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Induction

Les dystrophinopathies couvrent un spectre de rares maladies musculaires progressives
liées a X, résultant de mutations du géne de la dystrophine. Elles font partie des dystrophies
musculaires pédiatriques les plus courantes, la dystrophie musculaire de Duchenne (DMD) étant

la forme la plus sévére et la dystrophie musculaire de Becker (BMD).

La DMD est une maladie qui touche environ 1 nouveau-né sur 5 000. Les premiers
symptomes apparaissent a l'age de 2 a 3 ans, caractérisée par une perte progressive de tissu
musculaire et de fonction entrainant une dépendance au fauteuil roulant vers 1'age de 12 ans, le
besoin d'une ventilation assistée vers 1'age de 20 ans et une mort prématurée (Verhaart et al.,
2019 ; Luce et al., 2021). La BMD est caractérisée aussi par un déficit quantitatif ou fonctionnel
de la protéine et par un tableau clinique moins sévere. L’incidence de la BMD est estimée a 5,42

pour 100 000 naissances (Teslikas et al., 2010).

A 1D’état normal, P'intégrité de tissu musculaire dynamique et plastique dépend de
I’équilibre établi entre la synthese et la dégradation des protéines qui le composent. Des facteurs,
tels que la nutrition, I’équilibre hormonal, 1’activité physique, le stress, ainsi de nombreuses
mutations géniques fragilisent ’homéostasie du muscle. Les mutations interrompent le cadre de
lecture, et entrainent une perte complete de l'expression de la dystrophine, ce qui provoque la
DMD, alors d’autres, préservent le cadre de lecture, entraine une dystrophine sous une forme
mutée ou tronquée avec fonction réduite provoque la BMD. L’absence de dystrophine dans les
fibres musculaires de patients DMD entraine consécutivement la dégénérescence, la nécrose
primaire des fibres, suivie de [Dinfiltration chronique de cellules inflammatoires et de
I’accumulation de fibrose et de tissu adipeux intramusculaire (Nakamura et al., 2009 ; Le

Rumeur, 2015 ; Brun et al., 2016 ; Ballouhey et al., 2023).

Le gene de la dystrophine est le plus grand géne humain connu, contenant 79 exons et
s'étendant sur plus de 2,4 Mb, soit environ 0,1 % de I'ensemble du génome. La mutation la plus
courante responsable de la DMD et de la BMD est une délétion couvrant un ou plusieurs exons.
Ces suppressions représentent 60 % a 70 % de tous les DMD et 80 % a 85 % de cas de BMD. La
dystrophine joue un role important dans le maintien de 1’architecture cellulaire et permet la
transduction du signal entre le cytosquelette et la matrice extracellulaire (Fayssoil et al., 2008 ;

Le Hir et al., 2013 ; Gao et al., 2015).

En plus, des symptomes cliniques sont marquées avec une augmentation de la créatine
kinase et une absence de la dystrophine. Cette derniére a été observée par marquage

immunohistochimique de la biopsie musculaire, suivie d'un examen moléculaire tel que la
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MLPA, la PCR, la NGS, la RT-PCR, le séquencage et le test PTT pour confirme 1’anomalie
génétique (Desguerre et al., 2015 ; Liitschg, 2018 ; PNDS, 2019).

Notre mémoire est basé sur une recherche bibliographique qui sert & montrer 1’aspect
moléculaire et cellulaire des dystrophynopathies et mettre en avant les nouvelles approches

thérapeutiques. C’est dans ce cadre que s’inscrit notre mémoire qui se divise en cinq chapitres.

Dans le premier chapitre nous avons abordé les tissus musculaires, le deuxi¢me
chapitre est consacré a 1’étude de physiologie de la dystrophine. Le troisiéme chapitre est dédié
a dystrophie musculaires de Duchenne et Becker. Le quatriéme chapitre est dédi¢ au diagnostic
des dystrophies musculaire de Duchenne et Becker. Enfin, dans le cinquiéme chapitre, nous
citons les nouvelles approches thérapeutiques des dystrophinopathies et qui donne un peu

d’espoir pour les patients souffrant de cette pathologie génétique.
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Le tissu musculaire est un type de tissu hautement spécialisé, composé de cellules qui ont
pour propriétés fondamentales I'excitabilité et la contractilité. Les éléments cellulaires qui
composent ce type de tissu sont appelés fibres musculaires. Il existe trois types de tissu
musculaire : squelettique, cardiaque et lisse. Les cellules des muscles (myocytes) squelettique et
lisses a 1’exception du muscle cardiaque ont une forme allongée appelées fibres musculaires. La
contraction musculaire est assurée par deux sortes de myofilaments, qui sont les équivalents
musculaires des microfilaments contenant de 1’actine et de la myosine (Marieb, 2008 ; Cretoiu

et al., 2018).

I.1. Muscles lisses

Les cellules musculaires lisses sont des cellules hautement dynamiques, ils ont des
capacités de s'adapter aux modifications de la structure et de 1'environnement chimique ou elles
résident, elles se trouvent principalement dans les parois des organes viscéraux creux tels que
I’estomac, la vessie et les voies respiratoires. Leur fonction consiste a propulser des substances

dans certaines voies de 1’organisme (Figure 1) (Gerthoffer, 2005).

Couche circulaire
de muscle lisse (coupe
longitudinale des cellules)

Muqueuse

Couche longitudinale
de muscle lisse (coupe Sous-muqueuse
transversale des cellules)

Figure 1 : Coupe transversal simplifiée de I’intestin montrant deux couches de muscle

lisse (Marieb, 2008).

I.2. Muscle cardiaque

Le muscle cardiaque se trouve a un seul endroit dans 1’organisme, le cceur, qui agit
comme une pompe pour propulser le sang dans les vaisseaux sanguins et dans tous les tissus de
I’organisme. Il est stri¢ comme les muscles lisses et n’est pas soumis a la volonté (Figure 2)

(Marieb, 2008).
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— Disques
intercalaires

carciaque (800x)

Figure 2 : Tissu musculaire cardiaque (800x) (Marieb, 2008).

1.3. Muscle strié

Le tissu musculaire strié se présent sous forme de muscles squelettiques, un ensemble
d’organes qui recouvert le squelette osseux et s’y attachent. Les muscles squelettiques sont aussi
appelés muscles volontaires parce qu’ils sont le seul type de muscle soumis a la volonté

(Marieb, 2005).

Les fibres musculaires squelettiques (myocytes) sont les fibres musculaires les plus
longues, elles portent des bandes transversales bien visibles nommées stries et peuvent étre
maitrisées volontairement, bien qu’ils soient parfois activés par des réflexes. Chaque fibre
musculaire est recouverte d’une fine gaine de tissu conjonctif appelée endomysium. Plusieurs
fibres et leur endomysium sont enveloppés a leur tour d’une membrane fibreuse plus épaisse
appelée périmysium pour constituer un ensemble de fibres appelé faisceau (Figure 3). De
nombreux faisceaux sont regroupés dans un revétement encore plus résistant de tissu conjonctif

appelé épimysium, qui enveloppe I’ensemble du muscle (Cretoiu et al., 2018).
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}é—- Fibre
e é musculaire
Vaisseau sanguin ——————w® & & [ g L ¢ (myocyte)
; &A%y !
Périmysium

Epimysium

Faisceau
(recouvert du
périmysium)

Endomysium
(entre les fibres)

Figure 3 : Enveloppes de tissu conjonctif d’un muscle squelettique (Ostrovidov et al., 2014).

1.3.1. Cellules satellites

Les cellules satellites sont des cellules souches adultes spécifiques aux tissus (cellules
souches musculaires) trouvées dans le muscle squelettique autour des fibres musculaires sous la
lame basale. La membrane cellulaire de ces cellules est juxtaposée a la membrane plasmique de
la myofibre. L'importance de ces cellules ayant une capacité de s’autorenouveller et de se
différencier est déja évidente au cours du développement embryonnaire du muscle, lorsque la
population résidente majeure est représentée par les cellules progénitrices myogéniques

Pax3+/Pax7+ (Piga et al., 2019).

1.3.2. Dégénérescence et régénérescence du muscle strié

Une des particularités du muscle strié est I’absence de mitose dans les fibres musculaires.
Leurs noyaux ne sont donc pas sujets au raccourcissement des télomeres lié ordinairement a la
sénescence. Malgré cela, le tissu musculaire squelettique possede une grande capacité¢ de
régénération face aux dommages qui lui sont portés et cela grace aux cellules satellites. Suite a
I’activation d’une cellule satellite, elle se divise de facon asymétrique ; donnant d’une part une
cellule Pax7+, MyoD+, Myf5+ qui contribuera a la réparation du muscle et d’autre part une autre
cellule exprimant seulement Pax7 qui retournera en quiescence afin de maintenir le pool des

cellules satellites (Figure 4) (Pichvant, 2010).
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Myofibrille Myoblaste
Pax7*
Myf5* MyoD*

,—

Expansion
(division
symétrique)

CS quiescente CS activee
Pax7* Pax7*
Lame basale Myf5* MyoD* I

Division
Activation , asymeétrique
l Retour en quiescence /

Noyau
Mef2C*
Myogénine*

Fusion et différenciation

Fibre musculaire

Figure 4 : Différenciation asymétrique d’une cellule satellite (Pichvant, 2010).

1.3. 3. Anatomie macroscopique d’un muscle squelettique

Chaque myofibre contient de longs batonnets cylindriques minces, appelés myofibrilles,
généralement de 1 & 2 um de diamétre, qui s'étendent parallélement au grand axe de la fibre
musculaire. Chaque myofibrille est composée d’une chaine d’unités contractiles répétitives le
sarcomere. Sur la longueur de chaque myofibrille, il existe une alternance de bandes foncées
(bandes A) et claires (bandes I). Chaque bande A est coupée en son milieu par une rayure claire
(zone H). Au milieu de la bande I, se trouve une zone plus foncée (strie Z). Le sarcomere est
I’unité contractile, constituée de myofilaments et de protéines contractiles. Ils sont de deux types
(minces et épais); les filaments épais renferment un assemblage paralléle de molécules myosine,
les filaments minces renferment des molécules d’actine ainsi que d’autres protéines. Le
raccourcissement du muscle est assuré par le glissement des filaments minces le long des
filaments épais et des filaments ¢€lastiques maintiennent 1’organisation de la strie A et rendent
possible le retour a la longueur de repos apres I’étirement (Figure 5) (AFM, 2003 ; Marieb,
2005 ; Cretoiu et al., 2018).
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L. Réticulum sarcoplasmique
Sarcolemme
Myofibrille

Filament fin

Flament épass

Disque 2 i Disque Z
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Figure 5 : Organisation subcellulaire du muscle strié¢ squelettique (Tortora et al., 2009 ;

Wattin, 2017).

1.3.4. Organisation cellulaire

Contrairement aux autres cellules de I’organisme, la myofibre posséde plusieurs noyaux
(plurinucléés) jusqu’a 100 a 200 noyaux disposés en périphérie de la cellule et représente la plus
grande cellule du corps. Elle résulte de la fusion de cellules a un seul noyau qui sont les
myoblastes (au cours du développement embryonnaire) ou les cellules satellites (au cours de la
régénération apres la naissance). Les myofibrilles occupent la majeure partie de I'espace
intracellulaire. En conséquence, les organites cellulaires, comme les mitochondries et les noyaux,

sont poussés a la périphérie du sarcoplasme (AFM, 2003 ; Cretoiu et al., 2018).

