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Introduction Générale

Les dystrophies musculaires ont été décrites pour la premiere fois en 1860 par Charles Bell,
qui a pu observer le déclin progressif des fonctions musculaires chez des patients. Ce groupe
de myopathies englobe des pathologies génétiques provoquant une faiblesse de tout le
systeme musculaire. Elles sont la conséquence d’un défaut qualitatif ou quantitatif d’une
protéine : la dystrophine, ce qui entraine la mort des tissus musculaires a plus ou moins long
terme. Parmis les neuves dystrophies musculaires humaines recensées a ce jour, la
Dystrophie musculaire de Duchenne est la plus sévére et courante. Elle doit son nom au
neurologue francais Guillaume Duchenne, qui observa ces atteintes musculaires chez 13

garcons a la fin du XIXeme siécle (Thomas, 2019).

La dystrophie musculaire de Duchenne (DMD) est une maladie mortelle liée au chromosome
X causée par des mutations dans le gene de dystrophine qui code pour une protéine du
cytosquelette, la dystrophine. Ce géne a une trés grande entité de 2,5 millions de paires de
bases, qui peut étre le siége de plusieurs types d’altérations mutationnelles : mutations
ponctuelles, duplications partielles et, surtout, larges délétions intragéniques représentant
pres de 70% des anomalies chez les patients DMD (Leturcq et Kaplan, 2005). L'absence
de la dystrophine entraine une dégénérescence progressive des muscles squelettiques et
cardiaques avec remplacement du tissu fibreux, infiltration graisseuse et décés précoce
subséquent par insuffisance respiratoire ou cardiaque. Cette pathologie est la plus fréquente
des dystrophies musculaires, touchant principalement les garcons, car ils ne possédent qu’un
chromosome X, tandis que la femme en posseéde deux ainsi si chez elle, I’'un de ces
chromosomes porte le géne DMD, elle ne sera pas malade car elle en posséde un autre, elle
sera porteur sain. Cette derniére se manifeste par des symptémes apparaissant entre 3 et 5
ans. Alors que les progres des soins médicaux ont permis aux patients atteints de DMD de

vivre jusqu'a I'age adulte (Guiraud et al., 2015).

Pour réussir a traiter la dystrophie musculaire de Duchenne, les chercheures ont développé
des pistes thérapeutiques complémentaires ciblant la maladie a différents niveaux, qui sont
la thérapie génique dans le but de pallier 1’altération du géne, la thérapie cellulaire pour
apporter de nouvelles cellules musculaires, et enfin les traitements pharmacologiques pour

remplacer la protéine déficitaire.

Le caractére progressif de la DMD suggére que des mécanismes endogénes pourraient étre
recrutés pour atténuer les dommages causés par la DMD et pour maintenir la capacité de

régénération des muscles squelettiques. Cela peuvent soutenir que les mécanismes
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Introduction Générale

moléculaires endogeénes les plus attrayants seraient ceux qui renforcent la capacité de
régénération des muscles squelettiques et conferent aux fibres musculaires la capacité de
surmonter la fibrose et I'inflammation résultant de la perte de la dystrophine (Chang et al .,
2016). A cet égard, les microARN ont retenu l'attention en tant que molécules candidates
pour modifier la pathologie DMD en raison de leurs fonctions dans les muscles squelettiques
normaux et malades et la facilité relative avec laquelle ils peuvent étre emballés dans des
vecteurs (Horak et al., 2016). Ces petits ARN non codants omniprésents ont une longueur
d'environ 22 nucléotides et affectent un large éventail de processus cellulaires en inhibant la
traduction des ARNm cibles (Meister, 2013 ; Ha & Kim, 2014).

C’est dans ce sens que s’insére notre étude, qui comporte trois volets principaux :

o Le premier chapitre se divise en deux partie :
v' La premiére partie : présentation générale de la maladie de dystrophie musculaire de
Duchenne, le géne DMD, la complexe glycoprotéine, et les différentes mutations qui
causent cette maladie.
v La deuxiéme partie : basée sur les stratégies thérapeutiques pour la DMD tels que la
thérapie génique, thérapie cellulaire, et traitements pharmacologiques.

o Le second chapitre : sera centrée sur les miARN et leur biogenése, et enfin les

miARN musculaires.

o Le troisieme chapitre : il sera fait une comparaison sur les profils d’expression des

mMiARN dans le muscle et les profils d’expression des miARN dans la DMD.

Enfin, une conclusion générale, récapitulera les principaux axes de cette étude.
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Chapitre | Pathologie de DMD

I-1-Définition

La myopathie de Duchenne ou dystrophie musculaire de Duchenne est une maladie
génétique, récessive et progressive liés au chromosome X qui dégénere les fibres
musculaires avec une prévalence d’environ 1 sur 3500 (Emery, 1991). Elle se déclare
seulement chez les garcons et entraine une perte de la capacité a marché au cours de I’enfance
(Chelly et Kaplan, 1988). Cette derniere se complique par une insuffisance respiratoire
et/ou cardiaque qui conduit au déceés vers 1’dge de 20 ans (Serratrice et al., 1997).
L’espérance de vie des patients atteints de DMD s’allongent de 19 ans a 30 ans en cas de
ventilation assistée, quelle soit invasive ou non (Landfeldt et al., 2020). Cette maladie est
décrite en 1868 par Duchenne de Boulogne (Chelly et Kaplan, 1988) et fait partie des
maladies dite « orphelins » (Bussel et Raphael, 2002) qu’est causée par des mutations de
Novo (spontané) du gene de la dystrophine qui code par une protéine cytosquelette de 427
KDA appelée dystrophine (Blake et al., 2001). La dystrophine joue un réle important dans
la structure des cellules musculaires. Son absence entraine une fragilité structurelle et une
accumulation cytoplasmique de protéines normalement absentes des fibres musculaires
(Straub et Campbell ,1997). Et une délocalisation des protéines associées a la dystrophine
de la membrane et une déstabilisation des costameres, conduisant & une fragilité de la
membrane (Rybakova et al., 2000).

