown by immunofluorescence and Western blot
analysis (Hopkinson and Jones, 1994). Polyclonal antibody gpAC1 was raised against a
GST-tagged fusion protein in guinea pigs. To evaluate its specificity, whole gpAC1 serum
and purified immunoglobulins from gpAC1 serum were used on Western blots of insect
SF9 cell extracts containing a recombinant his-tagged dystonin fusion protein (Fig. 3A).

Both the whole serum and purified gpAC1 immunoglobulins, but not the pre-immune
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serum, selectively recognized the recombinant protein on Western blot and did not
recognize other proteins present in the SF9 cell extracts (Fig. 3A). The recombinant protein

recognized by gpAC1 was also detected using an anti his-tag mAb (Fig. 3A).

Dst encodes a high molecular weight protein in the nervous system

The gpAC1 antibody and the 10C5 mAb were further evaluated by immunoblotting
total protein extracts from mouse spinal cords. We had previously reported that Dst mRNA
is present at high levels in the spinal cord (Bernier et al., 1995). The Western blot analysis
revealed specific recognition by both antibody preparations of a high molecular weight
protein in spinal cord extracts from wild type mice (Fig. 3B). The high molecular weight
protein band was not detected in spinal cord extracts from homozygous mice derived from
four different alleles of dt (Fig. 3B).

Specificity of the gpAC1 antibody and the 10C5 mAb for dystonin was further
demonstrated by immunohistochemistry. On sections of wild type ventral root, both 10C5
and gpAC1 antibodies labeled myelinated axons and Schwann cell cytoplasm (Fig. 4A, B).
Labeling was excluded from the myelin sheath. In contrast to the wild type situation,
dt279/d127J mutant mouse ventral root sections did not show labeling of axons and

Schwann cell cytoplasm (Fig. 4D, E).

Dystonin is distributed throughout the nervous system

We performed immunocytochemistry with the gpAC1 antibody and the 10C5 mAb
on sections of neural tissues. Similar results were obtained with both antibody preparations
and representative results with 10C5 mAb are shown in Figure 5. Cryostat sections of a
dissected mouse spinal cord and associated DRGs were processed for
immunofluorescence. A specific signal was observed in the cytoplasm of the cell body in
every DRG neuron. The cell body signal consisted of diffuse and punctate patterns (Fig.

5A). Using immunohistochemistry, we observed specific labeling in the gray and white



50

matter of adult rat spinal cord (Fig. 5B). Cell bodies and dendrites of the o-motor neurons
(laminae IX) were labeled as were the cell bodies and the dendrites of second order sensory
neurons from laminae I to VIL A high magnification view of a lower motor neuron showed
specific labeling in the cytoplasm of the cell body and in the dendrites (Fig. 5C). No
nuclear labeling was observed. Myelinated axons throughout the white matter were labeled.
High magnification of the ventral myelinated axons showed that the expression of the
protein was restricted to the axons and was not present within the myelin sheath (Fig. 5D).
Specific labeling of dystonin was observed in the cerebral cortex, hippocampus, ventral
thalamic neurons, putamen/caudate, brain stem and cerebellum (Fig. SE). High
magnification view of the cerebellum demonstrated the presence of the protein in the
granular, molecular and Purkinje cell layers (Fig. 5F). Sagittal vibratome sections of rat
and mouse adult brain gave similar results. Thus we conclude that dystonin is a
cytoplasmic protein that is present in different compartments of a mature neuron: the cell

body, dendrites and axons.

The cytoskeleton is disorganized in the DRG neurons of d¢ mice

Since dystonin is a cytoskeletal linker protein, loss of its activity should result in
disorganization of the neuronal cytoskeleton. To evaluate this hypothesis, we fixed
dr277/4127J mice and their wild type littermates, and processed the dissected dorsal roots
for EM observation. As previously reported for df mice (Al-Ali and Al-Zuhar, 1989,
Duchen, 1976; Duchen and Strich, 1964; Hanker and Peach, 1976; Kothary et al., 1988),
we observed degeneration of the large myelinated axons in the dorsal root. The presence of
acéumulated organelles, dense and membranous bodies and empty vacuoles are the
degeneration characteristics that were observed (Fig. 6A, B). Segmental demyelination was
also frequently observed (Fig. 6A). Around the accumulated organelles, a dense and
disorganized neurofilament network was noticeable (Fig. 6B). In dorsal roots of dt mice at

the phenotype stage (2 weeks), we also observed normally myelinated axons with no
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obvious accumulation of organelles except that these axons had a large diameter (Fig. 6D).
Upon closer examination, we observed that these swollen axons contained disorganized
NF and microtubule (MT) networks when compared to wild type dorsal root axons (Fig.
6C). For example, in dr273/d127J mice, the NFs and MTs were not oriented along the long
axis of the axon as observed in the wild type axon (compare insets in Fig. 6C, D), but were
aligned in no particular direction. Thus absence of dystonin has resulted in cytoskeletal

disorganization.

In order to evaluate if disorganization of the cytoskeleton is an early event in dt
pathogenesis, we cultured DRG neurons from homozygous genotyped newborn mice.
These cultures give us the advantage of examining newly extended neurites for the effects
of the mutation on the organization of the cytoskeleton. All cultures were allowed to grow
for 48 hours before fixation. Like the wild type, dtT84/4:T84 DRG neurons were capable
of forming neurites (Fig. 7A, C). Examination by phase contrast light microscopy of
neurons from wild type and dtT84/4:T84 cultures did not show drastic differences in
growth characteristics. To characterize the cytoskeleton in neurites, wild type and mutant
DRG neuron cultures were embedded in resin and processed for EM observation.
Corroborating the in vivo results, we observed a disorganized NF and MT network in dt/dt
neurites (Fig. 7D) while wild type neurites displayed a normally organized network (Fig.

7B).

Dystonin is co-localized with the neuronal cytoskeleton

To determine the subcellular localization of the Dst protein products, we focused
our attention on spinal cord neurons. Vibratome sections of rat spinal cord were processed
for immunohistochemistry with the gpAC1 Ab and the 10C5 mAb, and analyzed by EM.
With both antibodies, we observed strong labeling of myelinated axons and dendrites,

which are rich in NFs and MTs respectively. In cross-sections of myelinated axons of the
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ventral white matter, we detected DAB precipitate decorating the cytoskeleton (Fig. 8B). In
sections of dendrites in the gray matter, we observed a similar labeling with both antibody
preparations (Fig. 8C and D). In contrast, we did not observe any DAB labeling in
synapses (Fig. 8C and D). Control sections not incubated with the primary antibody but
which were otherwise processed as other sections, do not show any DAB precipitate in EM
(e.g. Fig. 8A). This analysis demonstrates that dystonin is present in cytoskeletal-rich

regions of neurons.

Microtubule associated proteins are affected in df spinal cord neurons

Since dt/dt axons contained disorganized MTs, we evaluated the overall levels of
proteins associated with these filaments (MAP2 and tau) in spinal cord extracts. These
proteins are necessary for the organization and stability of the MTs in dendrites (MAP2)
and axons (tau) (Hirokawa, 1994). Moreover, MAP2 and tau are localized to the cross-
bridges on the side of MTs, where they could participate in protein-protein interactions with
other cytoskeletal proteins (Bloom and Vallee, 1983). To quantitatively compare the levels
of these proteins in mutant and wild type mice, we performed Western blot analysis on
spinal cord protein extracts using a mAb targeting both tau and MAP2. Protein samples
from at least two different affected mice of the different dr alleles were tested with each
antibody. The 46.1 mAb against the tau and MAP2 proteins detected the expected pattern of
baﬁds in wild type samples (Fig. 9A). The intensity of the bands was altered in extracts
from different df homozygous animals when compared to wild type samples (Fig. 9A). A
decrease in the intensity of the band pattern was observed in extracts from homozygous
mice of alleles dt184, d124/ and dfAlP. The tau and MAP2 protein levels were decreased by
at least three fold, and in the case of d#A%P the bands were barely detectable (Fig. 9A). A
similar experiment was performed on an entire litter of mice from a di24/y x dr24/+
mating. The MAP2 protein band intensity is reduced in the spinal cord extracts of all 4

homozygotes when compared to that from 2 wild type littermates (Fig. 9B). Equal protein
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loading was checked by re-incubating the membranes with an anti-tubulin antibody (shown

at the bottom of Fig. 9A, B).

The changes in MAP2 and tau protein levels could be the result of abnormal
transcription as a consequence of the different d¢f mutations. To test this possibility,
Northern blot analysis with the mouse MAP2 cDNA probe was carried out. On wild type
and dt brain RNA from P14 animals, we detected the expected 9 kb MAP2 transcript (Fig.
9C). The intensity of the signals was comparable between wild type and mutant RNA
samples from different dt alleles. Similar results were obtained when RNA from spinal
cords of wild type and df mice were analyzed (data not shown). Thus the reduction in
MAP2 protein levels in dt spinal cords is not due to transcriptional changes, but rather

reflects alterations of the cytoskeleton.
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Discussion

Here we have investigated the cellular and subcellular localization of dystonin in
vivo. Dystonin was present in neuronal compartments containing the three elements of the
cytoskeleton: cell bodies, dendrites and axons. However, dystonin was not detected in
synapses and dendritic spines, morphological defined structures that mainly contain actin
microfilaments. Ultrastructural analysis of df DRG neurites and dorsal root axons revealed
a disorganized neurofilament network. Surprisingly, the microtubule network was also
disorganized. We showed that the expression level of the microtubule associated proteins,
MAP?2 and tau, was altered in spinal cord neurons of df mice. We conclude that dystonin is

essential for maintaining cytoskeleton integrity in neurons.

Antibodies against dystonin, namely the gpAC1 polyclonal antibody and the 10C5
mADb, identified a high molecular weight protein in extracts of spinal cords from wild type
mice. This protein was not detected in protein extracts from homozygous mice derived
from 4 different dt alleles. Immunohistochemistry using gpAC1 and the 10C5 mAb gave a
specific DAB labeling of the myelinated axons in wild type mouse ventral root sections but
not in similar sections from d#27J mutant mice. Immunohistochemical analysis revealed the
presence of dystonin in DRG neurons with large caliber axons and in the secondary
sensory neurons of the spinal cord. These are the neurons that degenerate in dt mice.
Dystonin is also present in neurons unaffected by the disease process - DRG neurons with
small caliber axons, neurons of the extrapyramidal system and in the cerebellum as well as
in oi-motor neurons of the spinal cord. The presence of Dst mRNA and protein products in
both sensory and motor neuron populations raises an important question regarding the
selective nature of neuropathy in df mice. Why are motor neurons more resistant to the dt
genetic defect than are sensory neurons? One possible explanation is that motor neurons are
inherently different from sensory neurons. This difference is well exemplified by the

demonstration that in transgenic mice, NF subunit overexpression in motor and sensory
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neurons is much more detrimental to the motor neurons (Coté et al., 1993; Lee et al., 1994;
Wong et al., 1995; Xu et al., 1993) suggesting that sensory and motor neurons are
differently affected by cytoskeleton disorganization. The differential vulnerability to
dystonin loss of function might be explained by the expression of a related gene product

specifically in motor neurons.

Our studies suggest that dystonin associates in vivo with cytoskeletal elements in
different neuronal compartments. Two different antibodies against dystonin showed that it
WaS localized in compartments of neurons (axons and dendrites) where there is a high
density of NFs and MTs. Dendrites contain mainly MTs whereas axons are enriched in
NFs. Interestingly, the expression of dystonin appears to be similar in dendrites and axons
even though the ratio of MTs-NFs is different in these two cellular compartments. This
reinforces the role of dystonin in the overall organization of neuronal cytoskeleton. In
contrast, dystonin was shown to be absent in synapses which are generally devoid of NFs
and MTs (Peters et al., 1991). Yang et al. (1996) demonstrated that the N-terminal portion
of dystonin was capable of binding actin filaments in vitro and that the C-terminal portion
of dystonin associated with NFH in a co-precipitation assay. Furthermore, they showed re-
organization of F-actin and NFs in co-transfection experiments with dystonin. Taken
together, these data suggest that dystonin serves as a linker between F-actin and NFs in
neurons. Our EM analysis also suggests that dystonin is localized with MTs. However,
diffusion of the peroxidase reaction products is a possibility and further studies are
necessary to determine if dystonin is associated with MTs. In this context, Svitkina et al.
(1996) demonstrated by subcellular localization that in cultured fibroblasts plectin, another
cytoskeletal linker protein, is part of IF sidearms which connect IFs to MTs and to the
actin-based cytoskeleton. Others had previously shown that plectin is localized on

microfilaments and intermediate filaments (Seifert et al., 1992). Moreover, in vitro

interactions between plectin and a-spectrin, vimentin, MAP1 and MAP2 have also been
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shown (Herrmann and Wiche, 1987). Thus plectin is a multifunctional crosslinker of
different cytoskeletal elements. Recent cloning of human plectin cDNA (McLean et al.,
1996) revealed striking homology with human dystonin (Brown et al., 1995b) throughout
their coding sequences. Like dystonin, human plectin contains an N-terminal actin-binding
domain with homology to the ABDs of B-spectrin and dystrophin (McLean et al., 1996).
Furthermore, the similarity between plectin and dystonin is extensive - 77% in the N-
terminal 452 amino acids and 65% in the C-terminal 1429 amino acids (R.K., unpublished
observations). Interestingly, a defect in human plectin has recently been associated with
epidermolysis bullosa with muscular dystrophy (McLean ef al., 1996; Smith et al., 1996).
Based on the strong homology to human plectin, it is possible that dystonin has similar
activities in neurons. Within the axonal cytoskeleton, cross-bridges exist between MTs,
NFs, MTs-NFs, MTs-actin, and NFs-actin (Hirokawa, 1982). Thus dystonin and plectin
could be part of these cross-bridges serving as crosslinkers between larger filaments - IFs

and MTs - and F-actin.

Our present knowledge about dystonin suggests that it is a cytoskeletal linker
protein, and as such mutations in dystonin should lead to disorganization of the neuronal
cytoskeleton. We showed that the dorsal roots of ar27J homozygous mice contained axons
with histopathological features. The large myelinated axons contained accumulated
organelles, disorganized NFs and displayed segmental demyelination. We also observed
healthier myelinated axons displaying only increased diameters in di27J dorsal roots. In
these latter axons we observed accumulation and disorganization of NFs and MTs. This
disorganization appears as a loss of NF and MT compactness. These filaments are twisted
around each other and in extreme cases, massively accumulated in axonal swellings. Thus

we conclude that in these neurons a dystonin mutation affects cytoskeletal organization.
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A question that was raised from the in vivo ultrastructural studies was whether a
newly generated cytoskeleton would be affected by the dt mutation. We took advantage of
DRG neuron cultures to address this point. We showed that DRG neurons from
dtT84/4:T84 newborn mice are capable of neurite formation in culture. In newly formed
neurites (48 hour cultures), ultrastructural analysis showed disorganization of NFs and
MTs. This strongly suggests that the primary defect of dt DRG neurons resides in the
maintenance of NF and MT organization in neurites. It also suggests that dystonin does not
play an essential role in the early phase of neurite outgrowth where F-actin and MTs are the
major cytoskeletal elements involved (Mitchison and Kirschner, 1988). NFs are not
necessary for axonogenesis per se, since axons of transgenic mice expressing a NFH-lacZ
fusion gene are devoid of neurofilaments (Eyer and Peterson, 1994). The function of
dystonin would be more crucial in a phase where organization of NFs and MTs is
necessary. Consistent with this idea, nervous system development proceeds normally up to
birth in df mice (Duchen, 1976; Duchen and Strich, 1964). Motor and sensory neurons in
dt mice send out extensions that make proper contacts with their distant targets. The
observation of cytoskeletal disorganization in cultured DRG neurons reinforces the
observation of Campbell and Peterson (1992) that the primary neurodegenerative defect in

dt mice is intrinsic to the neuron, rather than in Schwann cells.