Le cytoplasme de la fibre musculaire, appelé sarcoplasme, contient les organites
responsables de son fonctionnement (réticulum endoplasmique, mitochondries, ...) et le
cytosquelette. Dans le sarcoplasme, se trouvent des réserves importantes de glycogene, ainsi que

7
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la myoglobine. La fibre musculaire posseéde un réticulum sarcoplasmique (RS) lisse
particulierement développé. Celui-ci forme des expansions de telle sorte que deux sacs de
réticulum sarcoplasmique entourent chaque tubule T pour former une triade. La triade est la
structure qui permet le passage du signal nerveux (potentiel d’action) et la libération du calcium

a partir du RS, c’est-a-dire le couplage de 1’excitation a la contraction (AFM, 2003).

Le muscle est une véritable usine métabolique consommant de 1’énergie. Le sarcoplasme
d’une fibre musculaire contient de trés nombreuses mitochondries. Ce sont elles qui produisent
de I’énergie (ATP) directement utilisable par la fibre musculaire pour contracter ses myofibrilles

(Figure 5) (AFM, 2003).

1.4. Fonction des muscles

Les muscles de notre organisme exercent quatre fonctions importantes : ils produisent le

mouvement, maintiennent la posture, stabilisent les articulations et produire de la chaleur.

Presque tous les mouvements du corps humain et de ses parties sont dus a des
contractions musculaires. Les muscles squelettiques assurent la locomotion et la manipulation.
Ils permettent de réagir rapidement aux événements qui surviennent dans 1I’environnement. La
circulation sanguine est assurée par le battement régulier du muscle cardiaque et par le travail
des muscles lisses présents dans les parois des vaisseaux sanguins. Le fonctionnement des
muscles squelettiques détermine notre posture atteint rarement le seuil de la conscience. Hormis
durant notre sommeil, leur action est constante, ils stabilisant et renforcent les articulations de
squelette. Enfin, i1l y a perte d’énergie sous forme de chaleur pendant les contractions
musculaires, cette chaleur revét une importance vitale parce qu’elle maintient I’organisme a une

température adéquate (Marieb, 2005 ; Tortora et al., 2009).

I.5. Contraction et excitation musculaire

Le couplage excitation-contraction est la coordination de deux processus nécessaires a la
génération de force. Lorsque le sarcolemme est dépolarisé, un potentiel d'action (PA) est généré
et déclenche la contraction des cellules musculaires. Le PA initi¢ a la surface de la membrane
couvrant toute la surface puis pénétrant profondément dans la cellule via le tubule T. Grace a ces
tubules, le PA peut se propager uniformément et rapidement le long de la cellule musculaire.
Lorsqu’il atteint la membrane du réticulum sarcoplasmique, il le rend perméable aux ions
calcium (Cretoiu et al., 2018). Une sous unité de capteur de tension des récepteurs a la

dihydropyridine sur le tubule T s'ouvre et permet un courant entrant de calcium. Ce courant
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calcique déclenche l'ouverture des récepteurs de la ryanodine (RyR) dans les citernes terminales
du réticulum sarcoplasmique et libére de grandes quantités de calcium dans le sarcoplasme. Le
calcium libéré dans le sarcoplasme se lie alors a la protéine régulatrice troponine C sur le
myofilament mince d'actine. Cela déclenche une série d'événements moléculaires qui déplacent
la tropomyosine bloquant le site actif du filament d'actine (Frontera et al., 2015). La téte de
myosine va ainsi pouvoir se lier a I’actine. Le relargage de I’ADP et du Pi présents sur la téte de
myosine va initier le mouvement de contraction en entrainant une rotation de la téte de myosine,
ce qui va permettre un mouvement de I’actine vers la strie M. L’ ATP va ensuite se lier a son site
de liaison sur la myosine, qui va alors se détacher de ’actine. La téte de myosine, par une
réaction de déphosphorylation de I’ATP en ADP+Pi va alors se tourner de nouveau et ainsi se
fixer a la molécule suivante d’actine. Le mécanisme de contraction prend fin avec la relaxation,
qui intervient grace au rétablissement de la concentration calcique initiale dans le cytosol. Ceci
est effectué grice aux pompes Ca'>-ATPases situées sur la membrane du réticulum
sarcoplasmique et qui vont pomper le Ca** dans la lumiére du réticulum ou il sera de nouveau

stocké (Figure 6) (Guilbaud, 2018).



Chapitre | Tissu musculaire

Terminaison axonale

Fente L

synaptique

Tubule transverse Sarcolemme

T———

(@ Le potentiel d'action ainsi
produil se propage le long
du sarcolemme el dans

ACh ACh ACh les tubules transverses
-
e
Le neurotransmetteur ibéré diffuse | .
a travers la fente synaplique el se lie
aux récepleurs de I'acétylcholine . ’ RS
silués sur le sarcolemme e

@ Le potentiel d'action | .
déclenche la libération .
du Ca?* présent dans .
les citernes terminales YA i)y
du RS a8 ...

La tropomyosine masque a nouveau
le site de liaison de l'actine;
la contraction prend lin et la fibre
musculaire se délend

@ Les ions calcium se lient a la
Iroponine (TnC); la troponine
change sa structure tridimensionnelle,
ce qui alimine le masque maintenu par
la ropomyosine; les sites de liaison de
l'acline sont exposés

(® Aprés a fin du potentiel d'action, e Ca?*
est transporté aclivement dans le réticulum
sarcoplasmique

. ca?o

) -

@ Conlraclion les tétes de myosine s'attachent aux sites
de liaison de l'actine et s'en délachent un grand nombre
de lois, lirant ainsi les filaments d'actine vers le centre du
sarcomere ; I'énergie nécessaire au fonctionnement de
ce cycle esl fournie par hydrolyse de I'ATP

Figure 6 : Libération du calcium et couplage excitation-contraction (Marieb, 2005).

10



Chapitre I
Dystrophine



Chapitre 11 Dystrophine

I1.1. Géne de la dystrophine

Le géne responsable de la DMD est localisé sur le bras court du chromosome X en
Xp21.1. La taille de ce geéne est de 2.4 Mb, soit 90 fois plus grand que la taille moyenne d’un
gene normal. Il est composé de 79 exons codant pour un ARN messager (ARNm) de 14 kb, la
partie codante couvrant donc seulement 0.6 % du gene. La traduction de cet ARNm donne une
grosse protéine de 3685 acides animés. Ce géne permet la synthése de 7 isoformes principales de
la dystrophine, de tailles différentes, grace a la présence de 7 promoteurs tissus-spécifiques

(Figure7) (Passarge, 2008 ; Pichavant, 2010 ; Ben Yaou et al., 2016).
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Figure 7 : Organisation génomique du géne de la dystrophine et les différents isoformes

(Muntoni et al., 2003).

A : Les lignes verticales noires représentent les 79 exons du géne de la dystrophine. Les fléches indiquent les
différents promoteurs : il s'agit notamment des promoteurs cérébral (B), musculaire (M) et Purkinje (P) ; R, B3, S et
G représentent les promoteurs Dp260 (rétinien), Dp140 (cerveau3), Dp116 (cellules de Schwann) et Dp71 (général).

B : Les différents domaines
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I1.2. Dystrophine

La dystrophine est une des protéines les plus grandes de 1’organisme jusqu’ici identifiées.
Elle est le plus grand membre de la superfamille des spectrines, elle est composée de 3685 acides
aminés d’une masse moléculaire de 427 kDa, localisée sous le sarcolemme des fibres
musculaires et constituée de quatre domaines fonctionnels. Le domaine N-terminal ou domaine
de liaison a I’actine (Actin Binding Domain ou ABD1), comprenant les premiers 246 acides
aminés. En plus de sa liaison a 1’actine, ce domaine lie également les kératines 19 et 8. Le
domaine central (ou rod domain) va de I’acide aminé 247 au 3045. Il est composé de 24 unités
répétitives similaires aux répétitions en triple hélice de la spectrine. Le domaine riche en Cys, va
de I’acide aminé 3080 a 3360, codé par les exons 62 a 69, composé d'un domaine WW, de deux
domaines EF et d'un domaine ZZ. Ce dernier se lie au partenaire le plus important de la
dystrophine, a savoir la protéine membranaire B-dystroglycane et a plusieurs autres protéines
telles que la plectine, I'ankyrine et la protéine de filament intermédiaire synemine. Un domaine
C-terminal va de I’acide aminé 3361 a 3685, contient les sites de fixation de syntrophine et peut
moduler l'interaction entre la syntrophine et d'autres protéines associées (Figure 8) (Blake et al.,
2002 ; Fernandez et al., 2010 ; Le Rumeur, 2015 ; Péréon et al., 2015 et Ben Yaou et al.,
2016).

Domallna Domaine central Domame'pche Dommlne
N-Terminal gn cysteine  C-Terminal

Kératine 19 PARM1D NS Microtubules Plectine

—
ABMM LBD1 ABD2 p-06
— — .
Synémines a, B Synémines g-» Syntrophines
«+ Dystrobrevine

LBD2

e —l

Myosprine
—ty

Ankyrine

Figure 8 : Structure de la dystrophine (Ben Yaou et al., 2016).

I1.3. Complexe protéique associé a la dystrophine

Les protéines associées a la dystrophine, peuvent étre divisées en trois groupes en

fonction de leur localisation cellulaire : extracellulaire (o-dystroglycane), transmembranaire
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(B-dystroglycane, sarcoglycanes et sarcospan) et cytoplasmique (dystrophine, dystrobrévine,

syntrophines et monoxyde d’azote synthase neuronale) (Figure 9) (Gao et al., 2015).

e La dystrophine située sous le sarcolemme, fait partie d’un large complexe de protéines et de
glycoprotéines qui forment un pont entre le cytosquelette (filaments d’actine) et la matrice
extracellulaire (Figure 9) (Gillis, 2004).

e Les dystroglycanes sont transcrits a partir d’'un géne (DAGI) et sont modifiés apres la
traduction pour donner une sous-unité transmembranaire (béta) et une sous unité extracellulaire

(alpha) fortement glycosylée, formant le noyau du complexe protéique associée a la dystrophine.
Ces dystroglycanes se lient au domaine riche en cystéine de la dystrophine, elles assurent le lien
entre le cytosquelette d’actine intracellulaire et la matrice extracellulaire. 1ls interagissent avec la
laminine qui s’attache aux fibres de collagéne de la matrice extracellulaire (Figure 9) (Gillis,
2004 ; Sinnreich, 2010).

e Les sarcoglycanes sont une famille de six protéines transmembranaires (alpha, béta, gamma,
delta, epsilon et zéta). Elles forment des complexes hétéro-tétraméres qui sont composés de
maniere spécifique au tissu et sont censés stabiliser le complexe des protéique associées a la
dystrophine avec le sarcospane (Figure 9) (Sinnreich, 2010).

e Le Sarcospane est un composant transmembranaire intégral du complexe glycoprotéine
associée a la dystrophine. Il fait également partie du complexe utrophine-glycoprotéine (UGC)
qui assure la jonction neuromusculaire. 1l est préférentiellement associé aux sarcoglycanes, cette
association est nécessaire a I’expression stable du sarcospane au niveau du sarcolemme (Figure
9) (Gao et al., 2015).

e La dystrobrévine est une protéine apparentée a la dystrophine qui s’hétérodimerise avec la
dystrophine par le biais de motifs enroulés. L’interaction sarcoglycane-dystrobrévine-
dystrophine maintient en outre le complexe ensemble (Figure 9) (Gao et al., 2015).

e Les Syntrophines existent en trois isoformes de 58 kDa, se trouvent a la jonction
neuromusculaire du muscle squelettique, mais seules les isoformes al et B1 sont présents le long
du sarcolemme (Figure 9) (Ehmsen et al., 2002).

e Oxyde nitrique synthase neuronale (nNOS) produit la molécule de signalisation librement
diffusible oxyde nitrique (NO). Le NO peut agir comme un vasodilatateur dans 1’exercice
musculaire ou il peut atténuer la réponse vasoconstrictrice a ’activation sympathique réflexe. La
nNOS est présente principalement dans les fibres & contraction rapide ou on pense qu’elle est
responsable du maintien d’un apport sanguin adéquat pendant I’exercice (Figure 9) (Sinnreich,

2010). Une mauvaise localisation de la nNOS a été observeée dans de nombreux types de
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dystrophies musculaires, entrainant une surconstriction des vaisseaux sanguins et des lésions
focales (Gao et al., 2015).
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Figure 9 : Illustration du complexe dystrophine — glycoprotéines ou la dystrophine est en

couleur « péche » (AFM Téléthon, 2021).