I-2-Protéine dystrophine et le complexe glycoprotéine

La découverte de la dystrophine en tant qu'agent causal de la DMD a incité les chercheurs a
se pencher sur les protéines partenaires associéees. Plusieurs études, menées dans ce domaine,
ont réveélé le complexe protéique détaillé associé a la dystrophine dans les tissus normaux
ainsi que dans les tissus dystrophiques (Sweeney et Barton, 2000). Tous ces grands
complexes macromoléculaires de protéines sont collectivement appelés Dystrophine
Associated Protein Complex (CAD) (Bhattacharya, 2015), dit d’échafaudage, qui traverse
la membrane et lie le cytosquelette d’actine a la lame basale de muscle ( Ohlendieck et al.,
1993). Le CAD joue un réle important dans les dystrophies musculaires puisque les
mutations dans ces diverses protéines peuvent conduire vers d’autres formes de dystrophies
musculaires (Cohn et Campbell, 2000). Le CAD est composé entre autres, de la
dystrophine, de dystroglycans (a- et B-DG), de sarcoglycans (a-, -, 3-, €-, y-), de sarcospans,
de syntrophines (o-1, B-1 et B-2) et de dystrobrevines. Suite a des recherches

immunohistochimies, ils ont déterminé qu'il y a une diminution considérable ou une absence
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compléte des protéines du CAD dans le sarcoplasme des patients atteints de DMD, Cette
diminution importante est le résultat de I'absence de dystrophine(Blain,2008). La
localisation au sarcoplasme des protéines du CAD est aussi affectée, bien que ces protéines
soient transcrites et traduites. L'absence de lien physique entre I'intérieur et I'extérieur de la
cellule musculaire rend le sarcoplasme fragile, rendant les fibres musculaires susceptibles a
la dégénérescence au cours des cycles répétés de contraction et de relaxation du muscle

(Mastrumura et al., 1994).

A

Liaison a
I'actine

Complexe

i Bk

Dystrophine

Complexe
cytoplasmique

Figure 1 : Structure de la dystrophine et son complexe. Les différents domaines de la
dystrophine sont montrés(A). Le complexe de la dystrophine et ses divers constituants(B)
(Blake et al., 2002).
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Il a été démontré que les fibres de petit diamétre (type I, I1A) sont moins nécrosées que les
fibres musculaires de grand diametre (typellB) (Boland et al., 1995). De plus, la
dégénérescence continue des muscles néecessite leur régénération quasipermanente épuisant
les stocks de cellules satellites nécessaires (Heslop et al., 2000). Les cellules satellites sont
des cellules progenitrices musculaires mononucléées qui restent latentes dans une niche entre
le sarcolemme et la lame basale des myofibre (Carlson et al., 2003). Les patients perdent
leur capacité de régenération et la dégénérescence musculaire ne peut étre enrayée (Price et
al., 2007). Le calcium aurait également un role important dans la nécrose des cellules
musculaires. En effet, une accumulation de calcium a été observée dans des fibres
musculaires de patients DMD (Bodensteiner et Engel, 1978) et un influx massif de calcium
a été démontré a travers des membranes déficientes en dystrophine (De Backer, 2002). Dans
un premier temps, le mécanisme d’homéostasie calcique compense cet apport de calcium,
mais lorsque des micro Iésions apparaissent dans le sarcolemme, 1’homéostasie ne suffit plus
et la concentration intracellulaire de calcium augmente (Tinsley et al., 1998). Des protéases,
dont les calpaines, sont alors recrutées, détruisant les protéines membranaires et conduisant

a une entrée massive de Ca2+ et a la mort cellulaire. (Maiga,2018).
I-3-Le géne DMD

L’identification du gene DMD sur le chromosome X a été le premier triomphe du clonage
positionnel et a ouvert une nouvelle ere dans la recherche sur la DMD. Ce derniers est le
plus grand géne connu, représente 0.1% du génome humain et est situé sur le bras court du
chromosome X (locus Xp21.2) couvrant 2.5 Mb de séquence génomique. Il est composé du
99% du gene d’intron et de 79 exons codant par ’ARNm de 14 Kb. (Koenig, 1987 ), de
pleine longueur transcrit a partir du locus DMD s’est avéré étre principalement exprimé dans
le muscle squelettique et cardiaque avec de plus petites quantités dans le cerveau et couvrait
une grande région génomique de produit protéique codé par ce transcrit a été nommé
dystrophine.Ce gene code pour différentes isoformes de dystrophines ; dont trois pleines
longueurs (full lengh dystrophin) et quatre séquencés courtes (short isoforme)
(Koenig,1987 ; Monaco et al., 1987 ). Le gene de la dystrophine est composé de sept
promoteurs spécifiques, ainsi sa transcription est contrdlée par trois promoteurs régulés
indépendamment qui sont nommeés les promoteurs de cerveau(B), du muscle(M) et de
Purkinje(P), localises en amont du premier exon specifique selon leur principale site
d’expression qui s’associe en suite a 78 autres exons, soit un total des 79 exons (Koenig et

al., 1989).
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I-4-Mutations du géne DMD