Perhaps the most surprising observation was that of MT disorganization in dt
neurons. MAP and tau are known to stabilize MTs in vitro and in vivo (Hirokawa, 1994).
We therefore assessed the levels of these proteins in df mice. For three alleles of dt,
homozygous mice displayed a significant reduction in the levels of MAP2 and tau in spinal
cord neurons. We interpret these results as indicative of cytoskeletal disorganization and
this further implicates dystonin involvement in MT organization. The decreased levels of
MAPs observed in dt mice could be the result of a rapid protein turnover. Such a

phenomenon has been demonstrated for microinjected MAP2 that remained unassociated
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with axonal MTs in cultures of spinal cord neurons (Okabe and Hirokawa, 1989). In dt,
Northern blot analysis showed that the abnormality in MAP2 levels is restricted to proteins
since RNA levels were comparable between mutant and wild type animals. Collectively our
results on dystonin localization, disorganization of MTs in df neurons and effects on MAP
levels in dt spinal cords strongly suggest that dystonin participates in the maintenance of

MT organization in dendrites and axons.

We propose that disorganization of the NF and MT cytoskeleton in axons may be
the initial step in the molecular pathogenesis in dt mice. This would progressively result in
impaired axonal physiology. For example, axonal transport which is dependent on MTs
wo'uld be affected, resulting in accumulation of cytoplasmic components within axonal
swe]]inés. This would ultimately lead to death of the neuron. The dt mutation illustrates the
important role of molecules that organize NFs and MTs in order to maintain a functional

neuron.
Experimental Methods

Animals

CD1 random-bred mice and rats were purchased from Charles River Canada. The
diT84 (Kothary et al., 1988; Brown et al., 1994), d24J, di27J (Bernier et al., 1995) and
dAlb (Messer and Strominger, 1980) lines have been described before. The dfAlD mice
were bred at the Wadsworth Center, N.Y. State Department of Health, Albany, N.Y. All
animal procedures have been approved by the Institutional Animal Care and Use

Committee.

Antibodies
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A recombinant dystonin polypeptide [amino acids 123 to 257 based on the sequence
presented in Brown ef al. (1995a) under the accession number U25158 (see relative
position in Fig. 1)] was expressed as a glutathione S-transferase (GST) fusion protein
(Pharmacia) in Escherichia coli according to the manufacturers' protocol. In-frame cloning
of the cDNA insert was verified by DNA sequence analysis. The fusion protein of the
expected size was found to be mostly insoluble in nondenaturing buffer, but a small
fraction was soluble and could be purified by glutathione-Sepharose affinity
chromatography (Pharmacia). Guinea pigs were immunized with subcutaneous injections
of this fusion protein using a standard animal protocol (Harlow and Lane, 1988).
Antibodies (which we named gpAC]1) targeting the fusion protein were further purified

using the antigen immobilized on nitrocellulose discs.

The 10C5 ascites fluid was kindly provided by Dr. Jonathan Jones (NorthWestern
University, Chicago). Antibody 46.1 against MAP2 and tau was from Dr. Virginia Lee
(University of Pennsylvania School of Medicine, Philadelphia). The antibody against o.-
tubulin (DM1a) was purchased from Sigma (USA). The anti-his mAb was purchased from
InVitrogen (USA). The biotinylated anti-IgG (guinea pig) was from Jackson
Immunoresearch. The biotinylated antibody against mouse Ig was from Vector (Ontario,

Canada). The peroxidase conjugated streptavidin was obtained from Amersham (Canada).

Northern blot analysis

Approximately 10 pg of total RNA was used in Northern blot analysis as described
previously (Brown et al., 1995a). Probes consisted of a cDNA fragment from mouse
Bpagl (Brown et al., 1995a), a mouse MAP2 cDNA fragment (Leclerc et al., 1996) and
the human GAPDH cDNA (Tso et al., 1985).

Protein Analysis
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The baculovirus system was used to produce a recombinant his-tagged fusion
protein encoding amino acid 123 to 680 of dystonin based on the sequence presented in
Brown et al. (1995a) under the accession number U25158. The production of the
recombinant protein in insect SF9 cells was as described previously (Leclerc et al., 1996).
SF9 cells were infected at a multiplicity of infection of 5 with the virus encoding either the
his-tagged fusion protein or his-tag alone. Two days after infection, cells were harvested
and extracted in protein sample buffer (Laemmli, 1972). Similarly, mouse spinal cords
were extracted directly in protein sample buffer (Laemmli, 1972). For comparative analysis
between mutant and wild type animals, we used phenotype stage and wild type animals of
the same age (13 days after birth). Equal amounts of proteins (about 50 Lg) were separated
on a denaturing SDS-polyacrylamide gel and transferred to a nitrocellulose membrane
(Hybond extra-c, Amersham, Canada) by electroblotting (Harlow and Lane, 1983).
Membranes were blocked in PBS supplemented with 3% BSA and skimmed milk powder
at 5% for 3 hours. All antibodies were incubated at room temperature in PBS containing
3% BSA. Primary antibodies, the biotinylated secondary antibodies and streptavidin-
peroxidase were incubated for one hour. Immunoreactive proteins were detected with an
enhanced chemiluminescence kit (ECL, Amersham, Canada) according to the

manufacturers' instructions.

DRG neuron cultures

Primary cultures of newborn DRG neurons were established according to the
culture conditions of Morris and Hollenbeck (1995). Briefly, DRGs were dissected in L.15
media (Gibco-BRL, Ontario, Canada), cut into four pieces and plated on collagen
(Boehringer Mannheim, Montréal, Canada) in complete media. The cells were allowed to
grow for 48 hours at 37°C in 5% CO2. The culture media consisted of DMEM, 10% FBS,
NGF (Boehringer Mannheim, Montréal, Canada) at 200 ng/ml, and supplemented with 2

mM L-glutamine and with Gibco vitamin mix at 1/100 dilution. The same procedure was
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applied for DRG neuron cultures of dtT84/4t184 mice; the whole litter progenies of a cross
between heterozygous parents were processed the same way. Genomic DNA from each
individual was extracted from a tail biopsy and a diagnostic PCR at the dt locus was
performed to identify dtT84/drT84 mice. For ultrastructural analysis, the culture media was
removed and replaced by a fixative containing 0.1 M cacodylate (pH 7.4) and 3.5%

gluteraldehyde. Cells were fixed for 1 hour and processed for electron microscopy.

Histology

To generate vibratome sections, adult rats and mice were anaesthetized and perfused
with a fixative containing 0.1 M cacodylate (pH7.4) and 3.5% gluteraldehyde. Brains and
spinal cords were dissected and fixed by immersion for another 2 hours. The fixed tissues
were cut into sections of 50 um and processed for immunocytochemistry. For the cryostat
seétions of spinal cords and DRGs, 15 day old mice were perfused with 4%
paraformaldehyde in PBS, spinal cord and DRGs were dissected and fixed for another 5
hours in the same fixative, cryoprotected in 25% glucose, and embedded in OCT
Compound (Miles, Canada). Sections of 10 pm were generated and processed for
immunofluorescence. For EM analysis of dorsal root, mice were anaesthetized and
perfused with fixative containing 0.1 M cacodylate (pH 7.4), 3.5% gluteraldehyde and
2.5% DMSO. Spinal cord and lumbar dorsal roots were dissected in the fixative and
incubated for another 5 hours in the same fixative. Dorsal roots were treated with 1%
osmium for one hour, dehydrated and embedded in resin. Sections were collected on grids,

stained with lead citrate and observed in EM.

Immunocytochemistry
Immunocytochemistry was performed on 50 pm floating rat and mouse vibratome
sections and on 25 pm cryostat sections. The sections were permeabilized with 0.3% triton

and treated with 2 mg/ml sodium borohydride. The 10C5 mAb from ascites was used
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1/100. Bound antibodies were detected using a biotinylated anti-mouse Ig and streptavidin
conjugated horseradish peroxidase. The gpAC1 antiserum was used 1/200. Bound
antibodies were detected using a biotinylated anti-guinea pig Ig and streptavidin conjugated
horseradish peroxidase. Vibratome sections were incubated in DAB (diaminobenzidine
tetrahydrochloride, Sigma, USA) and H2O2 to reveal the peroxidase activity (Harlow and
Lane, 1988). Sections were dehydrated and mounted with Permount for light microscopy
or embedded in resin for EM observation. Immunofluorescence was performed on cryostat
sections of DRG. Sections were treated as for DAB immunocytochemistry except that

bound antibodies were detected using FITC conjugated streptavidin.
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Figure 1. Schematic representation of the protein structures of Bpagl and the neural
isoforms of dystonin. Dystonin isoforms differ only at their extreme N-terminal end. The
positions of the gpAC1 and 10C5 epitopes are shown. Note that gpAC1 only recognizes
the neural isoforms whereas 10C5 recognizes all three isoforms. ABD, actin binding

domain; IFBD, intermediate filament binding domain.
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Figure 2. Abnormal Dst transcripts in four different df mutants. Total RNA from brains of
wild type, dr24/, dr2 77, diT84 and drAlb mice was resolved by agarose gel electrophoresis
and hybridized with a radiolabeled Bpagl cDNA. A ~15 kb mRNA is detected in wild type
brain and no signal is observed in mutant brain RNA. The same probe detects a 9 kb RNA
band in a wild type skin sample. The blot was rehybridized with a GAPDH cDNA to

monitor amount of RNA loaded in each lane. The positions of the 28S and 18S ribosomal
RNAs are shown.
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Figure 3. Immunoblot analysis of dystonin. A, Characterization of the polyclonal antibody
gpAC1. Schematic representation of the bacterial produced GST-fusion and the baculovirus
produced his-tagged recombinant proteins is shown at the top. Extracts of insect SF9 cells
infected with either control virus (his) or the virus producing the dystonin fusion protein
(his-Dst N-ter) were separated by SDS-PAGE and transferred to nitrocellulose. Anti-his
mAb detected the full length recombinant protein and a slightly smaller degradation product
(both indicated by arrowheads) in his-Dst N-ter extracts but not in control extracts (panel
1). The same protein bands were also detected by gpAC1 whole serum or gpAC1 purified
immunoglobulins (panels 3 and 4). In contrast, pre-immune serum was not capable of
detecting these proteins (panel 2). Molecular weight markers (Bio-Rad) in kD are indicated
on the left. B, Spinal cord protein extracts from wild type (wt), diTe4, d24] | 4277 and
dAD mice were separated on a 3% SDS-polyacrylamide gel, transferred to a nitrocellulose
membrane and incubated with the gpAC1 Ab (left panel) or the 10C5 mAb (right panel).
The same high molecular weight protein band was detected by both antibody preparations
in wild type extracts (arrow) but not in extracts from the 4 different dt alleles. The 208 kD

molecular weight marker is indicated.
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Figure 4. Specificity of the 10C5 mAb and the gpAC1 Ab in immunohistochemical
analysis. Sections of ventral roots from P15 wild type (A-C) and de271/4s277 (D-F) mice.
In wild type roots, both 10C5 mAb (A) and gpACl1 (B) detected dystonin in myelinated
axons (short arrows) and in Schwann cell cytoplasm (long arrows). Note the absence of
sighal within the myelin sheath. No labeling was observed in sections of dr27J/4r277
ventral roots with either antibody (D and E). Cresyl violet staining confirmed the presence
of myelinated axons and Schwann cells in both wild type and mutant root sections (C and
F). Original magnification, 400x.
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Figure 5. Dystonin is widely distributed in the nervous system. Immunocytochemical
analysis of DRG, spinal cord and brain sections, using the 10C5 mAb. A,
Immunofluorescence on adult mouse DRG cryostat section. A punctate and a diffuse
fluorescence pattern is observed in all cell bodies of the neurons. No nuclear staining is
observed. Scale bar, 13 um. B, Immunocytochemistry on rat spinal cord vibratome
section. A specific DAB labeling is observed in the gray and white matter, and in the cell
bodies of neurons in laminae I-VII and IX. Arrows designate positive reaction in oi-motor
neurons. Scale bar, 630 um. C, High magnification of the 10CS labeling in cell bodies and
dendrites of lower motor neurons. No nuclear staining is observed. Scale bar, 22 pm. D,
High magnification photograph showing the labeling obtained with the 10C5 mAb in white
matter. This section represents the ventral portion of a section similar to that in (B). Note
the absence of signal in myelin. Scale bar, 30 pm. E, Adult mouse brain vibratome section
(50 um) was incubated with the 10C5 mAb and bound antibodies were detected using DAB
immunocytochemistry. A specific DAB labeling is detected in neurons from the cerebral
cortex (c), putamen/caudate (p), hippocampus (h), brain stem (bs) and in cerebellum (cer).
Scale bar, 1600 um. F, Higher magnification of the cerebellum from (E) shows the DAB
labeling in Purkinje (p), granular (g) and molecular (m) cell layers. Scale bar, 740 pm.
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Figure 6. The dt neuronal cytoskeleton is disorganized. Ultrastructural analysis of
dr27J/d1277 dorsal root axons. A, An example of a degenerating axon. Note the
accumulation of organelles and the demyelination of the axon. The region within the square
is shown at higher magnification in B. Scale bar, 2 um. B, NF accumulation and
disorganization within the degenerating axon shown in A. Scale bar, 0.5 pm. C,
Longitudinal section of dorsal root axons from wild type mice. The region depicted by a
star is shown at higher magnification in the inset. Note that the NFs (white arrow) and MTs
(black arrows) are oriented parallel to the long axis of the axon. D, d271/d27J dorsal root
axon with no histopathological features except the increased diameter. The region depicted
by a star is shown at higher magnification in the inset. Note the disorganization of NFs
(white arrows) and MTs (black arrows) when compared to wild type axons. Scale bars for
C and D, 1 pm; and for the insets, 0.5 pm.



LL



wrl () ‘s1eq oreos “(g) Amnou 2dK) piim Sy 01
paredwoo uoym ((7) SILMIU JULINU 3} UT STJA] PUB SN JO UOnezruesIo [euLIouqe 9y} 90N
"SILINLU jueinw pue 9dA) prIm Jo SISATeu® [eIMIONNSEN() ‘(7 PUB § "XO0t ‘domneorudeur
[euIdrIQ "saImmo y1oq ur juasard d1e soINoN -oImno ur sAep ¢ Ioyge jue[dxe OIYQ
o)) »S 3P/ 8 P Pue (V) 2d£) pim e Jo Adoosororur 1senuod 9seyd ‘peqinirad st sairInou
QY UTYIIM TOIR[aYS01AD 9} Inq YIM015)n0 a)unau Jo ofqedes are syueidxe O #p £ SISy

8L



L

Figure 8. Subcellular localization of dystonin in adult rat spinal cord neurons. Vibratome
sections labeled with the 10CS mAb and the gpAC1 Ab were embedded in resin and
observed at the electron microscopic level. A, A control section that was not incubated with
the primary antibody. B, A specific DAB precipitate is observed in myelinated axons after
incubation with the 10C5 mAb. The region depicted by a star is shown at higher
magnification in the inset. The precipitate is observed on the cytoskeleton. Scale bar for A
and B, 0.5 pm; and for the inset, 0.13 pm. C, Dendrites labeled by the 10C5 mAb. A DAB
precipitate is observed on the cytoskeleton. Note the absence of signal in surrounding
synapses (s). D, Dendrites labeled by the gpAC1 Ab. A similar pattern of labeling as that
observed with the 10C5 mAb was obtained. Scale bar for C and D, 1 pm.
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Summary

Dystonia musculorum (dt) was originally described as a hereditary sensory
neurodegeneration syndrome of the mouse. The gene defective in dt, dystonin, encodes a
cytoskeleton linker protein. Dystonin has previously been shown to be essential for
maintaining neuronal cytoskeletal integrity. In addition to the nervous system, dystonin is
expressed in a variety of other tissues including muscle. We now demonstrate that skeletal
muscle in dt mice is compromised at the physiological and ultrastructural levels. The
diaphragm muscle from d#/dt mice was weak in isometric contractility measurements in
vitro, and was susceptible to contraction induced sarcolemmal damage. Ultrastructural
studies revealed a disorganization of cytoarchitecture in skeletal muscle from dt/dt mice.
Myoblasts from dt/dt mice fused to form myotubes in culture, however terminally
differentiated myotubes contained incompletely assembled myofibrils and they accumulated
mitochondria. Dystonin has an actin binding domain (ABD) and an intermediate filament
association domain (IFAD). We show here that dystonin has the ability to relocate actin
filaments toward intermediate filaments (IFs) and that its levels are increased during
mybgenesis, coinciding with the progressive reorganization of the IF network. Altogether,
our data indicate that dystonin is essential to establish proper cytoarchitecture in mature

muscle and to maintain the integrity of muscle fibers.
Introduction

Dystonia musculorum (dt) is a recessive hereditary neuropathy of the mouse. The
disease is characterized by progressive incoordination that is first visible between 7 and 10
days after birth. The original characterization of the pathology describes degeneration of
nerve fibers in the sensory roots and ganglia of spinal and cranial nerves (Duchen et al,,
1963; Duchen and Strich, 1964). A hallmark of the pathology is the accumulation of

neurofilaments (NFs), mitochondria and membrane-bound dense bodies in giant axonal
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swellings (Duchen, 1976; Duchen and Strich, 1964; Janota, 1972). In young dt mice,
motor neuron innervation and muscle fibers appear normal (Duchen, 1976; Duchen and
Strich, 1964). In older dt mice, loss of nerve fibers is accompanied by atrophy of sensory
organs like Pacinian corpuscles and muscle spindles (Duchen, 1976; Duchen and Strich,

1964).