I1.3. Réle de la dystrophine

La fonction de la dystrophine découle de sa structure. Il existe deux rdles principaux :

Un role mécano-protecteur: vise a rattacher l'actine au complexe membranaire de la dystrophine,
elle se lie avec la B-dystroglycane pour former un pont entre le cytosquelette et la matrice
extracellulaire et protége les fibres musculaires contre les dommages entrainés par la contraction
musculaire et donc de contribuer au maintien de ’intégrité structurale de la fibre musculaire, par
ses interactions avec le cytosquelette et le complexe protéique associé a la dystrophine

(Fernandez et al., 2010 ; Péréon et al., 2015).

Un role mécano-transducteur : le DGC (Dystrophin Glycoprotein Complex) est également
impliqué dans la signalisation cellulaire via ’interaction de plusieurs composants, notamment la
dystrophine, avec des protéines de signalisation telles que I’oxyde nitrique synthétase neuronale

(Le Rumeur et al., 2010).
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Les dystrophies musculaires sont des troubles myogéniques héréditaires caractérisés par
une atrophie musculaire progressive et une faiblesse de distribution et de sévérité variables. Elles
peuvent étre subdivisées en plusieurs groupes, dont les formes congénitales, selon la répartition

de la faiblesse musculaire prédominante (Tableau 1) (Emery, 2002).

La dystrophie musculaire de Duchenne et la dystrophie musculaire de Becker sont les
formes les plus évolutives, causées par des mutations du géne DMD qui code pour la
dystrophine. Ils sont transmis selon le mode récessif li¢ au chromosome X. La sévérité du
phénotype peut étre corrélée au génotype dans plus de 90 % des cas (Leturcq et al., 2018).
Tableau 1 : Locus géniques et défauts protéiques dans les formes les plus courantes de

dystrophie musculaire (Emery, 2002).

Désordre Locus génique Défaut protéique
Congeénital (AR) 6q Laminine 2 (mérosine)
Duchenne et Becker (RX) Xp21 Dystrophine

Emery Dreifuss (RX) Xq28 Emerin

Emery-Dreifuss (AD/AR) 1q Lamin

A/C Distal (AR) 2p p Dysferline
Facioscapulohumérale (AD) 4q ?

Oculopharyngien (AD) 14q Protéine de liaison poly (A)

Modes de transmission : AR = autosomique récessif ; AD = autosomique dominant ; XR = récessif lié¢ a I'X.
?=inconnu.

I11.1. Historique

En 1851, la dystrophie musculaire progressive décrite par Edward Meryon. Puis par
Duchenne de Boulogne en 1868 et en 1955, une autre forme plus tardive et évoluant plus
lentement, individualisée par Becker c’est la dystrophie musculaire de Becker (Rivier et al.,
2010).

A l'aube des années 1980, la savoir sur la maladie de Duchenne et de Becker se limitait a
une bonne connaissance de la symptomatologie clinique et a la notion d'une hérédité récessive
liée au sexe : seuls les garcons sont atteints, les meres transmettrices sont asymptomatiques mais
ont dans deux tiers des cas une ¢élévation de la créatine kinase plasmatique (Chelly et al., 1988).
L’histoire de la dystrophine connait un rebondissement majeur a la fin des années 1980 lorsque
Monaco et Hoffman identifient en Xp21, par clonage positionnel, le géne impliqué dans cette
affection. L'identification du gene leur permet de remonter vers la protéine. Jusqu’en 1987, le
diagnostic de DMD et de BMD reposait sur des arguments cliniques, 1’élévation des enzymes
musculaires et la présence de signe de dystrophie sur 1’analyse histologique d’une biopsie
musculaire squelettique. Deés 1989, Campbell et son équipe montrent par immunohistochimie

que la dystrophine se localise au niveau de la membrane des fibres musculaires et qu'elle est
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étroitement liée a un complexe glycoprotéique sarcolemmique dont les composantes seront
identifiées dans les années qui suivent (Fernandez et al., 2010).

Les avancées des connaissances en génétique permettent de réaliser, dés 1’année 2000, un
premier essai de thérapie génique menée par 1’équipe du Pr Michel Fardeau, il consiste a évaluer
I’injection, dans un muscle de I’avant-bras, du géne de la dystrophine chez neuf jeunes hommes
atteints de dystrophie musculaire de Duchenne ou de Becker. En parallele, les chercheurs
explorent d’autres voies pour traiter la cause de la maladie. A agir sur ses ARN messagers afin
de rétablir la fabrication d'une forme de dystrophine. C’est le cas de la translecture du codon
stop, une approche qui a donné naissance a 1’ataluren (Translarna®), le premier médicament
spécifique de la myopathie de Duchenne a avoir recu une autorisation de mise sur le marché en

juillet 2014 (AFM Téléthon, 2020).

II1.2. Mode de transmission de la maladie

Une anomalie génétique portée par le chromosome X peut étre transmise a la
descendance par la mere ou par le pére.

La transmission par la mére apparait lorsqu’une femme a une anomalie génétique dans un
des deux exemplaires du géne DMD a un risque sur deux que sa descendance recoive a son tour
l'exemplaire anormal (1'alléle muté), c’est-a-dire pour chaque grossesse de feetus masculin, le
risque de donner naissance un gargon atteint de myopathie de Duchenne est de 1 sur 2 (50%), s'il
s’agit d’une fille, le risque que celle-ci recoive I'anomalie génétique est de 1 sur 2 (50%). Elle
pourra alors présenter des signes de dystrophinopathie. Alors que la transmission par le pére
apparait lorsqu’un homme atteint de dystrophie musculaire de Duchenne a regu l'anomalie
génétique de sa mere, elle se transmet par le chromosome X a ses filles, mais pas a ses garcons.
Mais s’il s’agit d’une fille : elle a regu de son pére le chromosome X porteur de I'anomalie
génétique, avec un faible risque de développer des signes de la maladie (Figurel0) (AFM
Téléthon, 2021).
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Figure 10 : Transmission récessive liée au chromosome X par la meére (AFM Téléthon, 2021).

I11.3. Génétique de la maladie

La maladie est causée par des délétions intrageniques dans 65% des cas. Le point chaud

le plus courant s'étend de I'exon 45 a lI'exon 55, le deuxiéme point chaud de suppression s'étend

de I'exon 3 a l'exon 19. Et par des duplications d’un ou de plusieurs exons dans 10% des cas, les

plus fréquentes de I'exon 2 a 7 chez les patients DMD, plus la duplication des exons 2 a 7 chez
les patients BMD (Tuffery-Giraud et al., 2009 ; Gao et al., 2015). Le reste des patients

présentent des mutations ponctuelles des petites insertions ou délétions d’un ou plusieurs

nucléotides dont 15 a 20 % sont des mutations non-sens, et faux-sens. Ces mutations sont

responsables d’une dystrophinopathie grave de type Duchenne avec absence totale ou quasi-

totale de la dystrophine, ou modérées de type Becker (Figure 11) (Ben Yaou et al., 2016 ;
Latschg, 2018).

17



Chapitre 111 Dystrophies musculaires de Duchenne et Becker

Une normale

E Début de la traduction Arrét de la traduction

Le transcrit de la dystrophine est traduit en protéine dystrophine

B Dystrophie musculaire de Duchenne

i Mutation de décalage de cadre Arréts de traduction prématurés

Incoorporation d'acides aminés aberrants aprés déletion et géneralement troncature prematuree de la traduction

i Mutation non-sens

Troncature prématurée de la traduction des protéines (le cadre de lecture n'est pas affecté)

C Dystrophie musculaire de Becker

Mutation dans le cadre w

La traduction se poursuit jusqu'a I'amrét de la traduction naturelle, une dystrophine plus courte et partiellement fonctionnelle générée

Figure 11 : Représentation schématique des transcrits de la dystrophine chez les individus sains,
chez des DMD et chez des BMD (Aartsma-Rus et al., 2016).

(A) Dans la situation normale, I'ARNm de la dystrophine est constitué de 79 exons qui sont traduits en protéine
dystrophine. (B) Chez les patients avec la DMD, la traduction des protéines est arrétée prématurément. Cela peut
étre d0 a des mutations de décalage de cadre (dans cet exemple, une suppression des exons 47-50). Alternativement,
une mutation ponctuelle peut changer un codon d'acide aminé en un codon d’arrét, (C) Chez les patients atteints de
BMD, les mutations maintiennent le cadre de lecture ouvert (dans cet exemple, une délétion d'exons 46-54). Ainsi,
la traduction des protéines ne s'arréte pas prématurément mais continue jusqu'au codon d'arrét naturel a la fin de
I'ARNm. Cependant, la dystrophine générée sera plus courte car il lui manquera les acides aminés codés par les
exons 46-54.

I11.4. Corrélation phénotype génotype DMD et BMD

Il n'y a pas de corrélation simple entre la taille de la délétion et le phénotype clinique. Par
exemple, la délétion de petits exons comme I'exon 44 résulte en un phénotype sévere DMD, alors
que de larges délétions pouvant atteindre 50 % du géne ont été décrites chez des patients BMD
(Figure 12). En 1 988, Monaco et al émettent une hypothese pour expliquer les différences

phénotypiques chez les patients porteurs de délétion :

Si la mutation a pour conséquence d’entrainer un codon stop prématuré dans le transcrit
mature, celui-ci sera dégradé par le systeme de surveillance des ARN dans la cellule NMD (non
sense mediated mRNA decay) et la conséquence sera une absence de production de dystrophine
dans le muscle des patients conduisant a un phénotype sévére de DMD. En général, sont des
mutations hors cadre telles que la suppression de I'exon 45 et la duplication de I'exon 2, et des
mutations dans le cadre qui perturbent ou suppriment des domaines critiques, y compris le

domaine riche en cystéine (exon 64-69), les quatre sites de liaison a I'actine (exon 2—8, 42—46) et

18



Chapitre 111 Dystrophies musculaires de Duchenne et Becker

une grande proportion du domaine de la tige centrale (exon 9-61), des mutations non-sens
largement distribuées et des petites mutations de décalage de cadre comme 372delG dans I'exon
6. En revanche, si cette mutation permet de maintenir un cadre de lecture ouvert dans le transcrit
muté, la synthése d’une dystrophine tronquée en quantité normale ou réduite assurera un
phénotype moins sévere de type BMD, comme dans le cas ou le patient présentant une délétion
dans le cadre des exons 3 4 9, qui comprend la majeure partie du domaine N-terminal de liaison a
l'actine du geéne de la dystrophine, n'a montré aucun symptome et a ét¢ diagnostiqué comme
BMD a I’age 67 ans. Cela est probablement da a la préservation du domaine ABD (Figure 8)
dans le domaine des batonnets (R11-15) pour remplir la fonction de liaison (Le Rumeur, 2010 ;

Fernandez et al., 2010 ; Ben Yaou et al., 2016 ; Sun et al., 2020).