La dystrophinopathie de Duchenne est due & des mutations qui conduisent des défauts
quantitatifs et/ou qualitatifs de 1’expression de la dystrophine dans un tiers des cas, le géne
DMD contribue a un taux relativement élevé de mutation de novo spontané. Il existe ; en fait
plus de 4700 mutations différentes regroupées en 3 principales catégories : délétion d’un ou
plusieurs exons, duplication d’un ou plusieurs d’exons et les mutations ponctuelles. Les
larges délétions au niveau du gene de la dystrophine sont responsables de la manifestation
du phénotype dystrophique chez 65% des cas, la taille de ces délétions est tres variable. Elle
vas de 6 a 2000 Kb (Baumbach et al.,1989). Ces derniéres se produise n’importe ou dans le
géne ou se trouve 2 points chauds, le premier point dans la partie central du gene (70%) qui
se situe en région médiane 3’ et en région 5’entre les exons 45 et 55 avec un point de cassure
dans I’intron 44, et ’autre point dans la région 5’ entre les exons 2 et 19 des points de
cassures dans I’intron 7(Leturcq et kaplan, 2005; Oshima et al., 2009). En suite les
duplications partielles du géne DMD sont responsables de 5-10% des mutations qui
provoquent une dystrophie musculaire de duchenne, elle se comporte comme des exceptions
a la reégle du cadre de lecture, leur fréquence soit plus élevée a I’extrémité 5° du géne (80%
contre 20% dans la région centrale), notamment la duplication de 1’exon 2, altération la plus
communément identifiée (White et al.,2006). Elles sont pour conséquence 1’absence
compléte de la protéine au sarcoplasme musculaire chez plusieurs patients atteints de DMD
et chez plusieurs modeles animaux incluant la souris mdx (Prelle et al., 1993). En résumé
les duplications sont les résultats probables d’une recombinaison, homologue ou non
(Gilgenkrantz, 1990). Enfin les mutations ponctuelles de tous types affectant I’ensemble du
géne DMD par la conversion d’un codon pour un aa en un codon d’arrét ce qui entrainera
également une terminaison prématurée de la traduction des protéines (mutation non sens).
Presque toutes ces mutations conduisent a des protéines tronquees qui ont toujours le méme
raisonnement lié & la perte ou le maintien du cadre de lecture de la traduction (Roberts et
al., 1992).
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Tableau | : Fréquences des mutations du géne DMD (Robert et al., 1994)

DMD

65% délétions et duplications de grandes taille
18% petites mutations non-sens (a 1’origine d’un codon stop)
8% petites délétions et insertions (de moins de 52 paires de bases)

7% petites mutations d’un site d’épissages

<2% petites mutations faux-sens (substitution de nucléotides)

I-5-Potentiel thérapeutiques

Les thérapies développées dans le cadre des myopathies, notamment de la DMD, peuvent
contenir au moins 1'un des effets thérapeutiques suivant : ralentir, voire arréter la
dégénérescence musculaire; estomper les divers signes cliniques en corrigeant 1’origine de
la pathologie; restaurer la capacité musculaire des patients. Presque 150 ans se sont écoulés
depuis la description des premiers cas de DMD (Stéphan, 2007) et presque 20 ans depuis
que le géne codant pour la dystrophine fut identifié (Keskas, 2012). Néanmoins, il n’existe
pour I’instant aucun traitement curatif pour cette maladie. La difficulté a établir une thérapie
efficace est particulierement due aux obstacles représentés par le remplacement ou la

réparation du gene défectueux.
I-5-1- Thérapie génique

Consiste a introduire un ou plusieurs genes d’intérét a I’intérieur des cellules d’un organisme
en utilisant différents vecteurs. Le but thérapeutique dans le cadre de la DMD est d’introduire
une copie fonctionnelle du géne de la dystrophine dans les fibres musculaires malades afin
d’en restaurer leur fonction perdue. Des obstacles restent encore a franchir avant de pouvoir
envisager d'appliquer efficacement cette technique a I'nomme. Des problemes comme la trés
grande taille du gene de la dystrophine ce qui le rend difficile a transporter par un vecteur
(Bensghir, 2006).
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a-Les Adénovirus

Sont des virus non enveloppés a ADN double brins d’environ 38 kb et font 90 & 100 nm de
diamétre. Une partie des genes adénovirus impliqués dans la réplication virale peuvent étre
supprimées afin de libérer de la place au transgéne d’intérét. Les adénovirus de premiére
génération ont permis de délivrer la mDYS (dystrophine tronquée ayant les parties C et N
terminales intactes) dans des muscles de souris mdx (Ragot et al., 1993). L’injection
d’adénovirus montre toujours de meilleurs résultats chez des souris nouveau-nées que dans
des souris adultes (Acsadi et al.,1994). Cela s’explique par le fait que le systeme
immunitaire de la souris nouveau-née n’est pas encore entierement mature. Ce dernier a aussi
été teste chez le chien GRMD ou I’expression de la mDYS a pu étre observée, mais
également une réponse immunitaire a été observée contre 1’adénovirus (Howells et al.,
1998). De ce fait, des constructions adénovirales ne contenant plus de génes viraux ont été
développées. En enlevant ces génes, la capacité d’encapsidation a par ailleurs augmenté
pouvant ainsi permettre d’y inclure la FLDY Se. Des injections d’adénovirus codant pour la
FLDYS de souris ont alors été faites dans la souris mdx nouveau-née. Elles permirent
d’obtenir I’expression de cette dystrophine dans 50% des fibres et ce jusqu’a 1 an apreés
I’injection du virus (Dudley et al., 2004). Méme si cette expression est stable durant un an,
mais ne savent pas ce qu’il adviendra a plus long terme lorsqu’administré a un patient
dystrophique. De plus, 1'utilisation du vecteur adénoviral est compliquée vu que la moitié de
la population humaine possede déja des anticorps contre la capside de 1’adénovirus (Zaiss
et al., 2009).

