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Mutations de I'amphiphysine 2 (BIN1) dans les myopathies centronucléaires récessives
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Les myopathies centronucléaires (CNM) sont des myopathies rares caractérisées par
I’apparition d’une hypotonie associée a une histologie anormale des fibres musculaires
squelettiques, avec présence de noyaux en position centrale (Figure 1). Les CNM sont
classiquement répertoriées en trois formes : la forme liée au chromosome X aussi appelée
myopathie myotubulaire qui est la plus fréquente et la plus séveére avec une hypotonie
généralisée néonatale, la forme intermédiaire autosomique récessive apparaissant a I’enfance,
et la forme autosomique dominante la plus légére apparaissant a 1’age adulte avec une
hypotonie lentement progressive [1]. Des mutations dans le geéne codant pour la
myotubularine (MTM1) sont responsables de la forme liée au chromosome X [2], et des
mutations dans la dynamine 2 (DNM2) ont été identifiées dans la majorité des cas de CNM
autosomiques dominantes [3]. La myotubularine est une phosphatase a phosphoinositides

impliquée dans le trafic membranaire et 1’endocytose. La Dynamine 2 est quant a elle une
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grande GTPase dont le rdle est également important pour 1’endocytose, le trafic membranaire
mais aussi 1’assemblage des filaments d’actine et la fonction du centrosome [4].
L'identification de ces deux génes suggérait que les myopathies centronucléaires seraient
liées, au moins en partie, a des défauts du trafic membranaire. En revanche aucun géne
impliqué dans les formes autosomiques récessives n’avait encore été identifié¢ a ce jour.

Les patients atteints de CNM autosomiques récessives présentent une faiblesse
musculaire progressive touchant leurs extrémités proximales et/ou distales, 1’hypotonie
s’accompagnant ou non d’une ophtalmoparésie [1]. Ne disposant que de familles de trés petite
taille, nous avons préféré I’approche candidats fonctionnels a celle du clonage positionnel.
Les protéines candidates ont été sélectionnés pour leurs fonctions reliées a celles de la
myotubularine. L’amphiphysine 2 (BIN1) est apparu comme un bon candidat par son
implication dans le trafic membranaire, sa régulation par les phosphoinositides et son role
dans la biogenese des tubules-T du muscle squelettique [5], ces derniers semblant altérés dans
les CNM liées au chromosome X. De plus il a été montré que I’absence de 1’orthologue de
BIN1 chez la drosophile conduisait a des anomalies du muscle squelettique [6]. Nous avons
tout d’abord identifié¢ une mutation dans BIN/ créant un codon stop prématuré chez un malade
atteint de CNM autosomique récessive. La cartographie par homozygotie sur puce SNPs
Affymetrix a partir de cas sporadiques issus de familles consanguines nous a permis
d’identifier 2 substitutions d'acides aminés dans 2 familles homozygotes pour la région 2q14
contenant BINI. BIN1 est constitué d’un domaine BAR (Binl/amphiphysin/RVS167) capable
de courber les membranes, d’un domaine de fixation au facteur de transcription Myc, et d’un
domaine SH3 (Src homology 3) liant des protéines a domaine riche en proline tels que la
synaptojanine et la dynamine 2. Dans le cas de I’isoforme 8 de BINI, spécifique du muscle
squelettique, la protéine posséde également un domaine qui se lie aux phosphoinositides et

permettrait la tubulation des membranes lors de la formation des tubules-T dans le muscle [5].
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Les deux substitutions d'acides aminés sont localisées dans le domaine BAR tandis que le
codon stop prématuré est situ¢ dans le domaine SH3. Afin d’étudier I’impact des mutations du
domaine BAR, nous avons observé la capacité de BIN1-iso8 sauvage et muté a tubuler les
membranes apres surexpression dans des cellules COS-1 (Figure 2), cette propriété de BIN1-
iso 8 sauvage ayant déja été décrite [5]. Les deux substitutions abolissent la capacité de la
protéine a produire des tubules, tandis que le mutation non-sens permet une tubulation
normale. Il a ét€ montré que la dynamine 2, qui est mutée dans la forme dominante des CNM,
se liait au domaine SH3 de BINI [7]. Des tests d’interaction par GST-pull down avec le
domaine SH3 sauvage ou muté démontrent que le codon stop prématuré¢, enlevant la moitié du
domaine SH3, diminue fortement D’interaction entre les deux protéines. Ex vivo, cette
mutation perturbe le recrutement par BIN1-iso8 de la dynamine 2 aux tubules membranaires.
Ces résultats permettent donc 1’identification du premier géne muté pour les myopathies
centronucléaires autosomiques récessives, et suggerent que plusieurs fonctions de BINI1
pourraient étre altérées [8]. Rappelons que BIN1 (amphiphysine 2) est également proposé
jouer un rdle dans le cancer du sein comme modificateur négatif de la progression tumorale
[9] et que ’amphiphysine 1 est un régulateur du recyclage des vésicules synaptiques. Il est
intéressant de noter que ces résultats permettent aussi de relier les formes autosomiques
récessives et dominantes et suggerent qu’un découplage entre BIN1 et la dynamine 2 serait a
I’origine des CNM. De plus, ces deux protéines sont régulées par les phosphoinositides ce qui
pourrait constituer le lien avec la myotubularine. Il reste a identifier les autres geénes des
CNM autosomiques récessives, les mutations de BIN1 ne rendant compte que d'environ 5%
des familles étudiées.

Le systéme sarcotubulaire est constitu¢ d’une invagination de la membrane plasmique,
le tubule-T, encadrée des citernes du réticulum sarcoplasmique et permet le couplage

excitation-contraction musculaire. L’ immuno-marquage d’une biopsie musculaire de patient,
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avec des marqueurs associés aux tubules-T au cours du développement ou dans le muscle
mature, met en évidence une augmentation du marquage de la caveoline-3 et du DHPRa a
I’intérieur des fibres, et des vacuoles élargies cerclées de caveoline-3 [8]. Une perturbation de
la biogenese des tubules-T et/ou de I’endocytose par des mutations dans BIN/ pourrait donc
étre a l’origine de la pathologie musculaire chez les patients. La caractéristique la plus
marquante des CNM est la localisation centrale des noyaux. Au cours de la myogenése, les
noyaux migrent du centre des fibres vers la périphérie. Les patients atteints de myopathies
centronucléaires ne présentent pas de phénomeénes de nécrose-régénération qui sont la cause
de la centralisation des noyaux dans certaines dystrophies telle que la dystrophie de
Duchenne, et le modéle souris généré pour la forme liée a I’X ne présente pas de défaut de
maturation des fibres musculaires [10]. Diverses hypothéses pourraient expliquer que le
défaut des protéines mutées dans les CNM conduise a la centralisation des noyaux : (1) des
anomalies de remodelage des membranes affecteraient également la membrane nucléaire ; (2)
la myotubularine et BIN1 réguleraient la fonction de la dynamine 2 sur le centrosome ; (3) il
existerait une fonction encore inconnue de ces trois protéines sur le positionnement des

noyaux.
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Légendes

Figure 1. Immuno-marquage a I'hématoxyline-éosine d'une coupe transversale de muscle de
patient atteint de myopathie centronucléaire récessive (muté dans le géne BIN1). La majorité
des fibres musculaires présente une localisation anormalement centrale des noyaux (violet).

Photo: Anders Oldfors.

Figure 2. Test de tubulation des membranes ex vivo. Des cellules COS-1 ont été transfectées
avec une construction BIN1-iso8 sauvage fusionnée a la GFP. En surexpression, la protéine

induit la formation de tubules membranaires.