< >

Crampes et myalgies

& —>

CK élevées

Figure 12 : Corrélation phénotype-génotype dans les dystrophinopathies (Fernandez et
al., 2010).

II1.5. Mécanisme moléculaire de I’atteinte musculaire

Alors que I’origine génétique des dystrophinopathies est parfaitement identifiée, mais les
mécanismes précis qui conduisent aux processus de nécrose, d’inflammation et de fibrose
musculaires observés tout au long de la maladie restent partiellement inexpliqués. Du fait de
I’absence de dystrophine, la membrane devient a la fois fragile et perméable. Parmi les
mécanismes qui sont impliqués dans la dystrophie musculaire :

La nécrose des fibres musculaires qui est souvent présente, elle est en rapport avec des

dysfonctions vasculaires. En raison de l'inactivité prolongée la nNOS se dissocie du sarcolemme
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et induise une atrophie via la voie médiée par le facteur de transcription forkhead (FoxO) et une
production réduite de nitrique oxyde (NO) ce qui provoquer une vasoconstriction du fait d’une
réduction de la production de GMP cyclique dans les cellules musculaires lisses et des artérioles
du muscle squelettique. Elle favorise ainsi I’ischémie a I’exercice (Fayssoil et al., 2008 ;
Percival et al., 2011).

Une inflammation chronique est habituellement constante au niveau musculaire, ce qui
I’affirme 1’hyperexpression des génes impliqués dans 1’inflammation et dans la réponse
immunologique. Les différents stimuli de cette derniére, ’absence de dystrophine qui cause des
breches dans le sarcolemme ce qui provoque des fuites vers le milieu extracellulaire des
molécules telles que les protéines de choc thermique ou acides nucléiques, ces derniers vont se
fixera aux TLR pour récepteur toll like et alors 1'initiation d’un processus inflammatoire (réponse
immunitaire innée). Les cytokines pro-inflammatoires induisent I’expression du CMH de classe 1
et Il dans les fibres musculaires, et stimule le recrutement de lymphocytes T et B et donc d’une
réponse immune adaptative dans le muscle (Fayssoil et al., 2008 ; Péréon et al., 2015).

Le mécanisme le plus complexe est celui qui est impliqué dans la perturbation de
I’homéostasie calcique. Dans la dystrophie musculaire de Duchenne, la perte de dystrophine
déstabilise le complexe dystrophine-glycoprotéine et altére d’une part, la fonction
vasorégulatrice de la nNOS, entrafnant une déstabilisation de RyR, et provoque une fuite de Ca*?
et d’autre part, ils évoquent une surcharge mitochondriale en calcium ce qui perturbe le
métabolisme énergétique cellulaire. Cette élévation des concentrations intracellulaires calciques
provoque 1’activation critique de plusieurs voies de signalisation, incluant la calpaine (Figure
13), protéinase dépendant du calcium, qui dégrade les protéines et contribue a la mort cellulaire.
Une production importante de radicaux libres ROS est observée au cours de la DMD. Elle est
due a une activité plus importante de la NADPH oxydase membranaire et aux conséquences de
I’¢lévation du calcium intracellulaire sur les mitochondries. Ils vont participer a 1’activation de
mécanismes d’inflammation par I’intermédiaire de la voie NF-kB/TNFa (Figure 13) (Péréon et
al., 2015 ; Miyatake et al., 2016 et Zablocka et al., 2021).
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Figurel3 : Principaux mécanismes physiopathologiques (Péréon et al., 2015).

I11.6. Aspect cellulaire

La dystrophine s'exprime normalement dans tous les types des cellules (tous les types du
muscle squelettique, du muscle cardiaque et du muscle lisse).Bien que de faibles niveaux de
dystrophine (ou de son ARNm) puissent étre détectés dans tous les types de tissus dystrophiques
chez le patient DMD et les muscles des chiens DMD, en parall¢le la perte progressive des fibres
musculaires au fur et a mesure que la maladie progresse, cela peut-étre en raison de 1'échec
progressif de la régénération des fibres musculaires. Ces muscles dystrophiques se caractérisent
par le remplacement des fibres musculaires dégénérées subséquent par le tissu adipeux et fibreux

(Figure 14) (Hoffman et al., 1989 ; Mcintosh et al., 1998).
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La section du muscle normal (A) montre des myofibres de taille uniforme, de forme polygonale et réguliérement
espacées avec trés peu de tissu conjonctif endomysial. (B) montre une variation accrue de la taille des myofibres
(atrophie et hypertrophie), des noyaux internes, une myonécrose, une fibrose endomysiale et un remplacement

graisseux. Coloration a I'hématoxyline et a 1'éosine.

Cette régénération précoce de courte durée due a I’incapacité des cellules satellites a
régénérer efficacement le tissu musculaire demeurent incertaines. On cas de blessure d’un muscle
sain induit I’activation des cellules satellites. Une certaine proportion des cellules satellites
activées expriment alors la dystrophine a laquelle se lie la protéine Mark2 (microtubule affinity
regulating kinase 2). Ce complexe interagit avec la protéine Pard3 (partitioning defective 3
homolog) pour induire une distribution polarisée du complexe dystrophine-Mark2 et de Pard3 a
des poles cellulaires opposés. Ce processus conduit a la division asymétrique de la cellule
satellite permettant de générer un myoblaste différencié et une cellule satellite indifférenciée. Le
myoblaste fusionne avec la fibre musculaire endommagée pour la restaurer alors que la cellule
indifférenciée permet le maintien de la réserve de cellules satellites en cas de dommages
ultérieurs. En absence de dystrophine chez les souris mdx (modeéle murin de la DMD),
I’expression de Mark2 est diminuée ne permet pas la polarisation de la protéine Pard3, favorise
ainsi la division symétrique des cellules satellites (Figure 15). Ces divisions successives

engendrent un grand nombre de cellules indifférenciées au détriment du nombre de myoblastes,
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ce qui conduit a une altération des processus régénératifs et participe a la dégradation

progressive du tissu musculaire (Brun et al., 2016).
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Figure 15 : Conséquences des déficits intrinseques des cellules satellites dans la dystrophie

musculaire de Duchenne (DMD) (Brun et al., 2016).

La régénérescence cardiaque est particulierement difficile car, cet organe manque de
cellule souches résidentes qui pourraient régénérer la population de cardiomyocytes. Dans les
tissus sains, les cardiomyocytes, les fibroblastes, les cellules musculaires lisses endothéliales et

vasculaires sont en équilibre homéostatique (Starosta et al., 2020).

I1.7. Altérations musculaires
Ces altérations suggerent que des altérations de la régulation ionique et (ou) du

métabolisme oxydatif peuvent étre présentes dans la dystrophie comme suit (Figurel6) :

Il est constaté que la dystrophine et le complexe glycoprotéique peuvent moduler
l'interaction entre les canaux Ca™ de type L et RyR. Chez les patients DMD, le manque de la
dystrophine provoque une mal localisation de nNOS ce qui augmente la production de ROS, ces
derniers augmentent l'ouverture du RyR, et entrainant une fuite de Ca™. Le RyR devient
suractivé et libére du Ca™ dans le cytoplasme de maniére constitutive. L'épuisement de la
réserve de Ca™du réticulum sarcoplasmique favorise la translocation de STIM1 (stromal
interaction molecule 1) dans la membrane du réticulum sarcoplasmique vers des régions proches
de la membrane plasmique, dans lequel STIM1 active Orail, le rendre surexprimé, et permette
l'influx de Ca™ a travers la membrane plasmique dans le cytosol, ainsi les canaux calciques TRP

(transient receptor potentiel) surexprimés sur la membrane plasmique dans la DMD induisent
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(Allen et al., 2016 ; Miyatake et al., 2016 et Zablocka et al., 2021).
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Figure 16 : Mécanisme hypothétique de la réponse inflammatoire induite par un débordement de
Ca*? dans les muscles DMD (Miyatake et al., 2016).

La cardiomyopathie se caractérise par une diastolique initiale et une dilatation
ventriculaire. Le muscle cardiaque dépourvu de dystrophine fonctionnelle est mécaniquement
faible et la contraction de la myocytes cardiaques entraine des lésions membranaires et une
cascade d'afflux accru de calcium dans la cellule et éventuellement la mort cellulaire (Kamda et

al., 2016 ; Pioner et al., 2020).

La dystrophine est présente dans les muscles lisses des parois du tube digestif et des voies
urinaires, ce qui explique le probleme de la constipation, du reflux gastro-oesophagien et des
difficultés d’uriner (envie d’uriner, perte ou rétention d'urine...) chez les patients atteints de
DMD ou BMD (AFM T¢éléthon, 2022).

L’altération du muscle strié par la DMD, se traduit par une altération fonctionnelle
simultanée au niveau des muscles respiratoires et des muscles de la statique vertébrale. Les
muscles responsables des mouvements respiratoires (diaphragme, intercostaux, abdominaux...)
sont aussi atteints (AFM Téléthon, 2022).

24



Chapitre 1V

Diagnostic des dystrophies
musculaires de Duchenne
et Becker



Chapitre 1V Diagnostic des dystrophies musculaires de Duchenne et Becker

IV.1. Analyse clinique et paracliniques

Dans le tableau clinique typique, les premiers symptdmes de DMD ont tendance a étre
remarqués vers l'dge de 3 a 5 ans et comprennent généralement une faiblesse musculaire
apparente (marche sur les pointes, course difficile, difficultés a monter les escaliers) et parfois
précédées d'un retard a l'acquisition de la marche autonome, une hyperlourdose, une marche
dandinante et des difficultés a se relever de la position allongée au sol, c’est le signe de Gower’s
(Figurel7). Une pseudohypertrophie des mollets est présente dans presque tous les cas. Les
muscles proximaux sont plus faibles que les muscles distaux, et les jambes plus touchées que les
bras, la faiblesse apparait en général durant 1’enfance ou I’adolescence, mais peut aussi
s’observer dés la vie intra-utérine (dystrophie congénitale). Ces difficultés évoluent jusqu'a la
perte totale de la marche vers l'age de 8-10 ans. Elles s'expliquent par l'atteinte de la ceinture

pelvienne (Cherin, 1995 ; Fernandez et al., 2010 ; Liitschg, 2018 et Meyers et al., 2019).