Promoter PolyAistop
Gelne LT L2 L3 L4 L5

W | —_— I
~ ~v" l J E28 E3
E1 deleted; e deleted =

replaced by
E Adenovirus

expression
cassette

Figure 3 : Le vecteur adénoviral (Crystal ,2014)
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b-La technique de saut d’exon

De nombreux cas de DMD sont dus a des délétions de un ou de plusieurs exons qui
provoquent un changement de cadre de lecture (Koenig et al ., 1989), et qui aboutissent a la
synthese d’une dystrophine non fonctionnelle. 1l est possible de rétablir ou de restaurer ce
cadre de lecture en retirant artificiellement un ou plusieurs exons de géne de dystrophine
pour géneérer une dystrophine sous une forme tronqué ; mais fonctionnelle dans le contexte
d’une thérapie pour la DMD, cette technique est appelée saut d’exon ou exon skipping
(Mann et al. ,2001 ; Bremmer-Bout et al., 2004).

Elle est possible grace a I’utilisation de petits ARNSs artificiels anti-sens qu’on appelle
oligonucléotide anti-sens qui est d’environ 20 nucléotides, dont les séquences sont congues
de facon a ce que D’appariement ne se fasse qu’avec la séquence complémentaire
correspondent a 1’exon a éliminé. Ces derniers ont la capacité de masquer les sites d’épissage
du ou des exons bornant la mutation lors de la réaction d’épissage de I’ARN pré-messager
(Luetal., 2005 ; Luet al., 2003), la suppression des exons ciblés lors de I’épissage alternatif
par les oligonucléotides anti-sens, une restauration efficace et durable de la synthese de
dystrophine et leur expression reste stable aprés un mois de I’injection intramusculaire ou
intra-artérielle du vecteur viral I’AAV chez la souris mdx (Goyenvalle et al.,2004) (la souris
mdx c’est le modele animal le plus utilisé dans la DMD (Bulfield et al.,1984) lors de
recherche pour expliquer les mécanismes de bris des fibres musculaires,pour des essais de
transfert de myoblastes et pour des essais de thérapies géniques visant a rétablir I’expression
de tout ou une partie de la dystrophine (Nguyen ,2001)et caractériser par une mutation qui
est la transversion d’un nucléotide C en un T dans I’exon 23 du gene de la dystrophine, cette

mutation convertie le codon glutamine CAA en codon stop TAA(Chamberlain ,2002).
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Saut d'exon sur des souris modéles Duchenne

Vecteur AAV-U7
Pré-ARN Exon 22 dEJ;::ﬁ? Exon 24
Messager = = = —
l Saut d'exon

AR Messager e

'

(protéine tronquée mais fonctionnelle)

Figure 3 : Principe de saut d’exon thérapeutique (AFM-Genethon, 2004).

c-Surexpression de I’utrophine

L’utrophine est la protéine autosomique homologue de la dystrophine, dont il a éte démontré
qu'il partage une séquence élevée et une similarité structurelle avec la dystrophine (Blake et
al., 2002; Love et al., 1989). Au cours des techniques de transfert de genes d'utrophine, des
genes d'utrophine pleine longueur ou mini sont transférés vers le muscle DMD a l'aide de
vecteurs AAV pour stimuler son expression. Il a été démontré que de telles stratégies
stimulent I'expression de l'utrophine et améliorent le phénotype dystrophique chez les souris
mdx (Odom et al., 2008 ; Deol et al., 2007). L'un des principaux avantages de Il'utilisation
des therapies géniques a base d'utrophine par rapport aux thérapies géniques a base de

dystrophine est que la délivrance de genes d'utrophine minimise le risque de réaction
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immunitaire puisque l'utrophine est naturellement exprimée dans le muscle dystrophique.
Cependant, I'approche de transfert de génes d'utrophine est confrontée a quelques limitations
impliquant une mauvaise absorption cellulaire, une efficacité variable dans différents tissus

et elimination rapide du corps (Fairclough et al.,2011).

ABD ABD?

FulkLength

| an | 407K
Dystrophin \

0KkDa

Figure 4: Carte de I’utrophine et dystrophine (Gintjee et al.,2014).

d-Plasmide

L’injection de plasmides contenant le gene de la dystrophine n’a pas permis d'observer
I’expression de la dystrophine que dans 1% des fibres musculaires (Acsadi et al., 1991).
L électrotransfert de plasmides, contenant un gene rapporteur, a l'intérieur des muscles de
souris mdx, a permis d'obtenir une expression atteignant 40% des fibres (Vilquin et al.,
2001). Cette expression a éte prolongée a plus de 10 semaines sous une immunosuppression
transitoire ou soutenue, comparee a une expression de 3 semaines sans immunosuppression.
Dans cette méme étude, un plasmide de grande taille contenant le gene de la dystrophine en
fusion avec le géne de I'eGFP (enhanced green fluorescent protein) a été électrotransféré a
I'intérieur de muscles de souris mdx. Cette technique nécessite par contre des injections
répétées de plasmides pour une expression a trés long terme et est limitée par son acces a

certains muscles (Huard, 1998).
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e-Les essais cliniques

Les virus adéno-associés (AAV) et leur forme recombinante (rAAV) sont donc les vecteurs
viraux actuellement utilisés pour les essais thérapeutiques. lls ont montré une bonne
efficacité en produisant des genes stables dans différents modeles animaux (Herzog, 1999),
ainsi qu’une faible réponse immunitaire de la part de I’organisme hote (Mann, 2003).
Cependant, de nouveaux essais thérapeutiques montrent une réponse immunitaire chez les
patients (Mendell et al., 2010 ; Wang, 2010) et posent un nouveau probléme. Des
immunosuppresseurs peuvent étre utilisés pour empécher cette réponse immunitaire (Wang,
2007), mais la cause de cette réponse immunitaire est encore incertaine. Il est possible que
la dystrophine elle-méme déclenche cette réponse immunitaire chez les patients. En effet,
I’essai clinique de phase | réalisé par Mendell et ses collaborateurs, ont mis en évidence une
réponse immunitaire différente et dose dépendante selon les capsides virales utilisées ainsi
gu’une activation des lymphocytes T spécifique a la dystrophine chez certains patients
(Mendell et al., 2010 ; Bowles, 2012).