The gene responsible for the dt disorder was recently identified and named dystonin
(Dst). Dst encodes multiple tissue specific transcripts. In the nervous system, two similar
neuronal isoforms that differ only in the extreme 5' portion of 15 kb transcripts are
expressed (Brown et al., 1995a). Neural Dst isoforms encode proteins with an N-terminal
actin binding domain (ABD) and a C-terminal intermediate filament association domain
(IFAD) (Brown et al., 1995a; Yang et al., 1996). An epithelial isoform is known and has
historically been called bullous pemphigoid antigen 1 (Bpagl) (Sawamura et al., 1991;
Sawamura et al., 1990). This isoform lacks the ABD and is encoded by a 9 kb transcript.
Bpagl is localized on the inner face of hemidesmosomes where it anchors keratin filaments
(Klatte and Jones, 1994). Dystonin/Bpagl belongs to a family of proteins that associate
with intermediate filaments (IFs) in different tissues. These proteins have been collectively
referred to as intermediate filament associated proteins (IFAPs) and examples include
plectin, desmoplakin, IFAP300, envoplakin and plakoglobin (Green et al., 1992; Ruhrberg
et al., 1996; Skalli et al., 1994; Stappenbeck et al., 1993; Wiche et al., 1993). Inactivation
of Bpagl by gene targeting in mice causes dystonia musculorum, fragile skin epithelia and
keratin filament dissociation from the inner plate of hemidesmosomes (Guo et al., 1995).
Cell culture experiments where NFs and F-actin co-align in the presence of transfected
neuronal dystonin also suggest that it functions as a cytoskeleton crosslinker protein in the
nervous system (Yang et al., 1996). Dystonin is localized in cell bodies, dendrites and
axons of neurons, regions which are rich in the three elements of the cytoskeleton - F-actin,

neurofilaments and microtubules (Dalpé et al., 1998). As well, dt dorsal root axons and
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neurites from ganglia explants contain a disorganized neurofilament network and
surprisingly, the microtubule network is also severly disorganized (Dalpé et al., 1998).
These studies have suggested that dystonin is not required for establishment of neuronal

morphology but that it is essential for maintaining neuronal cytoskeletal integrity.

Different IF molecules are expressed at different stages of cardiac and skeletal
muscle development. Nestin is expressed by myoblasts during the earliest stages of
myogenesis (Kachinsky et al., 1994). While vimentin is present throughout myogenesis,
desmin remains the most abundant IF subunit at the onset of myoblast fusion and in mature
myotubes (Gard and Lazarides, 1980; Granger and Lazarides, 1979). IFs are gradually
reorganized during myogenesis and in mature muscle fibers, desmin is colocalized with
vimentin at the periphery of Z-disks (Gard and Lazarides, 1980; Granger and Lazarides,
1979; Granger and Lazarides, 1978; Schultheiss et al., 1991). Several myopathies are
associated with accumulation and disorganization of desmin (Ariza et al., 1995; Horowitz
and Schmalbruch, 1994; Vajsar et al., 1993). IFAPs may play a role in organization of IF's
within mature striated muscle. Here we have used dt mice to evalulate whether dystonin
plays a role in skeletal muscle development. We report an intrinsic muscle weakness and an

instability of skeletal muscle cytoarchitecture in dt mice.
Materials and methods
Animals

CD1 mice were purchased from Charles River Canada. The dr184 (Brown et al., 1994a;

Kothary et al., 1988), d24J (Bernier et al., 1995), dt27J lines have been described before.



86

Measurement of diaphragm contractility

All procedures were as described before (Q EL Dwairi, 1997). Briefly, mice were
anaesthetized and the entire diaphragm was rapidly excised and immersed in a chilled (4°C)
equilibrated Kreb’s solution for further dissection. A narrow diaphragm strip (3-4 mm
wide) was dissected and mounted in a Plexiglass muscle chamber that was immersed in a
bath continuously perfused with equilibrated Kreb’s solution, which contained 0.15% w/v
of Reactive orange 14 (R-8254, Sigma Chemical). The diaphragm strip was left to
equilibrate before the central tendon was attached to a micrometer mounted force
transducer. The electrical stimulation to elicit isometric tetanic contractions of the diaphragm
strip was delivered with a square wave pulse stimulator via platinum electrodes mounted n
the muscle chamber. The final stimulation current density, the frequency of single pulses,
and the train duration was ~290 mA, 100 Hz, and 600 ms respectively. Isometric forces
were normalized in Newton/cm’. The peak force (N/cmz) was measured for each
contraction produced during the course of the experiment. The fatigue protocol consisted of
stirhulating the diaphragm strip repeatedly with the same stimulation paradigm mentioned

above, but at a rate of 2 s-! for three minutes.

Antibodies

A guinea pig polyclonal antibody against the N-terminal region of dystonin
(gpAC1) has been described (Dalpé et al., 1998). Phalloidin-rhodamine was purchased
from Sigma (USA). The antibody against desmin (D3) was purchased from Hybridoma
Bank (USA). The biotinylated anti-IgG (guinea pig), the rhodamine conjugated
streptavidin, the AMCA conjugated streptavidin and the streptavidin conjugated with 1 nm
gold particles were purchased from Jackson Immunoresearch. The biotinylated antibody
against mouse IgG was from Vector (Ontario). The peroxidase conjugated streptavidin was

obtained from Amersham (Canada). The anti-vimentin antibody and the FITC conjugated
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mouse anti-IgG were gifts of Dr. Anne-Marie Mes-Masson and Dr. Yves Raymond

respectively.

Cell cultures

The C2C12 cell line was obtained from ATCC (USA). Cells were grown in DMEM
containing 10% FBS. When cells reached confluency, the medium was changed for
DMEM containing 10% horse serum to induce myogenic differentiation. Primary myoblast
cell cultures from newborn mice were established according to the culture conditions of
Cusella-De Angelis (1994). Briefly, hind limb muscle was dissected in PBS, transferred
into trypsin, cut into small pieces, and incubated at 37°C for 30 minutes. After trituration
with a Pasteur pipette, the cells were resuspended in DMEM containing 5% FBS and 3%
chick embryo extract, and plated on gelatin coated culture dishes. Myoblasts were allowed
to differentiate for 10 days to become contracting myotubes. The same procedure was
applied for myoblast cultures of dtT84/4tT84 newborn mice. The whole litter progeny of a
cross between heterozygous parents were processed the same way. Genomic DNA from
each individual was extracted from a tail biopsy and a diagnostic PCR at the df locus was
performed to identify dtT84/4t184 mice. For ultrastructural analysis, the culture media was
removed and replaced by a fixative containing 0.1 M cacodylate (pH 7.4) and 3.5%

glutaraldehyde. Cells were fixed for 30 minutes and processed for electron microscopy.

Myoblasts from a newborn wild type mouse were immortalized according to a
protocol modified from Pincon-Raymond (1991). Myoblasts were allowed to adhere to
gelatin coated culture dishes for 36 hours in DMEM containing 20% FBS and 1% chick
embryo extract. Cells were co-transfected with 1 pg of pSV2ZNEO and 10 pg of
pBAPPYLT (kind gift of Dr. A-M Mes-Masson). The plasmid pBAPPYLT encodes the

large T antigen of the polyoma virus under the control of a f-actin promoter. Cells were

subjected to G418 selection and individual clones were picked. One of these clones, the



88

myoA.0 cell line, has the ability to form myotubes in the differentiation medium described

above.

Immunohistochemistry

Immunocytochemistry was performed on cryostat sections of limb skeletal muscle
from P15 mice. The sections were permeabilized with 0.3% Triton X-100 and treated with
2 mg/ml sodium borohydride. The gpAC1 antibody was used at a dilution of 1/200. Bound
antibodies were detected using a biotinylated anti-guinea pig IgG and streptavidin
conjugated horseradish peroxidase. Sections were incubated in DAB (diaminobenzidine
tetrahydrochloride, Sigma, USA) and H202 to reveal the peroxidase activity (Harlow and
Lane, 1988). Sections were dehydrated and mounted with Permount for light microscopy
observation. Immunofluoresence was performed similarly on cells fixed with 4%
paraformaldehyde, except that bound antibodies were detected using rhodamine or AMCA
conjugated streptavidin. Double antibody labeling experiments using mouse and guinea pig
antibodies were performed with biotinylated guinea pig anti-IgG, rhodamine conjugated
streptavidin and FITC conjugated mouse anti-IgG . Cells labeled to visualize actin filaments
were incubated for one hour with phalloidin-rhodamine according to the manufacturers'
instructions. Cells labeled with streptavidin conjugated with 1 nm gold particles were

detected using the silver enhancement kit from Amersham (USA).

Histology

For EM analysis of skeletal muscle, mice were anaesthetized and perfused with
fixative containing 0.1 M cacodylate (pH 7.4), 3.5% glutaraldehyde. Skeletal muscle from
limb was dissected in the fixative and incubated for 5 hours in the same fixative. Muscles
were treated with 1% osmium for one hour, dehydrated and embedded in resin. Sections

were collected on grids, stained with lead citrate and observed in EM.
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Northern blot analysis

Approximately 10 pg of total RNA was used in Northern blot analysis as described
previously (Brown et al., 1995a). Probes consisted of a cDNA fragment from mouse Dst
(Brown et al., 1995a), mouse myogenin (Edmondson, 1989) and desmin (Li et al., 1994)
cDNA fragments and the human GAPDH cDNA (Tso et al., 1985). Denervation of hind
limb muscle was surgically performed on adult CD1 random-bred mice as described
(Sedehizade et al., 1997). Denervated mice were allowed to live 4 days before being
sacrificed for mRNA extraction in hind limb skeletal muscle. The left hind limb of each
mice was denervated and, the right one served as a source for non-denervated skeletal

muscle.

RT-PCR analysis

RNA from hind limb skeletal muscle and cell culture was extracted as described
(Brown et al., 1995a). First strand cDNA synthesis was performed using a cDNA
synthesis kit from GIBCO-BRL according to the manufacturers' instructions. RT-PCR
was performed as described (Bernier et al., 1996). Primers used in this study are: x-
CTGCTCTAGACAGAGTGAACAAGAGTC; y- CTACATGTACGTGGAGGAGCA; v-
GAGGGCTGTGCTTCGGATAG; w- CATCGTTTGCACCAATGCC; z-
CTGGACTCCCGACTCTAATC.

Protein analysis

Mouse skeletal muscle was extracted directly in protein sample buffer (Laemmli,
1972). For comparative analysis between mutant and wild type animals, we used
phenotype stage and wild type animals of the same age (P15). Equal amounts of proteins
(about 50 pg) were separated on a denaturing SDS-polyacrylamide gel and transferred to a
nitrocellulose membrane (Hybond extra-c, Amersham, Canada) by electroblotting (Harlow

and Lane, 1988). Membranes were blocked in PBS supplemented with 3% BSA and
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skimmed milk powder at 5% for 3 hours. All antibodies were incubated at room
temperature in PBS containing 3% BSA. The gpAC1 antibody, the biotinylated secondary
antibodies and streptavidin-peroxidase were incubated for one hour. Immunoreactive
proteins were detected with an enhanced chemiluminescence kit (ECL, Amersham, Canada)

according to the manufacturers' instructions.

Green Fluorescent fusion protein

To generate the construct GFP-ABD, a DNA fragment comprising nucleotides from
368 to 1435 of the sequence under accession number U25158, was subcloned in frame into
the plasmid pEGFP-C2 (Clontech). Plasmid GFP-IFAD was generated by subcloning a
DNA fragment comprising nucleotides 1470 to 2759 of the mouse Bpagl 3' cDNA
sequence (Amagai et al., 1990) into the plasmid pEGFP-C2. The GFP-linker construction
was generated from the GFP-ABD construct fused with the IFAD described above. The
resulting construct (GFP-linker) encodes a GFP-tagged fusion protein comprising of the
ABD of dystonin in fusion with the C-terminus of dystonin. All subcloning was performed
as described (Sambrook et al., 1988). COS-1 cells were transiently electroporated with

these constructs and viewed by immunofluorescence after three days.
Results

Skeletal muscles from dtT84/drT€4 mice are weak and fragile

Diaphragm muscle preparations dissected from dtT84/4:T84 mice and their wild
type littermates were used to evaluate the maximum force (MF) generated during isometric
contractions in vitro. MF generated by diaphragm muscle from P12 wild type mice was
averaged at 11.5 N/cm2. However, diaphragm preparations from drT84/d4rT84 mice only
reached a MF value of 5 N/cm? (Figure 1A). An expected force decline was observed in

both wild type and dtT84/d:Tg4 diaphragm preparations in response to a fatigue protocol
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(Figure 1A). Force recovered by diaphragm of wild type mice following fatigue reached a
value of 8 N/cm2, which represents 70% of the MF (Figure 1B). In contrast, dtT84/q:184
diaphragm preparations never recovered from the fatigue protocol and a continuous force
decline was observed (Figure 1B). To assess possible sarcolemmal damage before or after
mechanical stress, a low-molecular weight fluorescent dye (reactive orange 14), to which
intact muscle cells are impermeable, was added to the Kreb's buffer perfusing the
diaphragm muscle preparations before initiation of the fatigue protocol. Before the fatigue
protocol, dye uptake by muscle fibers was limited (Figure 1C,E). Dye uptake by damaged
muscle fibers was observed after the fatigue phase in both wild type and mutant diaphragm
secﬁons (Figure 1D,F). However, a greater number of diT84/4tT84 fibers (19%, n=380)
incroporated the dye in comparison to wild type fibers (4%, n=435). Significant
sarcolemmal damage was mostly observed in diaphragm from P15-18 dtT84/4:T84 mice,
which were able to reach a higher MF value (averaged at 7 N/cm2) than those of P12
mutant mice (data not shown). However, MF generated by diaphragms from these older
dtT84/4tT84 mice was still lower than that in diaphragm from corresponding wild type
mice (averaged at 18 N/cmz). These data demonstrate that drT84/d:T84 diaphragm muscle
is weaker and more susceptible to contraction-induced sarcolemmal damage than that of

wild type littermates.

Ultrastructural abnormalities in dtT84/dtT84 skeletal muscle

Disorganization of muscle cytoarchitecture is a possible explanation for weakness
and fragility of dtT84/dtT84 skeletal muscle fibers. Haematoxilin-eosin stained sections of
hind limb skeletal muscles from P15 dt784/dtT84 mice and their wild type littermates
displayed no obvious differences (data not shown). This was similar to that reported by
others (Dowling et al., 1997) for the Bpagl-- mouse. However, electron microscopy (EM)
analysis of these tissues revealed the accumulation of mitochondria at the periphery of 45%

(n=74) of dtT84/4:T84 muscle fibers observed in sections (Figure 2B). Peripheral clusters
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of mitochondria were never observed in wild type skeletal muscle sections (Figure 2A).
Moreover, hypercontraction was observed in drT84/4:Tg4 Jongitudinal sections of P15
hind limb skeletal muscle as seen by a 50% reduction in sarcomere length when compared
to wild type muscle (data not shown). A similar phenotype was observed in hind limb
skeletal muscle from P3 dt184/4t184 mice (Figure 2C,D). Collapse of cytoarchitecture was
observed locally within muscle fibers from P3 dtT84/4¢784 mice (Figure 2 D,F,H). This
phenotype was never observed in corresponding wild type tissues (Figure 2 C,E).
Accumulation of mitochondria at the periphery of muscle fibers was also observed in P3
diT84/4:T84 mice (Figure 2G). Z-disks from diT84/4t184 muscle fibers appeared thicker
than those from wild type (Figure 2 C-F), suggesting that there was accumulation of dense

material at these sites.