En parallé¢le de cette atteinte orthopédique, la faiblesse des muscles respiratoires ainsi que
l'atteinte du diaphragme provoquent une insuffisance respiratoire a évolution variable mais
relativement rapide, la fonction respiratoire est en général normale jusqu'a 1'age de 10 ans puis la
capacité vitale diminue progressivement. L'atteinte cardiaque est un autre élément majeur du
tableau clinique et représente la premiére cause de déces avec les insuffisances respiratoires (20 a
40 %). Les muscles lisses sont aussi atteints amenant a des problémes digestifs et urinaires. Ces
enfants peuvent aussi avoir des difficultés d’apprentissage possible di a la présence aussi de la
dystrophine dans le cerveau, ainsi le manque de déambulation et la faiblesse des muscles
paravertébraux, favorisent aussi des déformations de type scoliose chez ces enfants avec une

fragilité osseuse qui s’installe petit a petit (Dugas, 2013 ; Wahbi, 2015).

La BMD est caractérisée sur le plan clinique par un phénotype moins sévére que la DMD,
les symptdmes sont d'apparition plus tardive et I'atteinte musculaire plus lentement progressive.
La distinction entre DMD et BMD est basée sur I’age de la dépendance au fauteuil roulant :
avant 1’dge de 13 ans pour les DMD et aprés 16 ans pour les BMD. On sait maintenant que
certains patients BMD qui exprime la maladie apreés 30 ans peuvent rester ambulants jusqu’a
I’age de 60 ans.

Enfin, il existe également des BMD avec atteinte asymptomatique caractérisé par une
augmentation de la créatine Kinase (CK), des myalgies, une hypertrophie des mollets, des
crampes sans un véritable déficit moteur. Il n’y a pas, en général, d’atteinte cardiaque au stade
précoce de la maladie bien que des tachycardies sinusales et des anomalies dans
I’eletrocardiomyogramme peuvent étre identifiées I’anomalie. L’age de début des symptdmes se

situe entre 30 et 65 ans (Fernandez et al., 2010 ; Magot et al., 2015).
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Malgré 1'implication plus légeére des muscles squelettiques, l'insuffisance cardiaque due
au dystrophie cardiomyopathie (DCM) est une cause fréquente de morbidité et la cause la plus
fréquente de déces dans la BMD. L'age moyen de déces se situe au milieu de la quarantaine. Le
DCM associé a la DMD est caractérisé par une dilatation ventriculaire gauche et une insuffisance
cardiaque congestive. Les femmes hétérozygotes pour une variante pathogéne de la DMD

présentent un risque accru de DCM (Darras et al., 2022).
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Figure 17 : Aspects cliniques. Enfant atteint de DMD (Fernandez et al., 2010 ; Epomedicine,
2018).
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IV.2. Analyse biochimique

Le médecin prescrit souvent d’autres examens avant de demander une analyse du géne

DMD.

IV.2.1. Dosage des enzymes musculaires

Une des premicéres étapes diagnostiques en présence de symptomes musculaires est de
mesurer le taux sanguin de I’enzyme musculaire la créatine kinase (CK ou CPK pour créatine
phospho-kinase). D’autres dosages sanguins peuvent étre prescrits en méme temps que le dosage
des CPK, lactate déshydrogénase (LDH) et ’aldolase ou les transaminases (AFM Téléthon,
2021).

Le taux normal dans le sang de I’enzyme CPK est entre 60-140 U/l chez les femmes et
entre 80-200 U/l chez I’homme, alors que chez les personnes atteints le taux de CPK varie entre

5000U1/I et 10000U1/I (Tableau 2) (iomnis, 2012 ; PNDS, 2019).

Au cours de I’évolution de la maladie la concentration sérique de CK diminue
progressivement avec 1’dge en raison de [’élimination progressive des fibres musculaires

dystrophiques (Darras et al., 2022).

Tableau 2 : Concentration sérique de créatine phosphokinase dans les dystrophinopathies

(Darras et al., 2022).

Phénotype %De personnes Concentration
touchées sérique de CK
Males DMD 100 % >10x normal
BMD 100 % >5x normal
DMD associé DMC La plupart des Augmenté
individus
Femme DMD S0% 2-10 x normal
BMD 30% 2-10 x normal

IV.2.2. Electromyogramme

L’¢lectromyogramme (EMGQG) est un examen souvent pratiqué pour explorer 1’origine de
difficultés motrices. Cet examen invasif consiste a enregistrer I’activité électrique de certains
muscles et a mesurer la vitesse de circulation de ’influx nerveux a I’intérieur des nerfs (vitesse

de conduction). L'analyse des tracés électromyographiques permet de savoir si les difficultés
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motrices sont dues a une atteinte des muscles (origine myopathique ou myogene, comme dans
les dystrophinopathies) ou a une atteinte des nerfs (origine neuropathique ou neurogéne) (AFM

Téléthon, 2021).

IV.3. Analyses histologiques, immuno-histochimiques et Western blotting
IV.3.1. Biopsie musculaire

Bien que les progres du diagnostic moléculaire discutés plus loin ont diminué le role de la
biopsie musculaire dans le diagnostic de la DMD et de la BMD (Flanigan et al., 2014).
La biopsie musculaire a montré une importante inégalité de la taille des fibres avec présence de
fibres atrophiques et de fibres hypertrophiques d’aspect arrondi, ainsi que des centralisations
nucléaires avec présence de foyers inflammatoires permet d'évaluer la quantité résiduelle de la

dystrophine (Fernandez et al., 2010 ; Mzabi et al., 2022).

Le complexe protéique et la dystrophine sont explorés par deux méthodes distinctes

complémentaires :

Le marquage immuno-histochimique sur des coupes congelées effectuées
transversalement pour bien visualiser la taille des fibres et le sarcolemme, avec 1’utilisation de
trois anticorps dirigés contre les parties N-terminale (DYS 3), centrale (DYS 1) et C-terminale
(DYS 2) de la dystrophine. Puis I’analyse spécifique des protéines dans un extrait musculaire
total en milieu dénaturant suivi d’électrophorése, puis d’un transfert sur membrane des protéines
séparées en fonction de leur poids moléculaire, et finalement repérées par immunomarquage.
Une seule bande a 427 kDa est détectée avec l'anticorps DYS 2 et un doublé de 400 et 427 kDa
est détecté avec l'anticorps DYS 1 (Western blot) (Figurel8) (Leturcq et al., 2000 ; Fernandez
et al., 2010).
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Figure 18 : Etude des protéines & partir de la biopsie musculaire (Leturcq et al., 2015).

A : par immunofluorescence : marquage de la dystrophine avec un anticorps monoclonal B : par immunotransfert
(Western blot). Un mélange d’anticorps monoclonaux est utilis¢ de fagon a révéler simultanément la dystrophine, la
dysferline, la calpaine 3 et 1’alpha et gamma-sarcoglycane). (1, 4, 5) muscle normal (contréle), (2) patient DMD
montrant une absence de dystrophine. A noter la diminution secondaire de la gamma-sarcoglycane, (3) patient BMD
montrant une dystrophine de taille diminuée mais en quantité quasi normale correspondant a une délétion en phase,

(6) patient BMD montrant une dystrophine de taille augmentée correspondant a une duplication en phase.

IV.3.2. Imagerie musculaire

Lorsqu’il n’y a pas d’antécédent familial de dystrophie musculaire de Duchenne ou de
Becker, I’imagerie musculaire peut avoir un intérét, surtout pour différencier une

dystrophinopathie d’une autre dystrophie musculaire.

Dans la DMD, la dégénérescence graisseuse du muscle se fait lentement sans phénomenes
cedémateux initiaux importants. Le muscle est remplacé progressivement par la graisse et ce
filling-up process s’accompagne d’une augmentation du volume musculaire (Mattei et al.,

2008).

IV.4. Analyses moléculaires

Les génes suspectés d’avoir une dystrophinopathies sur la base du diagnostic clinique
sont dirigés vers une confirmation moléculaire réaliser pour montres la présence des mutations

dans le géene DMD en utilisant les techniques suivantes :
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IV.4.1. Multiplex Ligation-dependant Probe Amplification (MLPA)

La technique MLPA permet d’évaluer le nombre de copies pour chacun des 79 exons en
utilisant des sondes standarisées mettant en évidence aussi bien les délétions que les
duplications. Cette technique rapide et fiable est I’une des plus utilisée en routine pour les cas
index et pour la recherche de statut des femmes a risque. Elle permet de résoudre la majorité des

anomalies quantitatives du gene DMD (Leturcq et al., 2018).

IV.4.2. PCR Multiplex semi-quantitative

La PCR multiplex est une technique utilisée pour amplifier plusieurs fragments dans une
seule réaction. Deux réactions de PCR explore simultanément les 50 exons les plus fréquemment
délétés ou dupliqués situés dans la partie 5° et la partie 3° du géne permettent de répondre
rapidement a environ deux tiers des cas des anomalies quantitatives, aussi bien pour les cas index
que pour les femmes a risque. Cette technique, basée sur la détection de la taille du fragment
amplifié, peut donc aussi révéler de petites délétions ou duplications d’une a plusieurs bases.
Une amplification isolée des exons entourant la délétion mise en évidence est parfois nécessaire

pour en préciser les bornes (Leturcq et al., 2015).

IV.4.3. Séquencage a haut débit

Séquencage massif en parallele des 79 exons du gene DMD permet de mettre en évidence
les mutations ponctuelles, les petites insertions /délétions mais aussi les défauts quantitatifs telles

que les délétions ou duplications d’un ou plusieurs exons (Leturcq et al., 2018).

IV.4.4. Real Time-PCR (RT-PCR)

La PCR en temps réel a été spécifiquement développée pour quantifier des cibles dADN
specifiques grace a la surveillance de la formation du produit. Cette technologie a été appliquée
avec succes pour la détection de délétions ou de duplications hémizygotes dans différentes
maladies génétiques. Récemment, un test PCR quantitatif en temps réel basé sur le colorant
SYBR Green qui a été développé pour la détection des délétions/duplications du géne de la
dystrophine (Traverso et al., 2006).
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IV.4.5. Séquencage par la méthode de Sanger
Le séquencage des 79 exons par la technique « classique » aprés une PCR. Est une
technique longue et coliteuse mais efficace, servant de technique de référence pour valider les

résultats fournis par les nouvelles techniques de séquencage a haut débit (PNDS, 2019).

IV.4.6. Test de troncation des protéines

Le test de troncation des protéines ou PTT (PTT pour protein trancation test) a pour
principe d’analyse des produits de la traduction des transcrits ARNm de la dystrophine a la
recherche de mutations responsables d'un arrét prématuré de la synthése protéique (ce qui
représente 98 % des mutations ponctuelles des DMD). La plupart des mutations identifiées
jusqu'a présent chez les patients atteints de DMD sont des mutations ponctuelles non-sens ou de
petites délétions ou insertions par décalage de cadre de lecture, les mutations du site d'épissage
sont également assez courantes. L'avantage du test de troncation des protéines est que l'analyse
des ARN messagers réduit la taille des séquences nucléotidiques nécessaires a I'analyse. De plus,
comme pour d'autres études basées sur I'ARN, les tests de troncation des protéines permettent
d'explorer 1'effet des mutations introniques profondes (Muntoni et al., 2003 ; Fernandez et al.,

2010).
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Chapitre V Approches thérapeutiques

A mesure que les normes de soins pour la DMD ont évolué, la survie s'est également
améliorée. Des considérations de soins actualisées ont récemment publié. Parmi les normes de
soins discutées, les glucocorticoides oraux, la prise en charge cardiaque, la prise en charge
pulmonaire, les vaccinations, la physiothérapie et les soins orthopédiques, la prise en charge
nutritionnelle et la santé osseuse sont souvent mis en avant. Les objectifs de ces considérations
de soins ont d'améliorer la survie a long terme, de maintenir la mobilité et I'indépendance et

d'améliorer la qualité de vie globale (Shieh et al., 2018).