Un essai de phase | de thérapie génigue est en cours chez I’homme depuis septembre 2000
dans la dystrophie musculaire de Duchenne (DMD). Les malades doivent recevoir une
injection intramusculaire d’ADN contenant la séquence codante de la dystrophine. L’étude
se déroule a I’Institut de Myologie (Paris), en collaboration avec la société Transgéne. Apres
avoir testé plusieurs méthodes de transfert de genes sur des souris et des chiens
dystrophiques, il a été décidé d'utiliser tout 'ADNc du géne d'une dystrophine de pleine
longueur emballé dans un plasmide servant de vecteur en compagnie d'un puissant
promoteur tiré d'un virus. Lesplasmides présentent I'avantage de ne contenir aucune protéine
et ne devraient donc provoquer aucune réaction immunitaire. Le géne thérapeutique a
transporter n'a pas non plus de protéine, c'est de I'ADN pur, ou nu. D'autres essais
préliminaires, avec des cultures de cellules musculaires et des souris, ont montré que ce
vecteur donnait naissance a la nouvelle dystrophine a I'endroit correct, sous la membrane de
la cellule musculaire des animaux, qu'il restaurait le complexe dystrophine-glycoprotéine et

qu'il prolongeait la vie des cellules (Klein et Jaeger, 2001).

De nombreux essais a base de mini-/micro-dystrophines ont été menés et/ou sont encore en
cours (Hakim et al ., 2017) respectivement par les laboratoires Pfizer, Sarepta Therapeutic,
Solid Bioscience, avec utilisation de serotypes AAV9 ouAAVrh74 a des doses élevées de

vecteurs, allant de 1x1014 a 3x1014 copies de génome viral/kg (Fortunato et al., 2021) et
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enfin Généthon. L’essai récent mené par les équipes de Généthon utilise une dose un log
plus faible (1013). La premiére injection a eu lieu en avril 2021. Sept centres seront ouverts
en France, au Royaume-Uni, aux Etats-Unis ; Les essais thérapeutiques en cours et & venir
permettront d’établir I’efficacité de la transduction obtenue, de déterminer la meilleure
composition possible du transgéne, de prouver I’impact clinique de la protéine produite, et
d’évaluer la sécurité de ces procédures (Lagrue et al., 2021).

Le développement de thérapie génique est plus avancé, les traitements visant a réintroduire
une copie fonctionnelle de la dystrophine, ou a rétablir son expression a partir de la copie
endogéne, seraient idéaux. L’enseignement majeur issu de multiples essais cliniques

conduits ces derniéres années, aux mieux ralentissent 1’évolution de la maladie de Duchenne.
I-5-2-Thérapie cellulaire

La thérapie cellulaire est 1’une des stratégies clé pour le futur traitement des dystrophies
musculaires de Duchenne pour la réparation du muscle qui ont leurs propres cellules
souches, les cellules satellites (SC) ou myoblastes, qui durant le développement ou la
restauration des muscles, fusionnent les unes avec les autres pour donner des myotube, puis
de longue fibre musculaire (Daniel et Jacques, 2016). Cette thérapie a pour restaurer la
dystrophine en autant des myofibres qui est nécessaire pour arréter la dégénérescence
musculaire et fournir de nouvelles cellules capable de maintenir la capacité de régénération

de muscle.
a-Transplotation de myoblaste

Le principe général de cette thérapie est de transplanter des myoblastes dans les muscles
dystrophiques, ces cellules vont pouvoir ensuite fusionner avec les fibres musculaires
malades et créer de nouvelles fibres qui expriment la dystrophine (Partridge, 1991). Les
myoblastes sont des cellules qui existent a I’état normal autour d’une fibre musculaire et
dont le role est de réparer le muscle en cas de dommage. Le but de cette thérapie est de créer
une nouvelle fibre musculaire hybride qui est faite de la fusion de la fibre musculaire malade
et des myoblastes normaux (Huard et al., 1993). En effet aprés administration, il a été
observé une restauration de 1’expression de la dystrophine. Par la suite, plusieurs essais
cliniques ont été réalisés concernant une greffe de myoblastes humains, mais 1’efficacité du
traitement s’est avérée étre limitée. En cause, une mortalité trés importante des cellules

greffées, autour de 90%, et ce, dans les 24 heures suivant I’injection. Plus récemment, il a

13



Chapitre | Pathologie de DMD

été montré qu’une amplification in vitro des myoblastes humains réduisait leur potentiel
myogénique et réduisait également leur migration. 1l y a actuellement un essai clinique en
cours au Canada, en phase I/1l de transplantation de myoblastes humains chez 10 enfants
atteints de DMD de plus de 16 an(Thomas,2019).

b-Cellules AC133+

Les cellules AC133+ ce sont des cellules du sang exprimant CD133 (un marqueur de surface
présent dans les cellules souches et progénitrice), ces cellules sont alors capables de former
des myotubes in vitro et d’exprimer a leurs surfaces des marqueurs de cellules myogéniques
(. Des injections intramusculaires et intra-artérielles faites chez des souris mdx ont démontré
que ces cellules étaient capables de se fusionner avec les fibres musculaires de 1’hote
(Torrente et al., 2004). Par la suite, des cellules AC133+ furent isolées a partir de biopsie
musculaire et montrérent les mémes capacités que celles issues du sang (Negroni et al.,
2009). Un essai clinique de phase | a méme été réalisé sur des patients DMD. Bien qu’aucune
toxicité due a ces cellules ne ft détectée, aucune amélioration phénotypique ne fut retrouvée

chez ces patients (Torrente et al., 2007).