Muscle development is normal in ditTg4/4tT84 skeletal muscle
Neurodegeneration in the sensory part of the nervous system may modulate skeletal
muscle development in dt184/4:184 mice. On the other hand, mutation in Dst could directly
influence the initiation of myogenesis in dtT84/d1T84 mice. To evaluate whether there is
abnormal muscle development in drlg4 mice, hind limb skeletal muscle mRNA levels for
desmin and myogenin were analyzed. Myogenin and desmin are well known mRNA
markers that are still expressed at high levels during neonatal limb skeletal muscle
development (Eftimie et al., 1991). Myogenin mRNA expression is considerably reduced
at P15, and at that stage, its levels are only induced in denervated or regenerating muscle
(Eftimie et al., 1991; Fuchtbauer and Westphal, 1992; Sedehizade et al., 1997). In P3
mice, hind limb skeletal muscle RNA levels for desmin and myogenin were comparable
between three different samples from drl84/diT8 4 mice and their wild type littermates
(Figure 3A). Myogenin mRNA levels were induced in adult wild type mice in response to
surgical denervation of hind limb skeletal muscle when compared to non-denervated muscle

(Figure 3C). In P15 mice, comparably low myogenin levels were detected in skeletal
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muscle mRNA from three different alleles of df (@24, d277 and diT84) and wild type
mice (Figure 3B). Thus the Dst mutation and the neuropathy in df mice did not adversely

affect muscle development per se.

Abnormal cytoarchitecture in dtT84/4tT84 myotube cultures

Cells from primary myoblast cultures of both dtT84/drT84 and wild type genotypes
fused into multinucleated myotubes after two days of culture, suggesting that mutation in
dystonin did not affect myoblast fusion. When cultures were allowed to differentiate for ten
more days to become contracting myotubes, wild type myotubes were able to
spdntaneously contract in culture dishes. By comparison, dr184/4:Tg4 myotubes displayed
only weak contractions. Ultrastructural analysis using EM confirmed the presence of a
normal cytoarchitecture in wild type myotubes (Figure 4A). Numerous completely
assembled myofibrils were observed (Figure 4A). In contrast, drT84/d:T84 myotubes
contained few myofibrils which were incompletely assembled as evidenced by absence of
Z-disk material (Figure 4B). Abnormal distribution of mitochondria within dr784/drT84
myotubes was also observed (Figure 4B). These experiments allow us to conclude that an

intrinsic muscle defect, that affects the cytoarchitecture, exists in dt mice.

Dystonin has a functional actin binding domain

The ability of the ABD, located in the N-terminal portion of dystonin, to associate
with actin filaments was assayed by transfection of a DNA construct encoding this domain
fused to the C-terminus of a green fluorescent protein (GFP-ABD). After transient
transfection into COS-1 cells, we observed a filamentous cytoplasmic GFP-ABD
fluorescence pattern (Figure 5A). Double staining of these cells with phalloidin-rhodamine
demonstrated a perfect overlap between GFP-ABD fluorescence and actin stress fibers
(Figure 5B). The GFP-ABD fluorescence was not localized in actin-rich ruffling at the

cortex of cells (see arrow in Figure 5B). By comparison to the GFP-ABD fusion, the
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control GFP expressing vector when transfected into COS-1 cells, resulted in a

predominantly nuclear localization (Figure 5C).

Dystonin C-terminal domain associates with intermediate filaments

The C-terminal region of dystonin has a strong similarity with other IFAPs like
plectin and desmoplakin (Green et al., 1992). We assayed the activity of this domain in the
context of a GFP fusion protein (GFP-IFAD) in COS-1 cells. After transient transfection, a
punctate fluorescence pattern distributed in the cytoplasm and also accumulated in the
perinuclear area was observed (Figure 5D). This fluorescence pattern was different from
the one observed for the control GFP expressing vector (Figure 5C). To investigate a
possible association with IFs, these transfected COS-1 cells were subjected to
immunolabelling with a vimentin antibody. Interestingly, the fluorescence from the GFP-
IFAD protein was mostly restricted to areas of the cell rich in vimentin filaments (compare
Figure 5E, F). High magnification views demonstrated that most of the punctate pattern
overlapped with vimentin filaments (see examples denoted by arrows, Figure 5E and F) in

individual cells.

A dystonin mini-gene relocates actin filaments towards IFs

| Transfection studies of full length dystonin demonstrated that this protein has the
ability to co-align actin filaments and neurofilaments (Yang et al., 1996). We have fused
the IFAD of dystonin to the C-terminal region of GFP-ABD to generate a GFP-tagged
dystonin mini-protein (GFP-linker). COS-1 cells transiently transfected with this construct
were subjected to immunofluorescence using phalloidin-rhodamine, vimentin and o-tubulin
antibodies. In all expressing cells, we have observed a perfect overlap between the GEFP-
linker and actin filament fluorescence. Cells expressing low levels of the GFP-linker
displayed perfect association with actin stress fibers of normal appearance (similar to

Figure 5A), but not with vimentin or tubulin (not shown). Cells displaying strong GFP-
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linker fluorescence contained speckled accumulations of the GFP-linker protein, dispersed
throughout the cytoplasm as well as in the perinuclear area (Figure 6C). This fluorescence
pattern is similar to the one observed with transfected GFP-IFAD (Figure 5D).
Surprisingly, actin stress fibers were not present in these cells but actin filaments were
rather relocalized into the same sites where we have observed GFP-linker protein
accumulation (Figure 6D and high magnification views in Figure 6E,F). Both GFP-linker
and actin filaments were co-localized with the vimentin filament network (Figure 6G).
Actin stress fiber relocalization was observed in 36% (n=107) of GFP expressing cells;
within this cell population 3% of the cells expressed low levels, 22% expressed medium
levels and 75% expressed high levels of GFP-linker. No GFP-linker fluorescence was
localized at the cell cortex, as observed for the GFP-ABD construct described above.
Cortical actin filaments were not reorganized in response to GFP-linker overexpression
(Figure 6F). Microtubule and vimentin organization was not affected in these cells (data not
shown). Actin filament relocalization was also never observed in COS-1 cells transfected
with either the control GFP expressing vector (Figure 6 A,B), GFP-ABD (Figure 5 A,B)
or GFP-IFAD (data not shown).

Dst is expressed in skeletal muscle

Northern blot analysis of RNA from hind limb skeletal muscle demonstrated the
presence of an ~18 kb Dst transcript (Figure 7A). This transcript is larger than the neuronal
Dst transcript (15 kb), and is specific to muscle (Figure 7A). Both 15 and 18 kb Dst
transcripts were detected in an immortalized mouse myoblast cell line (myoA.0) in which
myogenin is highly expressed (Figure 7B,C). A similar hybridization pattern was also
observed in non-differentiated C2C12 myoblasts (Figure 7D). Interestingly, levels of the
15 kb transcript decrease as C2C12 myoblasts differentiate into contracting myotubes
(Figure 7D). In the nervous system, at least two Dst transcripts are present and differ only

in their extreme 5' ends (Brown et al., 1995a). RT-PCR analysis using primers specific to
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each of these alternate transcripts demonstrated that both isoforms were expressed in
skeletal muscle, as well as in the myoA.0 line (Figure 7E). The dtT84 mice have a
transgene insertion at the dt locus that is accompanied by a deletion of 45 kb of host
genomic sequences (Brown et al., 1994a). This resulted in deletion of two alternate exons,
A and A' (Figure 7E), that are part of the two neuronal Dst transcripts (Brown et al.,
1995a). RT-PCR analysis on RNA from diT84/4iT84 skeletal muscle was performed and
as expected no specific bands were amplified (Figure 7E). RT-PCR primers in exons
flanking the deletion of genomic DNA in drT84 were used to assess whether transcripts, in
which the transgene insertion was spliced out, were present. RT-PCR bands corresponding
to the predicted size and hybridized with a specific internal probe were present only in
amplification performed with cDNA from wild type P17 skeletal muscle, dt184/+ primary
myotube culture, and myoA.0, but not in cDNA from dtT84/d:T84skeletal muscle and
diT84/4rTg4 primary myotube culture (Figure 7E). This indicates that in diT84/4rTe4
muscle cells, both alternative Dst transcripts are affected, and that very few if any

transcripts exist that contain exons downstream of the deletion in dtT84.

We have previously described the generation of an antibody against an N-terminal
epitope of dystonin (gpAC1 polyclonal antibody) (Dalpé et al., 1998). This antibody
specifically identifies dystonin in the nervous system using either immunohistochemistry or
Western blot analysis (Dalpé et al., 1998). Using this antibody, a high molecular weight
protein was detected in Western blot analysis of skeletal muscle protein extracts from hind
limb or diaphragm muscle of wild type mice but not in comparable protein extracts from
dr184/4:T84 mice (Figure 8A). This protein had a slower migration than the one present in
spinal cord (Figure 8A) and it was present at lower levels. A Western blot performed with
proteins from myoA.0 cells revealed a protein band with a molecular weight similar to the
protein identified in skeletal muscle (Figure 8B). In the same extract, a protein with a faster

migration was also detected, but its nature remains unknown. This analysis confirms that
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Dst is expressed in skeletal muscle and in myogenic cell lines at both RNA and protein
levels. Deletion of two exons that are part of different muscle Dst isoforms, results in loss

of RNA and protein expression of Dst in drT84 muscle.

Dystonin expression coincides with desmin during myogenesis

Expression of dystonin in myoblasts and muscle was further investigated by
immunocytochemistry. C2C12 cells were plated in differentiation media to induce
myogenesis. One day after induction of myogenesis, cells were fixed and processed for
double antibody immunofluorescence. In a subset of non-fused myoblasts (15%), an
induction of desmin was detected (Figure 9A). Interestingly, dystonin levels in these cells
were also increased (Figure 9B). In the cells where desmin was not yet induced, dystonin
was correspondingly present at low amounts. We have also characterized dystonin
expression in the cell line myoA.0, that spontaneously differentiates into myotubes (Figure
9C). In this cell line, high dystonin levels were observed in multinucleated myotubes when
compared to non-fused myoblasts (Figure 9D). This analysis was extended in vivo 10
characterize the expression of dystonin in limb skeletal muscle from P15 mice. A
peroxidase reaction product within skeletal muscle fibers from wild type mice was detected
(Figure 9F) but not in similar sections from diT84/4:T84 littermates (Figure 9E). A high
magnification view of the wild type section shown in Figure 9F revealed a striated

peroxidase pattern (Figure 9G).

Discussion

In both epithelial and neuronal cells, mutation of the Dst gene results in
cytoskeleton disorganization and cellular dysfunction (Brown et al., 1995a; Guo et al,,
1995). In this study we provide evidence for weakness and cytoarchitectural abnormalities

in skeletal muscle of dtZ8 4/4:T84 mice. An intrinsic ultrastructural defect was observed in
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primary myotube cultures from dtT84/d:T84 mice. Both GFP-tagged N-terminal actin
binding and C-terminal IF association domains of dystonin are functional in vivo.
Moreover, a transfected linker protein comprising both of these two domains relocates actin
stress fibers to the IF network. Dystonin and desmin levels are increased simultanously
during myogenesis, and in adult skeletal muscle both of these proteins are localized to Z-

bands.

Force generated by diT84/4tT84 diaphragm muscle before or after fatigue is
considerably lower than that from wild type littermates. The force decline after fatigue
suggests that there is an intrinsic structural instability in dtT84/q:T84 diaphragm muscle,
preventing post-fatigue force recovery. dtTe4/dsTg4 diaphragm muscle not subjected to
mechanical stress did not contain damaged fibers, suggesting that in vivo, diaphragm
muscle from df mice has little or no damage. In experiments in which a mechanical stress
was applied in vitro to dtTg4/d1;Tg4 diaphagm muscle, significant damage was observed.
These results are similar to those obtained for the diaphragm muscle of mdx mice, in which
a 5 fold increase of sarcolemmal disruption was observed in vitro after contraction-induced
stress (Petrof et al., 1993). The only difference is that sarcolemmal damage is observed in
mdx diaphragm muscle before experimentation, suggesting that some damage is induced in

vivo (Petrof et al., 1993).

EM observation on skeletal muscle from P15 dt184/d:784 mice revealed
relocalization of mitochondria to the periphery of muscle fibers. Hypercontraction was also
observed in all fibers analyzed. Analysis of neonatal dtT84/4rT84 1imb skeletal muscle also
revealed a similar phenotype and in addition the presence of a locally disorganized
cytoarchitecture, indicating a more severe fragility of muscle fibers. Dystonin, the protein
mutated in dt, is a cytoskeleton linker between F-actin and IFs. Based on this, we conclude

that the above mentioned abnormalities in dt muscle are a result of cytoskeleton
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disorganization. It is interesting to note that mitochondria have been shown to be associated
with Z-disks and that desmin filaments link Z-disks to mitochondria (Tokuyasu et al.,
1983a; Tokuyasu et al., 1983b). Vimentin/desmin filaments are also localized between
adjacent Z-disks and, between Z-disks and sarcolemma (Granger and Lazarides, 1979;
Tokuyasu et al., 1983a; Tokuyasu et al., 1983b). Given this specific localization, muscle
IFs are thought to be structural links that maintain the myofibrils stacked together and
integrated with the sarcolemma. The hypercontraction and cytoarchitectural disruption
observed in dt skeletal muscle could have been caused by loss of a linker protein between
IFs and F-actin rich areas like the sarcolemma and Z-disks. In keeping with these
observations, desmin gene targeting in mice has been shown to result in a severe
cytoarchitectural defect in cardiac and skeletal muscle (Li et al., 1996; Milner et al., 1996).
Histological analysis of different muscle types in desmin~- mice suggests that the more
active the muscle is in vivo, the more severe is the degeneration. Examples of this are the
cardiac and diaphragm muscles which are both constantly active, and display frequent
degeneration in desmin~/- mice (Milner et al., 1996). Local disruption of muscle
cytoarchitecture was observed in desmin”- mice (Milner et al., 1996), as in drT84/4:Te4
mice, suggesting a maintenance role for desmin and dystonin, rather than a role in the
establishment of cytoarchitecture. A less severe phenotype is observed in P15 drT84/ds 184
mice, than in desmin knockout mice and P3 drT84/4:T84 mice, suggesting redundancies of
muscle crosslinker proteins may be having an influence in more mature muscle. An actin-IF
linker protein that is known to be expressed in mature muscle is plectin. Plectin and
dystonin share high sequence similarity throughout their entire coding sequences (Elliott et
al., 1997). Mutations in the human PLECTIN gene have been associated with EBS-MD, a
disease chararacterized by skin blistering, muscular dystrophy and desmin disorganization
(Chavanas et al., 1996; Errante et al., 1994; Gache et al., 1996; McLean et al., 1996;
Pulkkinen et al., 1996; Smith et al., 1996). A targetted mutation in the mouse plectin gene

has recently been described to result in loss of skin and muscle cytoarchitectural integrity



100

(Andri et al., 1997). Interestingly, both dystonin and plectin loss of function, result in a
mild skeletal muscle phenotype when compared to the more severe phenotype observed in
desmin”- mice, as judged by the number of degenerating muscle fibers observed in
haematoxilin-eosin stained sections. This may indicate that each of these crosslinker
proteins participate in anchoring of IFs in muscle fibers , and that in the absence of one, the

other may compensate.