V.1.Thérapie classique
V.1.1. Thérapie pharmaceutique
V.1.1.1. Corticostéroides

Les corticostéroides sont les seuls agents pharmacologiques dont I'efficacité a été
prouvée dans la DMD. Les premiers essais contr6lés randomisés a court terme une ameélioration
démontrée de la force musculaire et de la fonction respiratoire. La force musculaire s'est
améliorée dans les 10 jours suivant le début des corticostéroides et était maximale a 3 mois et
maintenue jusqu'a 18 mois. Des études ultérieures a plus long terme ont montré que les
corticostéroides quotidiens prolonge la marche jusqu'a 3 ans, déclenche le déclin de la fonction
(Pinsuffisance respiratoire), déclenche le risque de scoliose progressive et détermine l'espérance
de vie. Les corticostéroides les plus couramment utilisés sont la prednisolone et la prednisone, a
une dose de 0,75 mg/kg/jour. Le déflazacort (0,9 mg/kg/jour) est disponible dans certains pays
comme alternative. La corticothérapie permet de réduire I’inflammation (notamment via
I’inactivation du facteur NF-kB) et la nécrose musculaire (Yiuet al., 2015 ; Le Guen et al.,
2021).

V.1.1.2. Antagonistes des récepteurs minéralocorticoides

L'activation des récepteurs minéralocorticoides (RM) par l'aldostérone peut contribuer a
la pathologie cardiaque en favorisant la mort, I'hypertrophie et la fibrose des cardiomyocytesdans
la cardiomyopathie DMD et d'autres types d'insuffisance cardiaque. Pour cette raison, les
antagonistes de la RM comme I'éplérénone et la spironolactone font partie de I'approche standard

de prise en charge de I'insuffisance cardiaque (Meyers et al., 2019).
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V.1.1.3. Tamoxiféene

Le tamoxifene pourrait étre utile pour le traitement des patients atteints de DMD. Il
améliore la structure et la fonction des muscles dystrophiques, augmente la force des muscles des
jambes au-dessus et rend ces muscles plus résistants a la fatigue, induit un changement vers un
phénotype plus lent, stabilise la membrane des fibres musculaires et normalise leur diametre,
efficace pour piéger les radicaux peroxydes, stabilise les membranes biologiques, prévenir

I'apoptose, inhibe la fibrose et module I'noméostasie du calcium (Andersson et al., 2010).

V.1.1.4. Thérapies inhibitrices de I'angiotensine

L'inhibition du systéme rénine-angiotensine est devenue la pierre angulaire des efforts
thérapeutiques a visée cardiaque chez les patients atteints de DMD, dans le but d'améliorer le

remodelage indésirable qui suit la perte de cardiomyocytes.

L'angiotensine 11 et le récepteur Ang Il de type 1 exercent de nombreux effets néfastes
sur le cceur, notamment en favorisant la fibrose, le remodelage, la production de ROS et la mort
des cardiomyocytes. Les antagonistes des récepteurs de I’angiotensine et les inhibiteurs de
I'enzyme de conversion de l'angiotensine sont les deux principales classes de médicaments
utilisés pour supprimer les effets déléteres de I'angiotensine chez les patients insuffisants

cardiaques en général et chez les patients atteints de DMD en particulier (Meyers et al., 2019).

V.1.1.5. Idébénone

L’idebenone atténuant les dommages musculaires induits par une déficience en
dystrophine. Il a un effet cardioprotecteur et améliore les performances physiques. Un essai
clinique de phase 3 a indiqué I'effet potentiel de modification de la maladie de I'idébénone sur la
progression des parametres cardiaques et respiratoires fonctionnels précoces dans la DMD (Yao
et al., 2021).

V.1.1.6. Inhibition de la Myostatine

La myostatine est un peptide d’origine musculaire, qui limite la croissance des cellules
musculaire. C’est un facteur de différenciation et de croissance sécrété, et connue pour avoir un
role dans la pathogenése de la DMD. Lamyostatine a été identifiée a Il'origine chez la souris

comme un membre de la superfamille du TGF-f qui a démontré une hypertrophie et une
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hyperplasie musculaires importantes. Ainsi, le blocage de la myostatine par une stratégie
anticorps améliore le profil histologique et réduit la faiblesse musculaire dans un modele animal
de la DMD. Une étude clinique a été réalisée chez I'nomme avec un anticorps contre la
myostatine (MYO-029) chez des patients adultes, ce traitement n'a pas augmenté la force
musculaire mais il est bien toléré (Fayssoil et al., 2008 ; Damien., 2008 ; Beytia, 2012 ; Shieh
etal., 2018 ; Botti et al., 2022).

V.1.1.7. Tadalafil et Sildénafil

Tadalafil et Sildénafil sont deux inhibiteurs de la phosphodiestérase 5 (PDE5), peuvent
réduire de maniére significative la pathologie dystrophique chez les souris mdx. Les inhibiteurs
de la phosphodiestérase 5 (PDE5) peuvent supprimer la dégradation du GMPc et amplifier
davantage le signal des voies NO GMPc. Ces études indiquent que les inhibiteurs de PDE5S

peuvent étre des stratégies thérapeutiques potentielles pour la DMD (Yao et al., 2021).

V.1.2. Thérapie Génique

La thérapie génique est une technique expérimentale qui utilise des génes pour remplacer
un géne défectueux, elle est considérée comme une stratégie potentielle pour le traitement de la
DMD, visant a restaurer la protéine manquante (Figure19) (Barthélémy et al., 2018 ; Ricci et

al., 2022).

La thérapie génique de la DMD consiste a exprimer la dystrophine en introduisant aux
cellules musculaires un gene DMD (ADNc) complet ou fonctionnellement tronqué dans un
vecteur viral. Les vecteurs représentatifs couramment utilisés dans les cellules musculaires qui
ne se divisent pas comprennent les vecteurs lentivirus, adénoviraux et 1’adénovirus associé
(AAYV). Tous sont capables d’exprimer a long terme le géne exogene sans provoquer de réactions
immunitaires. L'objectif de la thérapie génique est de délivrer une copie intacte du géne muté,
appelé transgene, aux cellules musculaires pour permettre I'expression de la protéine
fonctionnelle, puis de restaurer ou atténuer le phénotype. La capacité de charge des lentiviraux,
les vecteurs adénoviraux et AAV est respectivement d'environ 8 kb, 8-36 kb et d'environ 4,7 kb
(Nakamura, 2019 ; Ricci et al., 2022).
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Figure 19 : Principe de la thérapie génique (Nicolas, 2012).
Un mini-geéne est encapsulé dans un vecteur et injecté dans I’organisme. Ce mini-géne s’intégre au génome et est
transcrit puis traduit en une protéine plus courte. La traduction de ce mini-géne se fait en complément de la

traduction du géne muté du patient.

» A laide de vecteurs viraux
Les adénovirus ont considéré comme les vecteurs les plus plausibles pour délivrer des
copies modifiées d'un géne en raison de leur grande capacité d'encapsidation et de leur grande
efficacité d'infection (Barthélémy et al., 2018).

Les AAV Sont des vecteurs génétiques privilégiés utilisés pour le développement
d'approches de thérapie génique en raison de leur capacité a cibler plusieurs tissus, tels que la
rétine, le systeme nerveux central, le foie et les muscles (Fortunato et al., 2021 ), leur forme
AAV recombinants sont particulierement efficaces pour transduire les fibres musculaires
squelettiques et les cardiomyocytes lorsqu'ils sont conditionnés avec la capside appropriée , et
permettent I'expression transgénique in vivo a long terme (Figure 20). Cependant, 'ADN
complémentaire de la dystrophine (ADNc) a une longueur de 14 kb et dépasse la capacité
d'encapsidation d'un seul vecteur rAAV (<5 kb). Par conséquent, on utilise une micro (6,3 Kb)
ou mini-dystrophine (4,6 kb) qui sont des transgenes partiellement fonctionnels qui contiennent
des domaines essentiels de la protéine dystrophine (Nakamura, 2019 ; Creismeas et al., 2021 ;
AFM Téléthon, 2021).
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Figure 20 : Etapes de la thérapie génique via la micro-dystrophine (AFM Téléthon, 2021).

Les vecteurs lentiviraux issus des virus humains de I'immunodéficience-1 (VIH-1) peut
s'intégrer dans le génome de 1’hote et obtenir une expression transgenique a long
terme. Néanmoins, les myofibres transduites avec un ADNc fonctionnel de 6,3 kb de la
dystrophine de type Becker (géne de la mini-dystrophine) était partiellement protégé contre la
dégénérescence pendant au moins six mois chez des souris mdx. L'utilisation potentielle de ce
systéeme de vecteur pour le transfert stable de génes vers le muscle est donc d'un grand intérét,
car il pourrait théoriquement étre utilisé pour le transfert de genes vers des myofibres post-
mitotiques ou vers une variété de cellules souches a potentiel myogénique (Figure 21) (Li et al.,

2005 ; Nakamura, 2019 ; Morgan et al., 2021).
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Figure 21 : Structure des mini- et microdystrophines (Nakamura, 2019).

La minidystrophine est une dystrophine de patients atteints de BMD légere d'une taille d'environ 6,4 kb. Sur cette
base, la région de la tige a été encore tronquée pour créer de la microdystrophine (4,9 kb) pouvant étre incorporée
dans des vecteurs viraux. Les deux dystrophines conservent le domaine de liaison a l'actine, riches en cystéine (Cys)

et C-terminaux de la dystrophine normale de pleine longueur (14 kb).
» A T’aide de vecteurs non-viraux de type plasmide d’origine synthétique

Les plasmides sont des vecteurs synthétiques. Ils peuvent contenir des génes de grande
taille et sont moins susceptibles de provoquer une réaction immunitaire importante : ils ne
renferment pas de protéines immunogenes. Selon des études sur des souris mdx, ils ont permisde
restaurer I'expression de la dystrophine dans de nombreuses fibres musculaires. L'efficacité du
transfert de géne semble, cependant, moindre gu'avec les AAV, en injection intra-musculaire.

Mais, ils ne permettent pas une expression a long terme du géne thérapeutique (AFM, 2009).

V.1.3. Translecture de codon stop

Toute synthese protéique normale se termine par un codon stop (UAG, UAA ou UGA).
Chez prés de 10-15 % des patients atteints de DMD ou BMD, une mutation ponctuelle
transforme un codon de lecture en un codon stop avant la fin de la synthése protéique ce qui
donne une protéine non fonctionnelle ou avec fonction réduite (Focus, 2015 et Lutschg, 2018).

L’ataluren est le premier médicament utilisé pour le traitement de DMD, composé d’une
molécule dite PTC124, cette derniére inhibe la reconnaissance des codons « stop » prématurés
pendant la traduction et permet d’ignorer le codon stop précoce et de rétablir la transcription
d’une protéine plus fonctionnelle. Elle préserve cliniqguement de maniere significative la marche,
qui est prédictive de la progression de la maladie chez les patients atteints de DMD et le
ralentissement de la progression de la maladie (Figure 22) (Focus, 2015 ; Péréon et al., 2016 ;
Mercuri et al., 2020).