Malgré les expériences thérapeutiques essayées au niveau cellulaire, et les nombreuses
recherches qui sont entamé. Les thérapies cellulaires ne sont pas arrivées aux résultats

satisfaits.
I-5-3-Traitement pharmacologie

Les premiers essais pour améliorer les conditions de vie des patients souffrant de la DMD
ont impliqué l'utilisation de médicaments visant a ralentir la progression de la maladie.

Bien qu’il n’existe aucune thérapie pharmacologique a ce jour contre la DMD.
a-Agonistes des adréno-récepteurs de type p2

Les muscles des patient DMD ont une force nettement reduite ce qui laissait suggérer
I’utilisation de differe médicaments dans le but d’améliorer leur force musculaire.
L’utilisation de clenbuterol un agoniste des adréno-récepteur 2 chez la souris mdx qui a
montré un effet positif (Zeman et al., 1994). En effet les résultats obtenus ont montré que
le Clenbuterol un traitement a long terme qui permettait d’améliorer la croissance et la
régénération musculaire. Malgré leur inconvénient du développement de malformation et

d’une fatigue prématurée (Dupont-versteegden et al., 1995). D’autres études ont démontré
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que I’utilisation de ce médicament réduisait le niveau de dégénérescence musculaire chez
les souris dystrophiques agée (Zeman et al., 2000). Le formotérol c’est un autre agoniste a
été décrit comme étant plus efficace que la Clenbuterol, car il était capable d’induire une
amélioration de la fonction musculaire chez la souris mdx tout en abaissant 1’activité du
protéasome, ce qui a permet d’augmenter la masse et la taille des fibres dans plusieurs muscle
(Harcourt et al .,2007).

LABAS

/
Fomotz Clenbutérol

Figure 5: La formule des Agonistes des adréno-récepteurs de type p2 (Joassard, 2013)

b-Aminoglycoside

Les aminoglycosides sont la seule approche pharmacologique qui peut corriger le déficit
musculaire. Ces antibiotiques sont des médicaments ayant la capacité de permettre aux
polymérases de continuer la traduction du géne au-dela d’un codon stop. Grace a cette
propriété, I’administration de ce médicament pourrait restaurer la production de dystrophine
chez 10 a 15% des patients DMD. Ceux porteurs d’une mutation non-sens dans le géne de
la dystrophine. Chez les souris mdx, I’administration de cet antibiotique assuré une
protection contre les cassures musculaires grace a la restauration de la dystrophine pleine
longueur sous la membrane des muscles squelettique. Cette molécule est ainsi en voie de
développement en essayant d’améliorer son efficacité et de minimiser sa toxicité (Barton-
Davis et al., 1999 ;Vinod et al .,2010).
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c-Glucocorticoide

Les glucocorticoides, tels que la prednisone, c’est le seul traitement prescrit en routine aux
garcons atteints par la maladie de Duchenne (Maité, 2002). Cette molécule visait a réduire
I’inflammation chronique des muscles des patients DMD et 1’augmentation de la force
musculaire (Stéphan,2007). Malheureusement, ce traitement génére beaucoup d’ecffets
secondaires, c’est pourquoi les recherches se sont tournées vers ses dérivés comme le
déflazacort, qui provoque moins d’effets secondaires indésirables mais qui est aussi moins

bénéfique aux muscles (Campbell et Jacob, 2003).
d-Utrophine

Plusieurs composés pharmacologiques ont été utilisés pour réguler a la hausse I'expression
de l'utrophine dans le muscle, notamment I'néréguline, la L-arginine, le SMT C1100 et les
activateurs du programme myogénique lent. L'héréguline est un facteur trophique dérivé du
nerf qui stimule la transcription de l'utrophine dans le muscle (Khurana et al., 1999 ;
Gramolini et al., 1999). De plus, le traitement & I'néréguline chez les souris mdx s'est avéré
a améliorer le phénotype dystrophique (Krag et al., 2004). Des études récentes ont montré
que le SMT C1100, un composé synthétique, augmente I'expression de l'utrophine A dans le
muscle, augmente la force musculaire globale et améliore le phénotype dystrophique chez
les souris mdx (Tinsley et al., 2011). Le SMT C1100 est actuellement testé dans des essais
cliniques et il a été signalé qu'il était le premier modulateur de l'utrophine a entrer dans les

essais cliniques (Ricotti et al ., 2016).

Les études de traitements pharmacologiques menées jusqu’a présent sont pléthoriques et il
est difficile de retirer une vision claire des traitements a fort potentiel. Cela vient en partie
du fait que les effets de I’absence de dystrophine sont complexes et non encore clairement
élucides.

16



Chapitre 77

Biomarqueurs miusculares
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Pendant longtemps, les ARN étaient considérés comme de simples intermédiaires entre
I’ADN et les protéines. Mais depuis les années 1990, une nouvelle classe de petits ARN non
codants a été découverte, les micro-ARN (miARN). 11 s’agit d’ARN simple brin de 21 a 25
nucléotides capable de se fixer sur les ARNm pour moduler leur expression (Lee et al.,
1993). Les miARN sont une nouvelle classe de régulateurs géniques puisqu’il a été estimé a
plus de 60% des genes humains codant pour des protéines qui seraient régulés par des
miARN (Friedman et al., 2009).