To evaluate a possible involvement for dystonin in myogenesis, we studied primary
myoblast cultures from dtT84/d:T84 newborn mice and their wild type littermates.
dtTg 4/dT84 myoblasts grown for 48 hours formed multinucleated myotubes of normal
appearence. This suggests that mutation in Dst does not perturb myoblast survival and
fusion, and is in keeping with the fact that muscle development proceeds normally up to
birth in dtT84/dtTg4 mice. Normal expression of muscle development markers like
myogenin and desmin also confirms that myogenesis is initiated normally in dsT84/4iTg4
mice. No up-regulation of myogenin mRNA levels was observed in skeletal muscle of P15
mice from three different dt alleles. This is in contrast to inherited motor neuron
degeneration syndromes like wobbler, muscle deficient and progressive motor
neuronopathy, where myogenin is up-regulated as a result of muscle denervation (Eftimie
et al., 1991; Sedehizade et al., 1997). Thus, it appears that the sensory neurodegeneration
syndrome of df mice does not result in muscle denervation, at least at two to three weeks of

age, and the observed muscle deficiencies are independent of the neuropathy.

diT84/4:T84 myoblasts allowed to differentiate in culture were never observed to
reach the contracting myotube stage. While wild type myotubes were able to spontaneously
contract in the culture dishes, dff84/dt184 myotubes displayed only weak contractions. In
contrast with wild type myotubes, only few myofibrils and a complete absence of Z-disk

material was observed in dt184/dt184 myotubes. This is indicative of a role for dystonin in
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the process of myofibril and Z-disk assembly. Myofibrils are assembled in at least two
different steps characterized by o-actinin containing Z-lines that become oriented laterally
and by the subsequent co-localization of desmin with these newly formed myofibrils (Gard
and Lazarides, 1980). Another study has reported that myotubes expressing a truncated
desmin protein contained a dismantled vimentin/desmin network but, despite this IF defect,
displayed normal striated myofibrils (Schultheiss et al., 1991). These studies suggest that
IFs are not essential in myofibril assembly. Dystonin and IFs could participate later in this
process by maintaining the integrity of assembled myofibrils. Abnormalities of myofibrils
and Z-disks are also observed in vivo as evidenced by the presence of thick Z-disks and
disassembly of myofibrils in drT84/d:Te4 skeletal muscle. Mitochondria accumulated in
clusters were observed in both dtT84/d:T84 myotubes and in skeletal muscle, suggesting
that the cytoskeletal disruption in muscle cells also affects mitochondrial distribution. This
aberrant mitochondrial accumulation likely results from the impairment of desmin filaments
to anchor mitochondria with Z-disks in diT84/4:T84 myotubes and skeletal muscle.
Therefore, the possibility exists that dystonin and desmin work together to anchor
mitochondria to Z-disks since, in desmin”- mice, mitochondria organization is lost as well

(Milner et al., 1996).

We have confirmed that the ABD at the N-terminus of dystonin associates in vivo
with actin stress fibers. We have also evaluated the ability of the dystonin C-terminal
domain to associate with IFs. This region has been shown to associate with keratin
filaments in epithelial cells (Klatte and Jones, 1994), and with neurofilaments in vivo and
in vitro (Yang et al., 1996). We show here that transfected GFP-IFAD is distributed
perinuclearly and throughout the cytoplasm, and associated with vimentin filaments in a
periodic fashion. Yang et al. (1996) have shown previously that a full length dystonin
molecule can co-align F-actin and neurofilaments. We have now shown that a mini-gene

construct consisting of both the ABD and the IFAD of dystonin, but lacking the large
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internal rod domain, was able to displace actin filaments towards IFs if expressed at high
levels. Interestingly, actin filaments were relocalized with the GFP-linker into cytoplasmic
particles. The localization of these particles around the nucleus and their distribution in the
cytoplasm overlapped with vimentin filaments. In transfected cells with low GFP
fluorescence, the GFP-linker was functioning like an actin binding protein only and in this

context, actin filament relocalization was not observed.

We have previously reported the expression of a unique 18 kb Dst transcript in
cardiac muscle (Bernier et al., 1995; Bernier et al., 1996). In the present study, we have
extended this analysis and demonstrate Dst expression in skeletal muscle and myogenic cell
lines. RT-PCR analysis demonstrated that at least two isoforms, represented by
alternatively spliced 5' exons A and A' (Brown et al., 1995a; Brown et al., 1995b), are
expressed in skeletal muscle. These isoforms are expressed in skeletal muscle from wild
type mice but not from dtT84/d4:T84 mice. Using a polyclonal antibody against an N-
terminal epitope of dystonin (Dalpé et al., 1998), we detected a high molecular weight
protein in skeletal muscle from P15 wild type mice but not from drT84/4:Tg4 mice. The
higher molecular weight of dystonin in muscle may represent additional coding sequence to
the polypeptide sequence previously described for the nervous system (Brown et al.,
1995a; Brown et al., 1995b), or may be the same polypeptide that is post-translationally

modified.

Dystonin expression was characterized during differentiation of C2C12 cells. Soon
after the addition of differentiation media, individual myoblast cells start to express desmin.
It is known that in myogenic differentiation, vimentin is down-regulated while desmin
accumulates (Gard and Lazarides, 1980; Tokuyasu et al., 1984). Dystonin levels were
found to be significantly increased in the cells that are induced to express desmin. Dystonin

levels are also higher in differentiated myotubes than in non-fused myoblasts in myoA.0O
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and in C2C12 cell lines. The parallel between desmin and dystonin expression during
myogenesis may indicate that dystonin is implicated in terminal differentiation of myotubes
and skeletal muscle fibers. Indeed, abnormalities are observed only in terminally
differentiated dt184/4tT84 myotubes. Inmunocytochemistry analysis using the gpAC1
antibody showed that dystonin is expressed within wild type skeletal muscle fibers, and not
within similar muscle fibers from dt184/dT8€4 mice. Interestingly, the peroxidase signal
appears as a striated pattern, suggesting that dystonin is localized in Z-bands. This pattern
is similar to the one observed by others with desmin and plectin antibodies in skeletal
muscle (Gache et al., 1996). This in vivo localization suggest that dystonin is not only co-
induced with desmin, but that they may physically interact and in this way, stabilize

myofibrils and Z-disks.

Desmin accumulation and disorganization is a common feature of several
myopathies and could be part of the initial events in the pathogenesis of these diseases.
Since dystonin is a potential organizer of desmin filaments, it is a candidate gene to be
mutated in hereditary myopathies and cardiomyopathies where cytoarchitecture
disorganization is observed. The skeletal muscle phenotype in dt mice is similar to lesions
that were observed in a human hereditary myopathy that is characterized by desmin
aggregation in skeletal muscle and, by neurofilament accumulation in degenerating
peripheral nerves (Ariza et al., 1995). It is then tempting to speculate that a common
crosslinker protein, like dystonin, is responsible for disorganization of IFs in both the

nervous system and muscle fibers of these patients.
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Figure 1. Measurement of diaphragm contractility and of sarcolemmal damage in
diT84/4tT¢4 mice. Examples of normalized force (N/cm?) recorded during the fatigue
protocol (A) and in the recovery phase (B) of a contractility experiment performed with P12
drT84/4t184 and wild type mice. The normalized force presented on the diagrams are
averaged values obtained from two animals of each genotype. All mice were from the same
litter. C-F, cross-sections of diaphragm muscle from wild type (C, D) and d¢t!84/diT %4
mice (E, F) that were perfused with the procion orange fluorescent dye during contractility
experiments. Sections from intact diaphragm muscle (C, E) and those taken from the

recovery phase (D, F) are shown. Original magnification is 400x.
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Figure 2. Cytoarchitectural disruption in drT84/diT84 skeletal muscle. EM sections of hind
limb skeletal muscle from P15 wild type (A) and diT84/4T84 (B) mice. An example of
clusters of mitochondria accumulated at the periphery of the fibers is indicated by the arrow
in B. In C to H, are shown EM sections of hind limb skeletal muscle fibers from P3 wild
type (C,E) mice and of their dtT84/4:T84 (D,F,G,H) littermates. Locally disrupted
cytoarchitecture was observed only in dtT84/4:T84 fibers (D). Reduction of sarcomere
length is observed in areas of dt{84/dtT&4 fibers where myofibrils are not disassembled.
Sarcomere length in dit784/dtT84 fibers (D) is reduced by approximately 50% in
comparison with wild type fibers (C). Note the thick appearance of Z-disks in drT84/4i T84
fibers (F) in comparison with those of wild type (E). Clusters of mitochondria are also
observed in P3 di184/d:T84 fibers (arrow in G). Myofibrils are disassembled in
diT84/d:T84 skeletal muscle fibers (H). Scale bar for A-D and G, 2 um. Scale bar for E-F
and H, 1 pm.
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Figure 5. GFP-ABD and GFP-IFAD associate with actin and intermediate filaments
respectively. In A and B, COS-1 cells were transiently transfected with GFP-ABD. The
endogenous fluorescence from GFP-ABD results in a cytoplasmic and filamentous pattern
(A). The same cells were labeled with phalloidin-rhodamine to visualize F-actin (B). A
perfect co-alignment of GFP-ABD with F-actin is observed except for the cortex (arrow).
Original magnification in A and B is 400x. The control GFP-expressing vector, when
transiently transfected in COS-1 cells, results in a predominant nuclear localization (C). In
D to F, COS-1 cells were transiently transfected with GFP-IFAD. The endogenous
fluorescence from GFP-IFAD appears as a punctate pattern which is distributed throughout
the cytoplasm but that is predominant in the perinuclear area (D). High photographic
magnification views of the region indicated by the white arrow (in D) are presented in E
and F. These cells were labeled using immunofluorescence to visualize vimentin filaments
(F). Examples of the punctate fluorescence pattern from GFP-IFAD (E) coinciding with
vimentin filaments (F) are denoted by white arrows. The original magnification in C to Fis
630x.
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Figure 6. A GFP-tagged dystonin mini-protein (GFP-linker) displaces actin stress fibers to
the IF network. Cells in A and B were transiently transfected with the control GFP
expressing vector. Expression of the GFP protein does not perturb the organization of actin
stress fibers (small white arrows) and cortical actin filaments (large white arrows). In C to
G, cells were transiently transfected with GFP-linker and labeled with phalloidin-
rhodamine (D, F) and with a vimentin antibody (G). Overexpression of GFP-linker results
in a speckled GFP fluorescence pattern that is distributed throughout the cytoplasm and in
the perinuclear area (C). Note the high similarity with the fluorescence pattern obtained
with GFP-IFAD (in Figure 5D). F-actin associated fluorescence (D) in these cells generally
overlap that of GFP-linker (C). High photographic magnification views of the region
indicated by the white arrow (in C,D) are presented in E.F. F-actin (F) is localized in the
same cytoplasmic sites where GFP-linker (E) is localized. GFP-linker (E) and F-actin (F)
are co-localized with the vimentin filament network (examples denoted by arrows in E, F,
G). Note that cortical actin filaments are not relocalized to GFP-linker (arrowheads in F).
The original magnification is 400x.
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Figure 7. Expression of two Dst isoforms in skeletal muscle and myogenic cell lines. In A,
total RNA from two samples of brain and hind limb skeletal muscle of wild type mice was
resolved by agarose gel electrophoresis and hybridized with a radiolabeled Dst cDNA. A 15
kb mRNA is detected in brain RNA samples and a 18 kb mRNA is detected in skeletal
muscle RNA samples (arrows). In B, total RNA from skin and brain from a wild type
mouse, and from the cell line myoA.0, was resolved by agarose gel electrophoresis and
hybridized with a radiolabeled Dst cDNA. A 15 kb mRNA is detected in brain RNA but not
in skin RNA. However, 15 and 18 kb mRNAs are detected in myoA.O (arrows). In C, the
same membrane was rehybridized with a radiolabelled myogenin cDNA probe. myogenin
mRNA is detected only in myoA.O (arrow). In D, total RNA from C2C12 cells was
extracted at different times during myogenic differentiation (0, 3, and 5 days), resolved by
agarose gel electrophoresis and hybridized with a radiolabeled Dst cDNA. Both the 15 and
18 kb transcripts are detected in all samples (arrows in top panel). However, the intensity
of the 15 kb transcript decreases in RNA from cells differentiated for 5 days. The blot was
rehybridized with a GAPDH cDNA to monitor amount of RNA loaded in each lane (bottom
panel). For A to D, the positions of the 28S and 18S ribosomal RNAs are shown. In E (left
panel), cDNA synthesized from total RNA of P15 wild type skeletal muscle, drl84/4iTg4
skeletal muscle and the myoA.0 cell line were used in RT-PCR analysis. PCR
amplifications were resolved by agarose gel electrophoresis and visualized with ethidium
bromide. PCR bands corresponding to primers yw (iso-1, Dst isoform 1) and vw (iso-II,
Dst isoform 2) are detected only in amplifications from wild type skeletal muscle RNA and
myoA.0 RNA, but not from dr184/dsT84 skeletal muscle RNA. Each cDNA synthesis was
subjected to RT-PCR with B-actin primers to verify the fidelity of the cDNA preparations
(actin, left panels). RT-PCR amplification with primers xz was performed on cDNA
preparations from P15 wild type mice, P15 drT84/4sT84 mice, myoA.0, and myotube
cultures from dr184/+ and dr184/d:T84 newborn mice. PCR amplifications were resolved
by agarose gel electrophoresis and hybridized with the probe indicated on the map (hatched
box, bottom). A PCR band corresponding to amplification with primer xz was detected by
the probe only in cDNA amplification synthesized with RNA from skeletal muscle of P15
wild type mice, myoA.O and drTe4/+ myotubes (see arrow, right panel). A control
amplification performed with water is shown at the right.
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Chapitre 4 - Discussion
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Les souris dt sont atteintes d'une maladie neurodégénérative héréditaire dystonia
musculorum. Le géne muté chez ces souris, la dystonine (Dst), code pour une protéine
pouvant effectuer un lien entre 1'actine F et les Fls. Les domaines ABD et IFAD de la
dystonine sont fonctionnels in vivo. De plus, 1'actine F est relocalisée vers les Fls dans des
cellules exprimant une mini-protéine de la dystonine contenant ces deux domaines. Dans le
systéme nerveux, la dystonine est présente dans 1'axone, les dendrites et le corps cellulaire
des neurones. Par ailleurs, le réseau de NFs et de MTs est désorganisé a l'intérieur
d'axones dt provenant de neurones des ganglions des racines dorsales ainsi que dans les
neurites de cultures primaires de ces neurones. Ces expériences démontrent que la
dystonine est essentielle au maintien de l'organisation du cytosquelette neuronal. La
dystonine est également présente dans les muscles squelettiques, dans lesquels elle est
associée a l'actine F et aux FIs. Une mutation de la dystonine affecte 1'mtégrité de
I'architecture cellulaire des muscles squelettiques ainsi que celle de myotubes générés en
culture cellulaire. Collectivement, nos données suggérent que les souris dt sont atteintes
d'un syndrome neurodégénératif et d'un affaiblissement musculaire qui seraient initiés, au

niveau moléculaire, par la perte d'un pont inter-filaments reliant 'actine F et les Fls.

La dystonine est une protéine qui peut former un pont entre les filaments

intermédiaires et les filaments d'actine

Une protéine de haut poids moléculaire a été identifiée dans des extractions de
moelle épiniére a l'aide des anticorps gpAC1 et 10C5 . L'anticorps gpAC1 cible un épitope
dans la portion N-terminale de 1a dystonine alors que le 10C5 cible un épitope de 1a portion
C-terminale (Figure 2, chapitre 1). Malgré la présence de deux transcrits de Dst dans le
systtme nerveux, une seule protéine a été identifiée. Les analyses par Northern blot ne

permettent d'ailleurs pas la détection de deux bandes distinctes. Au niveau de I'ARNm,
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lI'isoforme I de Dst est exprimé 4 des niveaux trois fois moindre que ceux de 1'isoforme II
(résultat non présenté). Ces observations suggerent qu'il n'y a peut &tre pas assez de la
protéine dérivée de 1'isoforme I pour pouvoir distinguer les deux protéines. Il est également
possible que la différence entre les poids moléculaires de ces deux protéines soit inférieure
a la résolution de 1'électrophorese sur gel, surtout pour des protéines de cette taille. Cette
protéine n'est pas présente dans des extractions provenant de 4 alleles différents de souris
dt. Ces données corroborent des analyses par Northern blot qui démontrent que pour ces
alleles dt, les niveaux de Dst sont trés réduits ou inexistant. Nos résultats sugggrent que les
alleles drT84, 24 4277 et diAlD ne produisent pas de dystonine fonctionnelle dans le

systéme nerveux.