Chapitre V Approches thérapeutiques

Translecture des codons Stop
ARN messager Q
porteur d’'un
codon Stop prémature ==
da 3 une mutation %ﬂ“
du gene. e f
o=
~r~r~r~J | - — \r\.\,\,\r Y
® @ >SI |-~

@ -

)
S

ou——— e
La production de ia La production de
proteine s'arréte lorsque la protéine continue
le ribosome arrive sur le malgreé le codon
codon Stop prémature. Stop prémature.
/—’—A - 1 - —
I« “_'“ )
=
o
Pas de protéine -

_

Figure 22 : Translecture du codon stop (AFM Téléthon, 2021).

D’autres médicaments tels que la Gentamycine qui est un antibiotique aminoglycoside
permettent aux ribosomes d’ignorer le codon stop et de continuer la synthése de la protéine.
L’administration de cet antibiotique a restauré I’expression de la dysrophine a peu prés de 20 %

du niveau normal mais I'efficacité globale n'est pas claire (Nicolas, 2012 ; Sun et al., 2020).

V.1.4. Saut d'exon

Le saut d’exon est une technique qui rend possible la fabrication d’une protéine a partir
d’un gene comme le geéne de la dystrophine (DMD). L’idée de cette technique basée sur la
modulation de I'ARN en permettant de rétablir le cadre de lecture. Ce type de molécules agit au
niveau de la maturation de I’ARN pré-messager en ARN messager matures (ARNm) du géne
permettant une expression de la dystrophine dans le muscle. L'efficacité d'une telle technique a
été prouvée sur des cultures primaires de myoblastes de souris mdx mais également sur des
cultures de myocytes issus de patients DMD par délétion de l'exon 45. Parmi les études a base de
cette technique celle approuvée par I’équipe Frangaise de Pietri Rouxel de I’institut de myologie
qui a développé une approche combinée le saut d’exon classique utilisant des souris mdx. Les
chercheurs ont effectué chez ces souris, apres la naissance, trois injections d’oligonucléotides
anti sens de derniere génération (les PPMO- oligonucléotides morpholino liées a un peptide), les
résultats ont été publiés dans la revue Molecular Therapy Methods and Clinical Development

montrent que ce traitement s’avere particulierement efficace. Les chercheurs ont observé aussi
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une augmentation de la survie des souris traitées soit 52 semaines au lieu de 7 sans traitement ;
une amélioration de la force des muscles squelettiques ; une préservation durable du diaphragme
et du cceur ; une préservation aussi du muscle contre la fibrose et I’inflammation (Fernandez et

al., 2010 ; Focus, 2015 ; Institut de myologie, 2020 ; AFM Téléthon, 2022).

V.1.5. Utrophine

L'utrophine est un homologue de la dystrophine ; son gene est situé sur le chromosome
6924 chez I'nomme et il est transcrit par deux promoteurs (A et B). Cette protéine a un poids
moléculaire de 395 kDa et possede des domaines similaires a la dystrophine. Elle permet de
compenser le manque de dystrophine chez tous les patients DMD indépendamment de leur
mutation (Guiraud et al., 2015).

L'utrophine et la dystrophine ont des domaines N terminaux, riches en cystéine et C
terminaux structurellement similaires et partagent de nombreux partenaires de liaison, tels quela
B dystroglycane, I'a dystrobrevine et la F actine. L'utrophine et la dystrophine ont des profils
d'expression distincts ; elle est exprimée dans les muscles en développement précoce au niveau
du sarcolemme et est progressivement remplacée par la dystrophine. A I'age adulte, elle est
exprimée dans un large éventail de tissus; L’utrophine A se localise a la jonction
neuromusculaire et a la jonction myotendineuse dans les muscles, tandis que l'utrophine B est
exprimée dans les cellules endothéliales. Lors d'une lésion musculaire, I'expression de
I'utrophine A est réactivée au niveau du sarcolemme dans les myofibres régénérées. En I'absence
de dystrophine, I'expression de l'utrophine A est régulée positivement au niveau du sarcolemme
chez la souris mdx et les patients DMD dans le cadre du processus de régénération (Figure 23)
(Sinnreich, 2010 ; Guiraud et al., 2015).

Des études récentes sur des souris mdx utilisent la metformine qui est un médicament
utilisé dans le traitement du diabéte de type 2 montrant des effets intéressants en modulant

I’expression du gene de 1’utrophine (Le Guen et al., 2021).
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Figure 23 : Complexes protéiques associés a la dystrophine et a 'utrophine (Guiraud et al.,
2015).

V.L.6. Thérapie cellulaire

Contrairement aux méthodes pharmacologiques basées sur I'emploi de molécules
chimiques, la thérapie cellulaire est fondée sur I'utilisation de cellules vivantes. L'objectif est de
remplacer des cellules déficientes ou disparues par des cellules saines. Cette technigque consiste a
prélever des cellules soit chez le patient a traiter lui-méme (autogreffe), soit chez un donneur
(allogreffe) associées a une thérapie immunosuppressive, cette derniére permet de réduire la
réaction immunitaire de I'ndte contre la greffe. Ces cellules sont purifiées, éventuellement
modifiées, puis multipliées au laboratoire, puis injectées dans I'organe a traiter de la personne
malade. Différents types de cellules sont utilisés par les chercheurs dans le but de remplacer les
cellules musculaires qui ont dégénéré dans la DMD (Figure 24) (AFM, 2009 ; Lannitti et al.,
2012).
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Satellite cells

Figure 24 : Sources possibles de cellules souches myogéniques isolées du sang et des

muscles dans le traitement de la DMD (Farini et al., 2009).

V.1.6.1. Cellules souches multipotentes dérivées du muscle (CSMD)

Des études récentes ont suggéré l'existence d'une population de cellules souches
multipotentes dérivées du muscle (CSMD) qui réside dans le muscle squelettique partageant la
capacité de s'autorenouveler et de se différencier en d'autres types de cellules mésodermiques.
Parmi eux les cellules souches CD34 qui peuvent migrer de la circulation vers les tissus
musculaires de I'n6te apres injection intra-artérielle et induire I'expression de la dystrophine dans
tous les muscles de la région injectée chez les souris mdx (Torrente et al., 2001 ; Farini et al.,
2009).

V.1.6.2. Cellules souches pluripotentes induites (CSPi)

Cellules souches pluripotentes induites sont des cellules somatiques capables de se
différencier en cellules précurseurs musculaires et injectées dans les muscles. Apres l'injection,
la protéine dystrophine sera restauré, se régénere et conduit a des niveaux de dystrophine plus
élevés. Les tests fonctionnels ont montre une amélioration. Des expériences dans ce domaine ont
montré que les cellules CSPi sont capables de s'intégrer aux cellules musculaires et de s'installer

dans la population de cellules satellites (Van Westering et al., 2015 ; Barthélémy et al., 2018).
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V.1.6.3. Cellules satellites

Les cellules satellites sont des cellules souches musculaires cible pour les thérapies de
lutte contre la DMD. En raison de leur activation constante pour tenter de compenser la
dégénérescence musculaire incessante de la DMD. Le pool de cellules satellites s'‘épuise dans le
tissu dystrophique, entrainant un échec de réparation musculaire et une progression accélérée de
la maladie. Des approches de transplantation de cellules satellites sont encore a I'étude afin de
tenir compte de leurs inconvénients. Par exemple, I'hétérogenéité des cellules satellites cultivées
les rend peu fiables dans quelques thérapies de transfert, alors que le transfert avec succes a
démontré que l'injection intramusculaire de myoblastes sains chez des souris mdx entraine une
fusion avec les fibres de I'nbte et une production importante de dystrophine (Duan et al., 2021 ;
Den Hartog et al., 2022).

V.1.6.4. Mésoangioblastes, cellules souches sanguines et musculaires CD133

Les mésoangioblastes sont des cellules souches dérivées de la moelle osseuse, les CD133,
cellules souches dérivées du sang ou du muscle et péricytes, administrés dans la circulation
sanguine ont la capacit¢ de se migrer hors des vaisseaux et de se différencier en cellules
musculaires squelettiques et vasculaires chez les sujets atteints de DMD. Ces cellules
génétiquement corrigées sont délivrées par voie intra artérielle au muscle dystrophique de souris,
ils induisent une amélioration fonctionnelle spectaculaire du phénotype dystrophique (Braun,

2011 ; Lannitti et al., 2012).

V.2. Nouvelles approches thérapeutiques

Aprés des débuts difficiles marqués par une période de prudence et de scepticisme, le
domaine de la thérapie génique se trouve dans une phase optimiste et dynamique. De nombreux
protocoles cliniques sont en cours pour traiter diverses maladies monogéniques, avec parfois des
résultats remarquables. Les technologies de thérapie génique sont avancées, diversifiées et
continuent de progresser rapidement. Les premiers médicaments qui arrivent sur le marché
constituent une rupture dans le domaine pharmaceutique qui devrait permettre, dans un futur

proche, le traitement de nombreux patients atteints de maladies rares (Ann et al., 2017).

V.2.1. Oligo-nucleotides thérapeutique

Les oligo-nucleotides thérapeutique sont des petits acides nucléiques de synthese
capables de moduler I’expression de genes cibles et leurs transcrits. Ils interférent avec des

mécanismes physiopathologiques en modulant 1’expression de cibles thérapeutiques d’intérét.
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Congues pour interagir avec leurs cibles, ARN ou ADN. Parmi eux les oligonucléotides
modulateurs d’épissages de type activateurs de I’expression génique, qui ont été approuvés et
utilisé pour la gestion de la DMD dont le principe de la stratégie de traitement est le saut d'exon

(Crouvezier et al., 2023).

Les modulateurs d’épissages appelées OAS (les Oligonucléotides Anti Sens) sont des
courtes séquences d’ADN simple brin d’environ vingt nucléotides qui s’hybrident a des
séquences cible de ’ARNm prématuré et induire sa dégradation par la ribonucléase H (RNAase
H) pour modifier la composition exonique de I’ARNm mature et par conséquent, la séquence
de la protéine traduite et cela grace a la stratégie du saut d’exon (Figure 25) (Crouvezier et al.,

2023).
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Figure 25 : Restauration de protéines fonctionnelles par modulation

d’épissage (Crouvezier et al., 2023).

V.2.2. Oligonucléotiques antisens (OAS) chimiquement modifiés

En fait, les oligonucléotiques antisens approuvés par la FDA (Food and Drug
Administration) sont les OAS chimiquement modifiés. Des modifications chimiques permettent
de stabiliser les OAS. La substitution d’un atome d’oxygene non pontant par un atome de soufre
transforme la liaison phosphodiester en phosphorothioate (PS), ce qui les rend plus résistants a la
dégradation par les nucléases et sans empécher celle de la RNAse H. Utilisant un encombrement
stérique contiennent soit une modification ribose 2’ -O-méthyle, soit des oligomeres de
morpholino-phosphorodiamidate (PMO). Dans les PMO, le sucre est remplacé par un cycle
morpholino et le squelette contient une liaison phosphorodiamidate neutre. Il existe quatre
médicaments a base de PMO : eteplirsen, golodirsen, vitolarsen et casimersen, approuvés pour le

traitement de la DMD et un médicament a base de ribose 2’ -O-méthyle : drisapersen. Ces PMO
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modulent I'épissage par des mécanismes basés sur le saut d'exon, ou ils se lient au pré-ARNm et
empéchent le spliceosome d'accéder au site d'épissage du transcrit (Figure 26, 27) (Paradeep et

al., 2023 ; Crouvezier et al., 2023).
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Figure 26 : Mécanismes d'Eteplirsen et de Viltolarsen dans la dystrophie musculaire de
Duchenne (Pasha et al., 2022).