11-1-Définition

Les microARN constituent une large famille de petits ARN simple brin non codants présents
dans la grande majorité des organismes vivants. Ils régulent ’expression génique de maniére
post-transcriptionnelle, soit en inhibant la traduction de I’ ARN messager, soit en provoquant
sa dégradation (Perrine, 2015). lls ont été decouverts par hasard en 1993 dans le laboratoire
du Dr. Ambros sous le nom de petits ARN temporels (Lee et al., 1993). Les miARN sont
désignés par le préfixe “miR” et par un numéro d’identification, avec également la mention
de I’espéce concernée (par exemple : “hsa-miR-101" pour le miARN 101 chez Homo
sapiens)(Bret et Schved, 2009).

11-2-Biogenese

La biogénése des miARN est un processus cellulaire qui se déroule en plusieurs étapes
délimitées dans les compartiments cellulaires que sont le noyau et le cytoplasme. La synthese
des miARN commence par leur transcription par I’ARN polymérase II dans le noyau des
cellules (Lee et al., 2004). Les longs transcrits primaires ainsi créés sont appelés pri-miARN
(pour primary-miRNAS) et sont coiffés en 5° et polyadénylés en 3” (Cai et al., 2004). Les
pri-miARN et plus spécifiquement les structures en tige boucle sont alors pris en charge par
I’endonucléase nucléaire (RNase I11) Drosha, dont le rble est de découper lepri-miARN afin
de libérer les tiges boucles pour former des pre-miARN (pour precursor-miRNA), d’environ
80 nucléotides (Fortin et al., 2002). Les prée-miARN sont ensuite transférés du noyau vers
le cytoplasme a 1’aide de I’Exportin-5 et de son partenaire Ran-GTP. Cet export s’effectue
au travers des pores nucléaires, des complexes protéiques attachés a la membrane nucleaire.
Il semblerait également que le rle de 1°‘Exportin-5 ne se limite pas a 1’export des pré-miARN

uniquement mais aussi a la stabilité générale de ces derniers (Bohnsack et al., 2004).
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Une fois dans le cytoplasme, les prée-miARN sont clivés par la nucléase Dicer-1 pour former
des duplexes de miARN double brin (Bernstein et al., 2001; Ketting et al., 2001).Les
duplexes sont alors séparés par une hélicase encore non identifiée pour former deux miARN
matures d’environ 20 nucléotides(Mourelatos et al., 2002). Le miARN mature, qui est la
partie active du précurseur, va étre chargé dans un complexe appelé RNA-induced silencing
complex (RISC) alors que le miARN complémentaire inactif va étre dégradé (Liu et al.,
2004 ; Meister et al., 2004). Le miARN mature associé avec 1’unité RISC permettra sa

fixation sur son ARNm cible (lorio et Croce, 2012).
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Figure 6 : Biosynthése des miARN (lorio et Croce, 2012).
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11-3-Les miARN musculaires

Les microARN sont reconnus comme d'importants régulateurs de I'expression génique dans
I'engagement de différenciation de plusieurs types cellulaires, et il a été démontré qu'ils
occupent des positions hiérarchiques tres élevées dans la cascade d'évenements régulateurs
contrdlant la spécification cellulaire. Le développement et la fonction appropriés des tissus
musculaires ont également été décrits comme dépendant de I'expression contrblée de
familles spécifiques de miARN ; dans plusieurs cas, il a également ¢ét¢ montré que leur
expression ectopique peut diriger les cellulesvers des programmes de différenciation
spécifiques. De plus, des niveaux modifiés de miARN ont été trouvés dans plusieurs troubles
musculaires tels que l'infarctus du myocarde, la dystrophie musculaire de Duchenne et

d'autres myopathies.

Les myomiRs sont des miARNs exprimés exclusivement ou préférentiellement dans le
muscle, squelettique et cardiaque. On désigne par myomiRs les miR-1, miR-133a, miR-
133b, miR-206 miR-208a, miR-208b, miR-486 et miR-499 (Horak et al., 2016 ; Sempere
etal., 2004 ; Small et al., 2010). Ces miARNSs possédent des structures similaires : les miR-
133a et b ne différent que d’un nucléotide, le miR-1 et le miR-206 différent par 4 nucléotides
dans leur région 3’ et ont donc la méme séquence d’amorgage, et les miR-208 a et b différent
par trois nucléotides dans leur région 3’. Ainsi, on retrouve une redondance des genes cibles
de ces miARNs. Leurs fonctions dans le muscle sont multiples : prolifération ou
différenciation des myoblastes, régénération et remodelage de la chromatin (Horak et al.,
2016 ; Cacchiarelli et al., 2010). Les miR-1, -133a/b et -206 sont également appelés
dystromiRs car leur expression est dérégulée dans les dystrophinopathies (Vignier et
al.,2013 ; Cacchiarelli et al., 2010 ; 2011; Hu et al. ,2014).

Les miR-1 et -206 sont des activateurs de la différenciation myogénique. Leurs genes cibles
sont communs et nombreux (Horak et al.,2016). Ils inhibent notamment 1’expression de
I’histone désacétylase 4 (HDAC4) qui est un répresseur de MEF2, un facteur de transcription
du muscle squelettique (Chen et al.,2006). Les miR-1 et -206 activent également la
différenciation musculaire des cellules satellites, les cellules souches musculaires qui
permettent la régéneration du muscle, en inhibant leur capacité de prolifération par la
répression de Pax7 (Chen et al., 2010, Cacchiarelli et al., 2010). Le miR-133, a I’inverse,
active la prolifération des myoblastes et donc inhibe leur différenciation en réprimant

I’expression de SRF (Serum Response Factor), un facteur de transcription qui participe a
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I’activation de la différenciation musculaire (Chen et al., 2006). Les pathologies
musculaires peuvent entrainer une dérégulation de I’expression des miARNSs et notamment
des dystromiRs, permettant ainsi de discriminer certaines maladies ou différentes sévérités

d’une pathologie.