Nous avons également démontré que la dystonine est exprimée dans les muscles
squelettiques adultes. Cependant, des analyses par Northern blot révelent la présence d'un
transcrit de ~18 kb spécifique au muscle squelettique et cardiaque, en comparaison avec
celui de 15 kb présent dans le systéme nerveux. Les deux isoformes de Dst, caractérisés
par la présence des exons A ou A' a l'extrémité 5', sont exprimés dans des lignées
cellulaires myoblastiques. Des transcrits de 15 et ~18 kb sont exprimés dans les
myoblastes non-différenciés. Toutefois, les niveaux du transcrit de 15 kb diminuent durant
la myogenése, suggérant que l'expression du transcrit de 15 kb est restreinte aux
myoblastes. Une protéine de haut poids moléculaire a été identifiée dans des extractions de
muscle squelettique ainsi que dans des lignées cellulaires myoblastiques. Cette protéine
n'est pas détectée dans des extractions provenant de souris dt. La dystonine des muscles
squelettiques migre plus lentement que celle de 1a moelle épiniere sur gel d'électrophorése,
suggérant que des séquences codantes ou des modifications post-traductionelles sont
ajoutées au polypeptide. Cependant, la forme neuronale et musculaire de la dystonine
contiennent toutes deux une structure primaire commune, soit un ABD dans la portion N-

terminale et un IFAD dans la portion C-terminale.
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L'ABD de la dystonine posseéde une trés grande homologie avec celui de plusieurs
ABPs. La séquence de ce domaine est également conservée chez la dystonine de 1'humain
et celle du poulet (annexe 1). Nous avons vérifié l'activité du domaine ABD dans le
contexte d'une protéine de fusion GFP transfectée dans une lignée cellulaire épithéliale. La
fluorescence émanant de cette protéine de fusion est co-localisée avec les fibres de tension
des cellules transfectées. Ces analyses démontrent que ce domaine permet une association
avec l'actine F in vivo. Ces expériences ont révélé que cette protéine de fusion ne pouvait
s'associer avec l'actine F du cortex cellulaire. Cette protéine de fusion est composée de
I'ABD ainsi que du domaine codé par I'exon A (Figure 2, chapitre 1). Il est intéressant de
noter que la principale différence entre les isoforme I et II de la dystonine réside dans deux
petits domaines codés par les exons A et A' en amont 'ABD (Figure 2, chapitre 1). Ces
deux exons possedent une trés grande homologie avec leur homologue chez 1'humain
(Brown et al., 1995b) et chez le poulet (annexe 1), ainsi qu'avec les protéines mACF7 et
plectine (Bernier et al., 1996; Elliott et al., 1997). 1l est possible que ces domaines puissent
réguler la liaison de I'ABD & l'actine F en permettant ou en empéchant cette liaison. Il est
également possible qu'ils puissent moduler la spécificité de cette liaison , en permettant par

exemple, la liaison & 1'actine B ou 7y sculement.

En utilisant une stratégie similaire, nous avons voulu déterminer si le domaine C-
terminal de la dystonine pouvait s'associer aux Fls. La protéine de fusion GFP-IFAD
génere un profil de fluorescence associé de fagon ponctuelle avec les Fls. Le domaine C-
terminal de la dystonine peut lier plusieurs type de Fls, soit les filaments de vimentine
(cellules COS-1), les NFs (Yang et al., 1996) ainsi que les filaments de kératine (Klatte
and Jones, 1994). Ce domaine est d'ailleurs trés homologue a celui d'autres protéines liant
les Fls, soit la portion C-terminale de la plectine et de la desmoplakine (Green et al., 1992).

Comme la dystonine, la plectine est elle aussi exprimée dans plusieurs tissus comme le
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systeme nerveux (Errante et al., 1994), les cellules épithéliales ainsi que le muscle
squelettique et cardiaque (Gache et al., 1996). Dans ces différents types cellulaires, la
plectine est associée a plusieurs types de FIs (neurofilaments, kératine, et desmine). Ces
observations suggerent que le domaine C-terminal de ces protéines s'associe a un domaine
conservé parmi les FIs. Il existe une trés grande homologie de séquence, parmi les
différentes sous-unités des Fls, au niveau de la portion centrale hydrophobe. Ces données

suggerent que I'TFAD de la dystonine pourrait s'associer avec le domaine central des Fls.

Une protéine de fusion (GFP-linker) comprenant I'ABD et I'TFAD, mais manquant
la portion centrale de la dystonine, peut relocaliser 'actine F contenue dans les fibres de
tension vers le réseau de FIs des cellules transfectées. Cette relocalisation de l'actine F vers
les FIs démontre que la dystonine peut agir in vivo en tant que pont inter-filaments. Cette
activité n'a €t€ observée que dans les cellules exprimant de hauts niveaux de GFP-linker.
Dans les cellules contenant peu de GFP-linker, seulement I'ABD était fonctionnel. Ces
données indiquent que des hauts niveaux d'expression privilégient l'activité de liaison inter-
filaments de cette mini-dystonine. De hauts niveaux d'expression pourraient &tre
nécessaires a la dimérisation de 1'TFAD et, ainsi constituer une étape essentielle dans
l'association avec les Fls. Ce modele d'action de la dystonine expliquerait pourquoi lors
des transfections avec GFP-IFAD, seulement les cellules exprimant fortement cette protéine
de fusion exhibaient une association de GFP-IFAD avec les Fls. A partir des autres cellules
exprimant faiblement la protéine GFP-IFAD, il émanait seulement une faible fluorescence

diffuse.

Ces expériences suggérent que la dystonine pourrait, & faible concentration, lier
I'actine F seulement. Lorsque la dystonine serait fortement exprimée, elle formerait un pont
inter-filaments. Les niveaux de dystonine sont par ailleurs sujets 4 d'importantes variations

durant la différenciation cellulaire. La différenciation des myoblastes en myotubes est
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caractérisée par une diminution des niveaux de vimentine et par une forte induction de
I'expression de la desmine. Parallelement, nous avons démontré qu'une induction des
niveaux d'expression de la dystonine coincident avec 1'induction de la desmine durant la
myogenese. De plus, la dystonine devient co-localisée avec l'actine F et les FIs dans des
myoblastes induit a différencier (annexe 2). Ces observations suggérent qu'in vivo,
I'association de la dystonine avec le cytosquelette est dynamique. Plusieurs facteurs, dont
les niveaux d'expressions et des modifications post-tradutionelles, pourraient moduler
l'association de la dystonine au cytosquelette des cellules musculaires. Les niveaux
d'ARNm de Dst sont augmentés durant la différenciation neuronale de la lignée cellulaire
PC12 (annexe 2). Il est donc également possible que la dystonine s'associe de fagon
progressive au cytosquelette neuronal. Les neurones du stade adulte seraient, selon ce

modele, plus sensibles a la perte de la dystonine que les neurones embryonnaires.

Un role pour la dystonine dans le maintien du cytosquelette neuronale

Chez les neurones, la phase initiale de croissance de 1'axone ou I'axonogencse, est
caractérisée par la motilité du cdne de croissance ainsi que par la consolidation des neurites.
L'axonogenése implique principalement I'actine F et les MTs (Mitchison and Kirschner,
1988). Chez les souris dt, le développement embryonnaire du systéme nerveux sensitif
(Duchen, 1976; Duchen and Strich, 1964; Janota, 1972) ainsi que la phase initiale de
croissance des neurites en culture cellulaire se font de fagon normale. Cependant, les NFs
et les MTs sont désorganisés dans les neurites générées en culture cellulaire par les
neurones dt. Cette observation est corroborée in vivo par la désorganisation des NFs et des
MTs dans les axones contenus dans les racines dorsales de souris df. A partir des
caractéristiques biochimiques et de la localisation axonale de la dystonine, nous concluons
que la désorganisation du cytosquelette dans les neurones dt est causée par un défaut

intrinséque du maintien de 1'organisation du cytosquelette neuronal. Une mutation de la
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dystonine désorganiserait les NFs mais n'empécherait pas le processus d'axonogenese.
Plusieurs évidences indiquent également que les NFs seraient davantage impliqués dans le

maintien que dans la formation du cytosquelette neuronal.

Des souris ayant subie 1'ablation génétique du géne NFL sont atteintes d'une
réduction du calibre axonal ainsi que d'une diminution de la transmission de l'influx
nerveux (Fuchs and Cleveland, 1998). Une perte de neurones (15%) a aussi été observée
chez les souris NFL~ (Fuchs and Cleveland, 1998). Un phénotype similaire a aussi été
observé chez les souris transgéniques NFH-lacZ (Eyer and Peterson, 1994) et chez le
mutant guiver de la caille (Yamasaki et al., 1992; Yamasaki et al., 1991). La faible sévérité
de ces phénotypes suggére un role dans le maintien des axones plutdt que dans leur
formation. Un phénotype beaucoup plus sévére afflige des souris transgéniques
surexprimant une des sous-unités des NFs (Coté et al., 1993; Lee et al., 1994; Wong et al.,
1995; Xu et al., 1993). Les axones de ces souris contiennent des accumulation de NFs
dans l'espace perikaryal et dans la partic des axones des neurones moteurs. Ces
gonflements sont accompagnés de dégénérescence dans plusieurs fibres nerveuses
motrices. Ces observations indiquent que la désorganisation des NFs semble beaucoup
plus sévere que la perte de ceux-ci. L'ensemble de ces données suggere que les NFs ne
sont pas essentiels A I'axonogenése et que la perte de d'organisation des NFs dans I'axone

peut initier la neurodégénérescence.

Chez les souris dt, 1a neurodégénérescence affecte principalement les axones de
gros calibres, laissant intacts ceux de petits calibres (Sotelo and Guenet, 1988).
L'abondance en NFs des axones 4 gros calibre pourrait étre impliquée dans cette sélectivité.
Dans ces axones, la dystonine organiserait un trés grand nombre de NFs. La perte
d'organisation de cette grande quantité de NFs causerait l'initiation rapide de la

dégénérescence chez les neurones possédant des axones a gros calibre. Le phénotype dt est
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d'ailleurs retardé chez des souris dt/dt, NFH-lacZ, démontrant que 1'absence des NFs dans
I'axone ralentie le développement de la maladie (Eyer et al., 1998). Cependant, des souris
di/dt, NFH-lacZ sont quand m€me affectées par la neurodégénérescence (Eyer et al., 1998).
Ces données suggerent alors que la désorganisation des NFs n'est pas le seul facteur
initiant le processus de dégénérescence des axones dt. Les neurones moteurs possedent des
axones de trés gros calibres dans les racines ventrales qui ne sont pas affectés par la
neurodégénérescence (Duchen and Strich, 1964; Kothary et al., 1988). Pourtant, les
niveaux de I'ARNm de Dst sont comparables entre les neurones moteurs ¢ et les neurones
sensitifs des ganglions des racines dorsales (Bernier et al., 1995). Des analyses
immunohistochimiques démontrent que la dystonine est présente dans plusieurs types de
neurones, incluant ceux qui dégénérent et ceux qui sont épargnés par la
neurodégénérescence. Ces observations suggérent que la protection dont bénéficie les
neurones moteurs face au processus de dégénératif est due a la nature différente de ces
neurones. Une de ces différences pourrait étre la présence d'une protéine homologue a la
dystonine, qui serait exprimée dans les neurones moteurs, et qui pourrait compenser pour

la perte de la dystonine.

Nous avons observé une désorganisation des MTs ainsi qu'une diminution des
niveaux de MAP2 et tau dans les neurones des souris dt. Une désorganisation des MTs a
aussi été observée dans les neurites dt générées en culture cellulaire. Ces observations
suggérent que la dystonine participe au maintien des MTs des neurones. Aucunes évidences
expérimentales ne suggérent jusqu'a présent que la dystonine s'associe directement au
MTs. Cependant, il a été démontré que dans des cellules épithéliales, la plectine forme des
pont entre les FIs et les MTs et aussi avec l'actine F (Svitkina et al., 1996). Par ailleurs, il a
été démontré que la plectine peut lier in vitro la spectrine o, la vimentine ainsi que les
protéines MAP1 et 2 (Herrmann and Wiche, 1987). Ces études suggérent que la plectine

est une protéine pouvant s'associer a plusieurs éléments du cytosquelette. Le fait Ie plus
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remarquable est que la plectine posséde une trés grande homologie avec la dystonine, soit
77% avec la portion N-terminal contenant le domaine ABD (sur 452 acides aminés) et 65%
dans la partie C-terminal contenant le domaine IFAD (sur 1429 acides aminés). Basé sur
cette trés grande homologie de séquence entre la plectine et la dystonine, il demeure
possible que la dystonine puisse s'associer aux MTs ou & des protéines associées aux MTs
(MAPs). La diminution des niveaux de MAP2 et de tau chez les souris dt, pourrait étre
expliquée par une stabilisation des MAPs par la dystonine. La dégradation des protéines
MAP?2 et tau s'ensuivrait du démantelement du réseau de MTs. MAP2 et tau, en plus de
s'associer aux MTs, peuvent lier l'actine F (Correas et al., 1990; Kotani et al., 1985;
Sattilaro et al., 1981). 11 est aussi possible que la liaison de la dystonine a l'actine F de

I'axone entraine la formation d'un complexe comprenant les protéines MAPs et 'actine F.

A partir de nos observations sur la croissance des neurites des neurones dt en
cultures cellulaire, nous croyons que deux phases principales caractérisent la différenciation
neuronale. La premiére phase serait définie par la motilité¢ du cOne de croissance ainsi que
par la croissance rapide de neurites a partir du corps cellulaire non-motile. Les NFs
entreraient dans ces nouvelles neurites dans une deuxiéme phase (Lee and Cleveland, 1994)
dans laquelle il y aurait intégration de ceux-ci avec les MTs et l'actine F. C'est dans cette
phase que la dystonine agirait essentiellement en tant que pont entre les NFs et I'actine F,
afin de maintenir 1'intégrité du cytosquelette neuronal (Figure 1). La perte de dystonine
dans les neurones dt laisserait les NFs sans organisation et provoquerait une
désorganisation générale du cytosquelette neuronal (Figure 1). La désorganisation du
cytosquelette de I'axone s'ensuivrait d'une perturbation du transport axonal ainsi que d'une
accumulation de mitochondries et de NFs dans des gonflements axonaux (Figure 1).
D'ailleurs une perturbation du transport axonal a été démontrée chez les souris

transgéniques surexprimant la sous-unité NFH humaine (Collard et al., 1995). Nous
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croyons que l'accumulation de ces événements pourrait mener a la dégénérescence de

I'axone chez les souris dt.
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Figure 1: Schéma représentant la fonction de la dystonine dans la phase de maintien du
cytosquelette neuronal. Apres la croissance des axones, les neurofilament entreraient dans
I'axone et seraient intégrés aux autres ¢léments du cytosquelette. La dystonine participerait
dans ce processus en associant les neurofilaments & I'actine F de 'axone. La perte de
dystonine dans les neurones dt laisserait les neurofilaments sans organisation et s'ensuivrait

une désorganisation générale du cytosquelette ainsi qu'une perturbation du transport
axonal.
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Un role pour la dystonine dans le maintien de l'intégrité de 1'architecture

des muscles squelettiques

Différentes sous-unités de FIs sont exprimées & des phases distinctes de la
myogenése. La vimentine et la nestine forment les FIs des myoblastes embryonnaires
(Gard and Lazarides, 1980; Granger and Lazarides, 1979; Kachinsky et al., 1994).
L'expression de la nestine est toutefois restreinte au stade embryonnaire (Kachinsky et al.,
1994). Lorsque commence la fusion des myoblastes en myotubes, 1'expression de la
vimentine diminue alors que 1'expression de la desmine se trouve fortement induite (Gard et
al., 1979; Gard and Lazarides, 1980; Granger and Lazarides, 1979). Dans les muscles
squelettiques, la desmine est localisée a la périphérie des disques Z ainsi qu'entre les
myofibrilles et le sarcolemme (Granger and Lazarides, 1979; Tokuyasu et al., 1983a;
Tokuyasu et al., 1983b). Basé sur cette localisation particuliere, il a été suggéré que la
desmine serait responsable du lien entre les myofibrilles ainsi que de l'intégration des
myofibrilles avec le sarcolemme. La desmine est aussi liée aux mitochondries et serait
responsable de leur ancrage dans les disques Z des muscles striés (Tokuyasu et al., 1983a;
Tokuyasu et al., 1983b). A partir de ces donnée, il apparait que la desmine est toujours lie
a des structures riches en actine F telle que les disques Z et le sarcolemme. Ces
observations suggerent donc que la desmine puisse physiquement s'associer a l'actine F ou
qu'une protéine capable d'effectuer un lien entre l'actine F et les Fls soit responsable d'une
telle association. La dystonine posséde la capacité d'effectuer ce type de lien et pourrait €tre

responsable de l'organisation des FlIs dans les muscles squelettiques.