Eteplirsen se lie a 'exon 51, entrainant son exclusion, produisant une protéine dystrophine raccourcie, mais
fonctionnelle. Viltolarsen cible le saut de I'exon 53, ce qui entraine une protéine dystrophine tronquée mais

fonctionnelle
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Figure 27 : Mécanisme de Golodirsen et Casimersen dans la dystrophie musculaire de Duchenne
(Pasha et al., 2022).

Golodirsen se lie et exclut 1'exon 53, résultant en une protéine dystrophine raccourcie mais fonctionnelle. Mutation

par délétion 44 avec exclusion de I'exon 45 médiée par casimersen, entrainant une protéine dystrophine raccourcie

mais fonctionnelle.
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V.3. Dernieres avancées thérapeutiques

En fait, la découverte de 1’outil d’édition génomique CRISPR-Cas9 parmis des avancées
significatives et prometteuses dans le traitement des dystrophies musculaires (Gilgenkrantz,
2014).

V.3.1. Systeme de CRISPR-Cas 9

Le systéme CRISPR-Cas 9 (Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats)-
Cas9 (CRISPR-Associated protein 9) a été découvert chez les bactéries, un outil d’édition
génomique permet de modifier précisément une séquence génomique. Il est composé d’une
enzyme, Cas9, et d'un ARN guide synthétique (ARNg) qui forment ensemble un complexe
ribonucleo-protéique. Le mécanisme de 1'édition du génome CRISPR/Cas-9 peut généralement

étre divisée en trois étapes : reconnaissance, clivage et réparation (figure 28).

L’enzyme Cas9 chargée avec I’ARN guide reconnait une séquence complémentaire située
a coté d’une séquence spécifique de 3 a 5 nucléotides (séquence PAM, Protospacer Adjacent
Motif). Lorsque le complexe Cas9-ARNg reconnait le site cible, il déclenche la dénaturation
locale de I’ADN et I’invasion dans I’ADN du brin d’ARN pour assurer le clivage de la double
hélice. La coupure double brin crée par I’enzyme Cas 9 est alors réparée soit par jonction
d’extrémités non-homologues (NHEJ pour Non Homologous End Joining), résultant en de
petites insertions et/ou délétions aléatoires sur le site de clivage, soit par réparation fondée sur
I’homologie (HDR pour Homology-Directed-Repair), réparation dirigée qui entraine une

modification précise du génome (Ballouhey et al., 2020 ; Asmamaw et al., 2021).
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Figure 28 : Mécanismes d’action du systeme CRISPR-Cas9 (Ballouhey et al., 2020).
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Pour délivrer cet outil d’édition génomique dans les organes cibles, de nombreuses
méthodes ont été utilisées. La méthode de transport la plus utilisée in vitro est la transfection
d’ADN plasmidique. In vivo, certaines études utilisent des méthodes de transport non-viral pour
acheminer le systtme CRISPR-Cas9, telles que le transport hydrodynamique ou encore le
transport par nanoparticules. La méthode la plus utilisée pour transporter le systéme CRISPR-

Cas9 in vivo reste le transport par AAV (Ballouhey et al., 2020).

Pour la premicre fois, une équipe américaine a appliqué le systétme CRISPR/Cas9 pour
¢liminer I’exon 51 dans le but de restaurer la dystrophine chez 4 chiens deltaE50-MD agés d’un
mois. Les chercheurs ont utilis¢é des AAV pour administrer le syst¢tme CRISPR/Cas9 soit par
injection intramusculaire (2 chiens) avec un suivi de 6 semaines, soit par injection intraveineuse
(2 chiens) avec un suivi de 8 semaines. Les résultats publiés dans la revue Science d’octobre
2018 ont mis en évidence une augmentation de production de dystrophine non seulement dans
les muscles mais aussi dans le cceur de tous les chiens (aprés injection intraveineuse) (AFM

Téléthon, 2018).

Deux équipes Amoasii et collaborateur et Sui et collaborateur ont également utilisé le
systéme CRISPR-Cas9 afin d’obtenir des organismes modéles de DMD : une souris dont I’exon
50 du gene DMD a été délétée, et un lapin possédant des mutations dans 1’exon 51 du méme

géne (Ballouhey et al., 2020).

Duchéne et ses collaborateurs ont ainsi restauré la cadre de lecture de la dystrophine a
partir de quatre biopsies musculaires de patients atteint de DMD (chaque biopsie possédant une
délétion d’un exon différent). Pour cela, ces auteurs ont utilisé ’enzyme Cas 9 et deux ARN
guides ciblant chacun I’exon 47 et ’exon 58 du géne DMD afin de déléter les exon 48 a 57.
Cette technique a permis de restaurer 1’expression d’une forme plus courte de dystrophine

fonctionnelle dans les cellules des quatre patients (Bellouhey et al., 2020).

Ifuku et ses collaborateurs ont altéré le site accepteur d'épissage dans I'exon 45 par la
délivrance de plasmide du systeme CRISPR Cas9 dans des CSPi, dérivé d'un patient DMD. Dans
le cas des patients DMD dont I'exon 44 a été supprimé, le saut de I'exon 45 devrait étre efficace
pour restaurer I'expression de la proteine dystrophine dans des myoblastes différenciés (Ifuku et
al., 2018).

Ainsi, les travaux de I’équipe de Long sur des souris mdx, ciblant 1’exon 23, par
I’utilisation de CRISPR/Cas9 et deux ARN guides ciblant les intro 22 et 23 et supprime cette

mutation, dans le but de restaurer le cadre de lecture de géne. Dans le méme contexte 1’équipe
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Matre et al. Ont, eux, obtenu la restauration de la dystrophine en ciblant aussi I’exon 23 du geéne
DMD dans des progéniteurs musculaires de souris mdx utilisant CRISPR-Cas9 et un ADN
donneur (exon 23 correcte) afin d’induire une réparation par homologie (HDR) et cela donne des

résultats encourageants (Figure 29) (Bellouhey et al., 2020 ; Prat, 2020).

wi e Sel e e

mdx mice _{f_ﬂ Z_;:El m l . .__

NHEJ | HDR Comor

RNA
GRNA1 gRNAZ ¢ GRNA1 gRNAZ

|
eabE =il pEEeE 2=
! l l l

Splicing
Exon skipping Exon deletion Frameshift Induction HOR repair

Figure 29 : Mécanismes de la jonction d'extrémités non homologues (NHEJ) et de la correction
génique médiée par la réparation dirigée par I'homologie (HDR) par des répétitions
palindromiques courtes régulierement espacées (CRISPR)-Cas9 (Prat, 2020).

En haut : Le géne DMD de la souris normale et la mutation ponctuelle du géne DMD chez la souris mdx qui
crée un codon stop prématuré. CRISPR-Cas9 peut corriger ce défaut génétique de I'une des trois maniéres
suivantes par la réparation du NHEJ - saut d'exon, suppression d'exon et induction de décalage de cadre qui
différent selon les sites cibles et le nombre d'’ARNg. De plus, il peut modifier la mutation de maniére précise
par réparation HDR s'il re¢oit un modéle donneur dans un état approprié.
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Conclusion

Les dystrophies musculaires de Duchenne et Becker sont un ensemble de pathologies
musculaires rares, caractérisées par une faiblesse et une dégénérescence progressive du muscle.
Ce sont des maladies d’origine génétique liées a X causées par des mutations au niveau du gene

DMD codant la protéine dystrophine d’ou leur nom, impliquée dans les fonctions musculaires.

Depuis plusieurs années, de nombreuses pistes de recherche sont suivies pour tenter de
mettre au point un traitement curatif de la DMD. Le développement de traitements
pharmacologiques comme corticostéroidien, la thérapie génique, qui intervient directement sur le
gene de la dystrophine, la thérapie cellulaire qui consiste en la transplantation de cellules saines
dans les muscles des patients atteints meénent a 1’amélioration du pronostic clinique, I’espérance

et la qualité de vie des patients. Néanmoins ces traitements palliatifs ne guérissent pas.

Les chercheurs développent des nouvelles approches thérapeutiques permettant de
restaurer la fonction des muscles cardiaques, respiratoires et squelettiques a des niveaux
cliniquement pertinents, ciblant le défaut génétique, notamment la thérapie par saut d’exon, par
¢édition de genes via des vecteurs viraux et par 1’édition du génome a l'aide de la technologie
CRISPR-Cas 9. Malgré qu’elles ne sont pas applicables a tous les patients DMD mais les

résultats préliminaires pour la correction génétique soient encourageants.
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Aspect moléculaire et cellulaire des dystrophinopathies et les nouvelles
approches thérapeutiques

Résume :

Les dystrophies musculaires de Duchenne et de Becker sont les formes les plus fréquentes
et les plus progressives. Ce sont des troubles alléliques liée a X causés par des mutations de
type délétion ou duplication du géne DMD localisé en Xp21.1, codant pour une protéine de
427KDa exprimée au niveau du sarcolemme, assure le lien entre le complexe protéique
associée a la dystrophine et le sarcolemme et le cytosquelette pour maintenir la stabilité
musculaire. La DMD est la forme la plus sévere résulte d’une mutation empéchant toute
production de la protéine, alors que la forme 1égere et tardive est la BMD résulte de mutation
compatible avec la synthése d’une dystrophine anormale mais fonctionnelle. Des stratégies
thérapeutiques visent a restaurer I'expression et/ou la fonction de la dystrophine, y compris les
thérapies géniques, cellulaires et de remplacement des protéines et d’autres améliorent la
fonction et la qualité musculaire en ciblant les changements pathologiques en aval, notamment
l'inflammation, la fibrose et l'atrophie musculaire. Des nouvelles approches thérapeutiques
sont actuellement explorées, offrant des nouvelles perspectives et espoirs dans la prise en
charge de cette grave maladie.

Mots-clés : dystrophies musculaires de Duchenne/Becker, géne DMD, protéine dystrophine,
mutation, thérapie génique, thérapie cellulaire.

Abstract:

Duchenne and Becker muscular dystrophies are the most frequent and progressive forms.
They are X-linked allelic disorders caused by deletion or duplication mutations of the DMD
gene located in Xp21.1, coding for a 427KDa protein expressed in the sarcolemma, linking the
dystrophin-associated protein complex to the sarcolemma and cytoskeleton to maintain muscle
stability. DMD is the most severe form, resulting from a mutation that prevents all production
of the protein, while the mild, late form, BMD, results from a mutation compatible with the
synthesis of an abnormal but functional dystrophin. Therapeutic strategies aim to restore
dystrophin expression and/or function, including gene, cell and protein replacement therapies,
while others improve muscle function and quality by targeting downstream pathological
changes, including inflammation, fibrosis and muscle atrophy. New therapeutic approaches are
currently being explored, offering new perspectives and hope in the management of this
serious disease.

Keywords: Duchenne/Becker muscular dystrophies, DMD gene, dystrophin protein, mutation,
gene therapy, cell therapy.
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