Les deux isoformes connus de Dst sont exprimés dans les muscles squelettiques au
niveau de I'ARNm et des protéines. Pendant la myogenése, les niveaux de dystonine sont
augmentés en paralléle avec ceux de la desmine. L'association de la dystonine aux Fls et &

l'actine F semble progresser durant la myogenese (annexe 2), coincidant avec la
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réorganisation de ces éléments du cytosquelette durant la phase terminale de la myogenése.
Dans les muscles squelettiques matures, la dystonine est localisée aux disques Z tout
comme la desmine. Les muscles squelettiques des souris df n'expriment pas I'ARNm de
Dst ainsi que la protéine dystonine. Les myoblastes df fusionnent normalement en culture
cellulaire, indiquant que cette phase de la myogenése n'est pas affectée par la perte de
fonction de la dystonine. Par contre, les myotubes df formés en culture cellulaire
contiennent trés peu de myofibrilles, et les disques Z sont absents de ces myofibrilles. Les
myofibrilles des fibres musculaires df sont démantelées et contiennent des disques Z
élargies, indiquant un défaut dans 1'assemblage de ces structures in vivo. La dystonine
étant une protéine liant l'actine F aux Fls, nous interprétons les anomalies observées dans
les fibres musculaires dt comme des évidences de désorganisation du cytosquelette

musculaire.

Il est intéressant de souligner la trés grande ressemblance entre le phénotype
musculaire des souris df et celui des souris desmine™- (Li et al., 1996; Milner et al.,
1996). Les souris desmine~~ sont affectées d'une dégénérescence séveére du muscle
squelettique et cardiaque (Li et al., 1996; Milner et al., 1996). Chez les souris desmine™-,
la dégénérescence affecte principalement les muscles contractant continuellement tel que le
muscle du diaphragme et le muscle cardiaque (Milner et al., 1996). Des analyses
ultrastructurales chez les souris desmine”~ ont permis I'observation d'un démantélement
des myofibrilles dans le muscle cardiaque et squelettique (Milner et al., 1996). De fagon
analogue, lorsque le muscle du diaphragme de souris df est soumis a un protocole de
fatigue in vitro, des 1ésions internes apparaissent a la suite du nombre accrue de
contraction. Comme chez les souris df, le démantélement des myofibrilles chez les souris
desmine™~ n'est observé que localement (Milner et al., 1996). L'ensemble de ces

observations indiquent que la desmine et la dystonine ne seraient pas essentielles a la



141

myogenése ni A la formation des myofibrilles in vivo. Toutefois, ces deux protéines

seraient responsables du maintien de l'intégrité de 1'architecture musculaire.

Les analyses ultrastructurales effectuées a partir de cultures cellulaires de myotubes
dt ainsi que de muscles squelettiques dt indiquent que les mitochondries y sont
anormalement localisées. Cette observation a également été faite dans les fibres musculaires
des souris desmine™~ (Milner et al., 1996). Ces données révélent le role essentiel de la
desmine et de la dystonine dans 1'association des mitochondries avec les disques Z. La
dyétonine associée a la desmine servirait de lien avec 'actine F des myofibrilles (figure 2).
Ce phénomeéne d'accumulation de mitochondries est un autre signe, qu'un défaut dans le

processus d'ancrage des filaments de desmine, existe dans les fibres musculaires 4.

Le phénotype observé chez les souris df néonatales est beaucoup plus sévére que
chez des souris dt adultes. L'architecture cellulaire des fibres musculaires dt adultes est
normale quoique plusieurs fibres contiennent toujours des mitochondries relocalisées vers
la périphérie. En comparaison avec les souris desmine~", le nombre de fibres musculaires
dégénérant est considérablement moins élevé chez les souris dt (résultats non
présentés)(Milner et al., 1996). L'ablation génétique du géne plectine murin cause aussi
une perte d'intégrité de I'architecture cellulaire du muscle squelettique et cardiaque (Andrd
et al., 1997). Toutefois, des analyses histologiques indiquent également que le nombre de
fibres dégénérant chez les souris plectine'/ - est tres faible (Andri et al., 1997). Cette
comparaison, au niveau de la sévérité de ces phénotypes, suggere que les filaments de
desmine sont organisés par plusieurs protéines associées au cytosquelette, entre autres la
dystonine et la plectine. L'ensemble de ces données indique que la dystonine et la plectine
pourraient toutes deux jouer un role cellulaire semblable et qu'en 1'absence d'une de ces
protéines, 1'une pourrait compenser pour l'autre. Dans le muscle squelettique, 1'expression

de la plectine augmente au cours du développement des muscles squelettiques (résultat non
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présenté), suggérant que cette protéine pourrait compenser particllement la disparition de la

dystonine dans des fibres musculaires dt adultes.

Ces anomalies des fibres musculaires ont des conséquences au niveau de la force
musculaire déployée par les souris dt. Le nom dystonia musculorum a été initialement
donné A cette maladie en raison du faible tonus musculaire exhibé par les souris dt. Une
partie du phénotype dt, les spasmes musculaires des membres et du tronc, pourrait &tre
expliquée par cette faiblesse musculaire. Le muscle du diaphragme des souris df génere une
force moindre que le diaphragme de souris normale, indiquant qu'il pourrait y avoir
certaines répercussions sur la capacité respiratoire des souris dt. Les souris dt meurent
généralement avant la maturité sexuelle et ce phénomene pourrait €tre dii, a la lumiére de ce

défaut des fibres musculaires, a une insuffisance cardiaque ou respiratoire.
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Figure 2. Role de la dystonine dans les fibres musculaires. Ce schéma représente la
fonction de la dystonine dans les muscles squelettiques, qui serait d'ancrer les filaments de
desmine aux disques Z et au sarcolemme. La dystonine servirait également a ancrer les
filaments de desmine associés aux mitochondries sur les disques Z. La plectine jouerait un
rOle similaire & celui de la dystonine et pourrait compenser partiellement pour la perte de
fonction de la dystonine dans les fibres musculaires des souris dr.
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La dystonine comme organisateur des filaments intermédiaires

La dystonine posséde deux domaines fonctionnels lui permettant de s'associer
simultanément a l'actine F et aux FIs et, de créer ainsi un pont entre ces deux types de
filaments. Nous avons observé une désorganisation du cytosquelette dans les neurones et
les fibres musculaires dt, et ces observations nous permettent de conclure que
I'organisation des FIs y est nettement affectée par une perte de fonction de la dystonine.
Ces données suggerent qu'un lien entre 1'actine F et les FIs est essentiel au maintien de
l'organisation des FIs. D'autre études ont démontré l'existence de MFs courts a l'intérieur
de l'axone, en association avec les autres éléments du cytosquelette (Fath and Lasek,
1988). Ces études, ainsi que nos données, suggeérent un rdle stabilisateur a l'actine F de
I'axone. Les MFs courts de 1'axone étant intégrés aux MTs par les MAPs, la dystonine
servirait & ancrer les NFs dans ce réseau composé de 1'actine F et des MTs (Figure 3). Dans
les fibres musculaires, 1a desmine est associée & des structures cellulaires riches en actine F,
soit les myofibrilles et le sarcolemme. La dystonine permettrait aux filaments de desmine
d'étre ancrés dans ces structures, et de cette fagon, elle participerait au maintien de
l'architecture musculaire. Un paralléle peut étre fait entre les kératinocytes et les muscles
striés quant au mécanisme mis en oeuvre pour organiser les Fls. L'isoforme Bpagl est
localisé sur la face interne des hémidesmosomes des kératinocytes, dans lesquelles il ancre
les filaments de kératine (Figure 3) (Klatte and Jones, 1994). Des études effectuées sur une
protéine homologue a Bpagl, la desmoplakine, ont démontré 'importance du domaine N-
terminal de cette famille de protéines dans l'ancrage aux desmosomes et aux
hémidesmosomes (Bornslaeger et al., 1996; Stappenbeck et al., 1993). La perte de Bpagl
entraine la dissociation des filaments de kératine des hémidesmosomes (Guo et al., 1995).
Dans les muscles squelettiques, les structures équivalentes aux hémidesmosomes seraient
les disques Z et, dans le muscle cardiaque et lisse, ces structures seraient respectivement les

disques intercalaires et les plaques cytoplasmiques (Figure 3). Toutefois, le mécanisme
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d'ancrage par la dystonine dans les muscles striés différerait de celui utilisé par Bpagl dans

la peau, par I'ajout d'un ABD permettant 'association aux disques Z riches en actine F.
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Figure 3. Schéma représentant les différents mécanismes utilisés par Bpagl et par la
dystonine afin d'ancrer les filaments intermédiaires. A) Dans les kératinocytes, Bpagl
ancrerait les filaments de kératine sur la face interne des hémidesmosomes. B) Dans 1'axone
des neurones, la dystonine associerait les neurofilaments a I'actine F. L'actine F de 'axone
formerait un complexe avec les protéines MAPs et les microtubules. C) Dans les muscles
squelettiques, la dystonine ancrerait les filaments de desmine dans les disques Z.
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La dystonine comme stabilisateur des filaments d'actine

Nous avons immortalisé des cellules de Schwann dtI84 et de type sauvage 4 1'aide
de l'antigéne grand T du virus SV40 (annexe 3). Ces cellules expriment des marqueurs de
cellules de Schwann telle que la protéine PO et ' ARNm de Pmp22 (annexe 3). L'ARNm de
Dst est exprimé dans les cellules de Schwann de type sauvage mais pas dans les cellules
diTg4 (annexe 3). Les cellules de Schwann drT84, contrairement A des cellules de Schwann
de type sauvage, possédent des prolongements multiples et irréguliers en culture cellulaire
(annexe 3). Ce phénotype des cellules de Schwann diT84 est moins sévére que celui des
cellules de Schwann d277. Ces dernidres ne peuvent, pour la majorité des cellules, adopter
la morphologie bipolaire typique des cellules de Schwann en culture cellulaire (Bernier et
al., 1998). L'actine F corticale est fragmentée dans les prolongements des cellules dilg4
(annexe 3), suggérant que ce phénoméne serait responsable de la morphologie cellulaire
irréguliere de ces cellules. A l'aide du systéme d'expression baculoviral, nous avons
surexprimé I'ABD de la dystonine (baculovirus HIS-ABD) dans les cellules d'insecte Sf9.
Lors d'une infection par un bacculovirus, l'actine F des cellules Sf9 est progressivement
dégradée par des protéases virales (Lanier et al., 1996). Les cellules Sf9 infectées avec le
bacculovirus HIS-ABD contiennent un réseau d'actine F intact (annexe 3), suggérant que
I'ABD de la dystonine peut agir de fagon modulaire en protégeant le résean d'actine F. Il est
donc possible qu'une des fonctions cellulaires de la dystonine soit de maintenir l'intégrité
du réseau d'actine F. L'absence de la dystonine dans les cellules de Schwann drlg4
causerait la fragmentation de l'actine F au cortex cellulaire. Dans les muscles et les
myotubes dt, un défaut d'assemblage des myofibrilles et des disques Z existe. Ces
structures riches en actine F, seraient instables dans les myotubes dt, & cause d'une perte de

fonction de I'ABD.
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Dans les neurones, la dystonine pourrait également stabiliser 1'actine F de I'axone.
La neurodégénérescence peut étre retardée jusqu'au 7e ou 8e mois apres la naissance chez
T'alléle d#Alb, contrairement aux alldles di18%, di24J et di? 7] chez qui le phénotype
apparait entre 7 et 15 jours post partum (Messer and Gordon, 1979; Messer and
Strominger, 1980). Ce phénoméne pourrait étre expliqué par une influence du background
génétique de ces souris. Chez les souris dAD 13 perte de ' ADN génomique codant pour le
géne Bpagl laisse intacte la portion 5' des transcrits de Dst codant pour 'ABD (Brown et
al., 1995a). En conséquence, 1'all¢le diAlb pest pas un allele nulle et les neurones sensitifs
des souris drAlb expriment un transcrit codant pour une dystonine tronquée contenant
I'ABD. Au niveau génétique, il existe donc une corrélation entre I'expression de 'ABD et

une protection de quelques mois face au processus dégénératif.

La présence de dégénérescence dans des axones exempts de NFs chez les souris
dt/dt, NFH-lacZ, suggére que la désorganisation des NFs n'est pas le seul facteur pouvant
initier la maladie (Eyer et al., 1998). La dystonine étant un lien entre les NFs et I'actine F,
on pourrait concevoir que le maintien de l'organisation de l'actine F soit un facteur
déterminant pour empécher la dégénérescence. Dans ce contexte, la dystonine se servirait
des NFs pour organiser les MFs. On ne peut exclure la possibilité selon laquelle la
stabilisation biochimique des filaments d'actine pourrait empécher la neurodégénérescence.
Cette stabilisation pourrait, comme dans l'expérience du baculovirus, étre une forme de
maintien contre le désassemblage de 1'actine F. Une instabilité de 'actine F chez les souris
dt affecterait le reste du cytosquelette de I'axone, y compris les MTs qui sont normalement
associés aux MFs. Ce modele est compatible les observations d'Eyer car, I'absence de la
dystonine chez les souris dr et I'absence des NFs dans les axones des souris dt/dt, NFH-
lacZ sont deux phénoménes équivalents au niveau du phénotype de ces souris. Afin de
vérifier la validité de ce modele, il serait intéressant de mesurer in vitro si 'ABD de la

dystonine protége 1'actine F contre une dépolymérisation par la cytochalasine b. Un peu
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comme dans l'expérience du baculovirus HIS-ABD, on pourrait générer une souris
transgénique exprimant ce domaine dans le systtme nerveux. Ces souris transgéniques
pourraient alors &tre croisées avec les souris dt afin de déterminer si une amélioration du

phénotype peut étre apportée aux neurones df.

La dystonine participerait a l'organisation spatiale de l'actine F et des

filaments intermédiaires

La dystonine, non seulement contribuerait & maintenir I'intégrité de I'actine F ou des
FIs, mais pourrait également contribuer i 1'organisation spatiale du cytosquelette. Les
expériences de transfection de la protéine GFP-linker dans les cellules COS-1 ont démontré
que cette mini-dystonine peut déplacer 1'actine F des fibres de tension vers le réseau de Fls.
Cette observation indique qu'un pont entre l'actine F et les FIs peut réorganiser le
cyfosquelette. La co-transfection de la dystonine et des NFs dans des cellules exemptes de
FIs a permis & Yang (Yang et al., 1996) d'observer un alignement entre le réseau d'actine F
et les NFs. 11 est cependant difficile & partir de cette expérience d'affirmer que la dystonine
a provoqué le déplacement de l'actine F vers les NFs ou qu'il y ait eu un déplacement des
NFs vers l'actine F car, ces cellules n'expriment normalement pas les NFs. Il serait
intéressant de surexprimer la dystonine dans des neurones, des myotubes, des cellules de
Schwann ou d'autres types de cellules afin de déterminer si la dystonine peut induire une
réorganisation du cytosquelette. Est-ce le réseau d'actine F ou le réseau de Fls qui sera

réorganis¢?
La dystonine comme intégrateur du cytosquelette

Il est possible que ces expériences réfutent le modele suggérant que la dystonine
induise une réorganisation de l'actine F ou des FIs. La seule fonction de la dystonine

pourrait &tre de stabiliser le cytosquelette en intégrant le réseau d'actine F et de Fls. Cette
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stabilisation par la dystonine pourrait prendre plusieurs formes, soit la stabilisation du
réseau de MFs par l'ancrage de l'actine F aux FIs ou soit la stabilisation des FIs par
l'ancrage des FIs A l'actine F. Ces deux modeles sont compatibles avec le type de
désorganisation du cytosquelette ayant été observée dans les neurones, les muscles et les
cellules de Schwann dt. Ce role d'intégrateur des différents éléments du cytosquelette
pourrait également contribuer A la "tensigrité" des cellules. L'existence de liens
interfilaments tel que la dystonine permettrait aux différents types de filaments du
cytosquelette d'agir en synergie comme un seul élément protégeant la morphologie et
l'intégrité de la cellule. Les cellules contenant la dystonine posséderaient un niveau
d'organisation supplémentaire sur le plan de la tension et du maintien de l'intégrité du
cytosquelette. Ce niveau supplémentaire de tensigrité pourrait &tre essentiel dans des
cellules possédant une morphologie trés particuliere comme les neurones, les fibres
musculaires et les cellules de Schwann. Suivant ce modele, la perte de la dystonine dans
ces cellules spécialisées s'ensuivrait d'anormalités au niveau du maintien de l'intégrité de

l'architecture cellulaire.
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Annexe 1. La dystonine est une protéine conservée au cours de

I'évolution

Le clonage d'un homologue de la dystonine chez le poulet

En utilisant une sonde d'ADN-¢ de la portion N-terminale de la dystonine de souris,
nous avons criblé une bibliothéque d'ADN-c provenant du cerveau d'embryons de poulet (13
jours de développement embryonnaire). Plusieurs clones contenant des ADN-c homologues
ont été identifiés et séquencés. Les séquences obtenues de ces différents clones ont été
utilisées pour générer une séquence représentant ' ARNm de la dystonine de poulet (figure
1). Jusqu'a présent, nous avons cloner 2.3 kb d'ADN-c. Les transcrits de Dst ont une taille
de 15 kb dans le systéme nerveux de la souris (Brown et al., 1995a), suggérant qu'une
grande portion de la séquence reste & étre clonée sous forme d'’ADN-c. Des analyses de
séquences révelent toutefois que la portion clonée jusqu'a présent représente un homologue
véritable de la dystonine chez le poulet. La séquence nucléotidique de la dystonine de poulet
posséde une homologie de 82% (sur 1532 nucléotides) avec 1isoforme I de Dst de la souris
et de 87% (sur 1385 nucléotides) avec 1'isoforme I de Dst chez I'humain. Cette homologie est
encore plus élevée au niveau de la séquence polypeptidique, soit de 90% (sur 510 acides
aminés) et de 92% (sur 461 acides aminés) avec l'isoforme I de la dystonine chez la souris et

I'humain respectivement.

La dystonine de poulet posséde une structure homologue a celle de la souris

et de I'humain.

Tout comme pour la dystonine chez I'humain et la souris, le dystonine de poulet
posséde la signature d'un domaine de liaison a I'actine (ABD). Un domaine homologue est

présent chez plusieurs protéines liant 1'actine telle que la dystrophine, l'actinine o et la
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spectrine  (Figure 2A). Un arbre évolutif révele que le domaine ABD de la dystonine de

poulet est davantage 1ié a celui de la dystonine de la souris et de I'numain qu'a celui de la

spectrine [3, de 'actinine o ou a celui de la dystrophine.

Des alignements de séquences effectués avec le domaine en amont du domaine ABD
de la dystonine de poulet révele que cette portion de la séquence est également trés conservée
avec celle de 1'isoforme I de la dystonine de souris et de 'humain ainsi qu'avec 1isoforme I
de mACF7 (figure 2C). Cette homologie indique que nous avons probablement identifi€ un
homologue de lisoforme I de la dystonine chez la souris et 'humain. Cette portion de la
séquence chez la souris est codée par I'exon A (figure 1 de l'introduction), un exon qui est
délété chez les souris drl 84. Un arbre évolutif révéle que ce domaine est davantage conservé
3 l'intérieur de la famille de la dystonine qu'avec des protéines homologues comme mACF7.
Toutefois, la trés grande conservation de cette séquence au cours de 1'évolution suggere que
ce domaine situé en amont du domaine ABD jouerait possiblement un role dans la liaison de

la dystonine a l'actine F.

Les séquences de la portion C-terminale de 1a dystonine du poulet possédent une tres
grande homologie avec la protéine BPAGI humaine. Un alignement de ces deux séquences
polypeptidiques révéle une homologie de 87% (sur 349 acides aminés) (figure 2E). Ces
données indiquent que I'ajout d'un domaine ABD en N-terminal de Bpag1 est un phénomene

conservé chez le poulet.
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Figure 1. La séquence nucléotidique partielle et le polypeptide prédit de I'isoforme 1 de Dst
chez le poulet. La séquence doublement soulignée représente le domaine conservé avec
I'isoforme I de la dystonine chez la souris et I'humain (voir la figure 2C de cette annexe). La
séquence non-soulignée contient une trés grande homologie avec celle codant pour 'ABD de
plusieurs protéines liant l'actine (voir figure 2A de cette annexe). La séquence soulignée
simplement posséde une trés grande homologie avec la protéine BPAG1 de I'humain (voir

figure 2E de cette annexe).
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1690 1710 1730

CTTACTTCCAGGCTGACACCAGCCATGACTCCTGCTTACACACCAGGCATCCCACCGCGG
L T §$ R L T P A M TUPAY TP G I P P R
1750 1770 1790

TTAATTCAAAGCTATCTAACAGGAGTAGATGGTGGAACTCTGCAAACACTCAAACTTATG
L I ¢ $s ¥y v T G v D G GG T UL @ T L K L M
1810 1830 1850

CAAATCAGAAAACCTCTTATGAAATCGGCTTTTGTCCGACCAGAATTTAACAGAAGAAGAL
Q I R K P L, M K 8§ A F V D @ N L T E E E
1870 1890 1910

CTGAACATGAAATTTGTCCAGGACCTATTCGAACTGCETGCGAAGAAATGCAGGTGCAACTT
vV N M XK F V. Q DL L N WV EEMMZ©Q@V Q L
1930 1950 1970

CATCCACTCGAATCCGGCTTCAGATTTACCAAGTGTTGAAAGCCATTTAGAAAATCACAAA
D RV EWG S DbDUL P S V E S HIL E N H K
1990 2010 2030

AATGTTCACAGGGCTATTGAAGAATTTGAATCCAGCCTTAAAGAAGCAAAAATCAGTGAG
N V H R A I E E F E 8§ § L K E A K I S E
2050 2070 2090

ATCCAAATGACTGCCCCTCTGAAACTCAGTTATGCGGAAAAATTGCACAAACTGGAAAGT
I ¢ M T A P L K L 8§ Y A E KL H K L E S
2110 2130 2150

CAGTATTCAAAACTCTTGAACACATCAAGAAATCAGCGAAAGGCATCTAGATACCCTTCAC
Q Y §$ K L, L. T $ R N @ E R HUL D T L H
2170 2190 2210

GATTTTCTCTCTCCGTGCTACTAGAGAGCTGATATGGCTGAATCAAAAACGAAGAGGAGGAG
D F VvV S R A TRE DL I WL N E K E E E E
2230

GTTGCATATGATTGGAGTGAAAGAAA
vV A Y D W s E R
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Figure 2. La séquence de la dystonine de poulet est trés conservée au cours de 1'évolution.
A) L'alignement de la séquence du polypeptide prédit du domaine de liaison a 1'actine (ABD)
de la dystonine de poulet avec 'ABD de la dystonine chez I'humain et la souris, la spectrine
B de souris, I'actinine o de 1a drosophile, la PLECTINE humaine et ACF7 de la souris. B)
Un arbre évolutif de type UPGMA (unweighted pair group method with arithmetic mean) est
illustré, et démontre le lien entre les différents ABDs provenant des séquences alignées en A.
La longueur des lignes horizontales représentes le distance génétique proportionnelle entre
ces séquences. C) un alignement des séquences polypeptidiques en amont du domaine ABD
de l'isoforme I de la dystonine chez la I'humain, la souris, le poulet et chez l'isoforme I
d'ACF7 de la souris. D) Un arbre évolutif de type UPGMA démontre le lien phylogénique
entre les séquences alignées en C. E) Un alignement entre la séquence polypeptidique de la
dystonine du poulet (premiére ligne) et la portion N-terminale de la protéine BPAG1 chez
I'humain (deuxiéme ligne). Les tirets entre ces deux séquences représentent une homologie
parfaite, les deux points représentent un changement conservatif et le point seul représente un
changement moins conservatif au niveau des acides aminés. Cet alignement a été créé a 'aide
du programme BESTFIT (Altschul et al., 1990). Les alignements de A et C et les arbres
évolutifs de B et D ont été créés avec le programme d'analyse GENEWORK. Les cadres
entourant certaines portions des alignements de A et de C représentent une homologie parfaite

entre les séquences.
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Annexe 2. La dystonine s'associe progressivement au

cytosquelette

La lignée cellulaire C2C12 est un modele d'étude de la myogenese. Ces cellules
possédent la capacité de fusionner spontanément en myotubes. La fusion des myoblastes
ainsi que la maturation des myotubes sont accompagnées d'un réarrangement progressif du
cytosquelette (Gard and Lazarides, 1980; Granger and Lazarides, 1979). Il existe une
induction des niveaux de dystonine au début de la myogenése, et cette induction coincide
avec celle de la desmine dans les myoblastes non-fusionnés. Nous avons voulu déterminer si
la dystonine est progressivement associée au cytosquelette des myoblastes en différenciation
a l'aide des cellules C2C12. Dans des cellules C2C12 individuelles induites & fusionner,
nous avons déterminé la localisation de la dystonine et des FIs ainsi que celle de la dystonine
et de l'actine F. La localisation de la dystonine dans les myoblastes coincidait avec celle des
Fls (figure 1A, B). Cependant, la dystonine et les FIs étaient accumulés de fagon accentuée a
la périphérie cellulaire (figure 1A, B). La dystonine n'était pas associée aux fibres de tension
des myoblastes (figure 1C, D). Toutefois, une co-localisation partielle a ét€ observée avec
des MFs localisés a la périphérie cellulaire, dans des structures similaires a celles dans
lesquelles la dystonine était co-localisée avec les Fls (figure 1C, D). Ces données suggeérent
que la dystonine est une protéine généralement associée aux FIs des myoblastes, mais qu'il y
aurait une association progressive entre la dystonine, les Fls et 'actine F au cours de la

myogenese.

Une association progressive de la dystonine au cytosquelette des neurones est
également possible car, les niveaux de I'ARNm de Dst augmente au cours de la
différenciation des cellules PC12 (figure 2). De plus, la dystonine est présente dans le corps
cellulaire et les neurites de neurones différenciés en culture cellulaire (figure 2). Ces analyses

suggerent que la dystonine est progressivement incluse au cytosquelette des neurones.
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Annexe 3. Déstabilisation de l'actine corticale des cellules de Schwann dtT g4

Des cellules de Schwann immortalisées dt! 84/drT84 et de type sauvage ont été
sélectionnées apres la transfection de 'antigéne grand T de SV40 (Pincon-Raymond et al.,
1991; Schwartz et al.,, 1991). L'antigéne grand T utilisée dans cette procédure
d'immortalisation contient la mutation thermosensible tsa58 qui produit une protéine
fonctionnelle 4 la température permissive de 33°C et une protéine inactive a la température
restrictive de 39°C (Pincon-Raymond et al., 1991). Aprés la transfection, plusieurs clones
ont été sélectionnés a la température permissive de 33°C et ont continué a se diviser apres de
nombreux passages. Deux clones de chaque génotypes ont été caractérisés de fagon plus
extensive. Ces cellules adoptaient une morphologie de cellule de Schwann lorsque cultivées a

39°C dans un milieu induisant ce type de différenciation (Cheng and Mudge, 1996).

Les cellules drl84/dtT84 et de type sauvage exprimaient 'ARNm de Pmp22 (figure
1) et 1a protéine PO (figure 2A, 2B) aprés 24 heures de différenciation & 39°C. L'ARNm de
Dst était exprimé dans les cellules de type sauvage, mais pas dans les cellules diTs4/41 T84
(figure 1). Les cellules de type sauvage différenciées adoptaient une morphologie bipolaire
typique de cellules de Schwann (Figure 2A). Ces cellules généraient deux prolongements
contenant de l'actine F (Figure 2C). Les cellules de Schwann dtl84/d:T84 généraient des
prolongements multiples et irréguliers (Figure 2B). Les prolongements des cellules
diT84/drT84 contenaient également de l'actine F (figure 2D). L'actine F des prolongements
des cellules de types sauvages était principalement organisée en faisceaux au cortex cellulaire
(figure 2E). Une désorganisation de 1'actine F au cortex cellulaire a été observée dans les
prolongements des cellules diT84/4:T84. Le réscau d'actine F cortical était fragmenté dans

ces cellules (figure 2F).
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Le domaine de liaison a I'actine de la dystonine a été surexprimé sous la forme d'une
protéine de fusion dans les cellules d'insecte Sf9  I'aide du systéme baculoviral (Dalpé et al.,
1998). Lors d'une infection normale par le baculovirus, les cellules Sf9 subissent un
démantelement progressif du réseau d'actine F (Lanier et al., 1996). Ce démantelement serait
causé par l'expression de protéases baculovirales s'attaquant aux filaments d'actine (Lanier et
al., 1996). D'ailleurs, des cellules Sf9 infectées par le baculovirus contrdle HIS, codant pour
un court domaine de poly-histidine de 25 acides aminés, ne contenaient plus d'actine F
(figure 2B). Par contre, des cellules Sf9 infectées par le baculovirus HIS-ABD contenaient
un réseau d'actine F intact (Figure 2 A, C, D). D'autre part, 'actine F des cellules infectées

avec HIS-ABD était organisée en faisceaux (figure 2D).

Ces données indiquent que les cellules immortalisées qui ont été caractérisées dans
cette étude peuvent adopter une morphologie de cellules de Schwann lorsqu'elles sont
cultivées 4 39°C. Ces cellules expriment également deux marqueurs de cellules de Schwann,
soit la protéine PO et 'ARNm de Pmp22 (Cheng and Mudge, 1996; Kuhn et al., 1993;
Lemke and Axel, 1985). Des cellules de génotypes diT84/4T84 et de type sauvage ont été
sélectionnées et, ' ARNm de Dst est exprimé dans les cellules de type sauvage. Par contre,
les cellules diT84/dtT84 n'expriment pas I'ARNm de Dst. L'actine corticale des cellules
diT84/4iT84 est fragmentée, ce qui pourrait étre causé par une désorganisation ou une
déstabilisation de 1'actine F en 1'absence de la dystonine. Nous avons aussi démontré que la
surexpression de 1'ABD de la dystonine dans des cellules Sf9 stabilise ou protége 1'actine F
de ces cellules face au démantglement du réseau induit par le baculovirus. Ces données
indiquent que la dystonine serait responsable du maintien de 1'organisation de l'actine
corticale des cellules de Schwann. Nos résultats suggérent également que le domaine ABD

pourrait agir de fagon indépendante en tant que stabilisateur de 1'actine F.
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Figure 2. Un défaut de l'actine corticale existe dans les cellules de Schwann diT84. Les
cellules de Schwann de type sauvage (A) et diT84/4:T84 (B) expriment la protéine PO.
L'actine vy est présente dans les prolongements des cellules de types sauvages (C) et dans les
prolongements multiples des cellules dT84/diT84. Noter 1a perte de 1a morphologie bipolaire
des cellules de Schwann dr184/d:T8€4. L'actine v est principalement localisée au cortex
cellulaire des prolongements des cellules de type sauvage (fleches de la figure 2E). Un
démantelement de I'actine 7 est observé dans les prolongements des cellules dtT84/diTg4
(figure 2F). Noter la disparition des faisceaux d'actine vy au cortex cellulaire (fleches de la

figure 2F). Grossissement original, 400x.






168

Figure 3. La surexpression du domaine de liaison & l'actine (ABD) de la dystonine protege
I'actine filamenteuse. Des cellules d'insectes Sf9 ont été infectées avec un baculovirus
recombinant codant pour 'ABD de la dystonine (HIS-ABD en A, C, et D) ou un baculovirus
contrble (HIS en B). Toutes les cellules ont été infectées avec une multiciplicité d'infection de
1:1 pendant 48 heures. Les cellules Sf9 infectées avec HIS-ABD contiennent un réseau
d'actine F intact tel qu'observé en fluorescence a 1'aide de la phalloidine-rhodamine (A) ou a
partir de préparations de cytosquelette observées en microscopie électronique (C, D). L'actine
F est absente de préparations de cytosquelette de cellules Sf9 infectées avec HIS (B). Noter
que l'actine F des cellules infectées avec HIS-ABD est organisée en faisceaux (D). Le
grossissement original en A est de 400x. Pour B et C, 2 cm sur la photo est équivalent a 4
um, eten D, 2 cm est équivalent a 0.37 pm.
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