11-4-R6le des miARN dans la differenciation musculaire et la dystrophie

musculaire de Duchenne

Plusieurs expériences montrent une expression différente du profil des miARNSs en fonction
de la maladie ou de la sévérité. Un groupe de travail a montré une dérégulation de 185
miARNSs dans des biopsies musculaires de patients atteints de dix pathologies différentes
parmi eux DMD (Eisenberg et al., 2007). Cette équipe a montré que 5 miARNSs (miR-146b,
-221, 1565, -214, -222) étaient dérégulés de facon similaire dans ces dix pathologies,
suggeérant une voie de régulation commune a ces maladies du muscle (Sylvius et al., 2011).
Une autre étude montre également qu’il existe un profil de miARNs particulier & chaque
maladie, avec une diminution de 1’expression du myomiR-486 dans la DMD (Eisenberg et
al., 2007). Un profil particulier de miARNSs dans les muscles de patients DMD ainsi que de
souris mdx a également été décrit et indique une augmentation de I’expression de miARNs
impliqués dans la régénération du muscle, on site les miR-31, 34c, -206, -335, -449 et -494
(Greco et al,. 2009). Ces études décrivent aussi une diminution de I’expression de miARNs
impliqués dans la dégénérescence du muscle : les miR-1, 29c et 135a et une augmentation
de I’expression des miARNs impliqués dans I’inflammation : les miR-222 et 223 dans les
zones endommagées des muscles (Greco et al., 2009). Ces résultats sont corrélés par une
autre étude qui montre une diminution de 1’expression des miR-1 et -29¢ mais également du
miR-30c et du myomiR-133 chez des souris mdx, I’expression de ces miARN s étant rétablie
lorsque la Dystrophine est restaurée par saut d’exon.la diminution de 1’expression des
miARNS sont due a une activité accrue des HDACs au niveau des régions promotrices de
ces miARNS du fait de la perte de la localisation sarcolemmale de nNOS. Apres une
restauration de la Dystrophine par saut d’exon, la nNOS est relocalisée au sarcolemme, les
HDACSs sont de nouveau nitrosylées et les miARNSs sont réexprimés (Cacchiarelli et al.,
2010).

De nombreuses équipes ont cherché a étudier les profils de miARNSs dans le sérum, dans
I’espoir de trouver des marqueurs de maladies et/ou de sévérité, qui soient non-invasifs et

plus informatifs que les marqueurs actuels. Plusieurs equipes ont ainsi montré une
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augmentation des miR-1, 133a/b et -206 dans les serums de souris mdx (Vignier et al., 2013
; Roberts et al., 2012), et chez les patients atteints de DMD.

I1 a également été montré que 1’expression de ces trois miARNs était rétablie lorsque la
Dystrophine était restaurée chez des souris mdx traitées par saut d’exon (Roberts et al.,
2012). Par ailleurs, une autre étude montre une expression différente des miARNSs chez les
patients DMD circulants par rapport aux patients qui ne marchent plus (Zaharieva et al.,
2013).

Ces résultats montrent I’importance de 1’analyse des profils d’expression des miARNSs dans
les dystrophies musculaires, qui pourraient permettre de discriminer de fagon non-invasive
les différentes pathologies du muscle et d’anticiper la sévérité de la maladie et/ou le devenir

d’un traitement (Coenen-Stass et al., 2017).

Tableau Il : profils d’expression des miARN

miARN Sérum muscle Modeles Références
miR-1 Souris mdx et | (Greco et al., 2009)
T l humain (Yuasa et al., 2008)
(Hu et al., 2014)
(Bak et Mikkelsen,
2014)
(Cacchiarelli et al .,
2011)
(Zeng et al.,2014)
miR-29 Souris mdx (Tagnov et
l al ;2006)
miR-31 Souris mdx et | (Duan, 2018)
T l humain
(Ballarino et al.,
2016)
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miR-133a humain (Greco et al., 2009)
T (Hu et al., 2014)
(Zeng et al.,2014)
miR-133b humain (Greco et al., 2009)
T (Yuasa et al,. 2008)
(Zeng et al.,2014)
miR-206 Souris mdx et | (Greco et al., 2009)
T humain (Huetal., 2014)
(Mccarthy et al
.,2007)
(Mizuno et al.,
2011)
miR-221 humain (Antoniou et al,.
2014)
miR-499 humain (Vignier et al,
T 2013)

Greco et., al. ont suggéré une classification des miARN impliqués dans les voies

musculaires en miARN associés a :

11-4-1-Prolifération

La prolifération des myoblastes peut étre induite par miR-146a, miR-1, qui cible HDAC4,

et miR-133, qui réprime le facteur de réponse sérique (SRF).

11-4-2-Différentiation

Des études sur des modeles murins ont identifié miR-1 et miR-29 comme étant liés a la voie

TGF-B, a la fibrose et a la différenciation myogénique. La différenciation des myoblastes et

la formation de myotubes sont favorisées par miR-29 . De plus, miR-29 cible les transcrits
de genes fibrotiques (par exemple, COL3A1, FBN1, AA1, COL1A1) et est régule a la baisse

dans le muscle de mdx souris, dans une certaine mesure en raison de la régulation négative
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médiée par le TGF-B. La perte de miR-29 dans les myoblastes favorise leur différenciation
en myofibroblastes et augmente la fibrose.

MiR-1, exprimé dans le tissu musculaire squelettique et cardiaque adulte, favorise la
différenciation musculaire ciblant HDACA4, qui a son tour inhibe I'expression des génes du
muscle squelettiqgue . HDAC2, augmenté dans la DMD, réprime a la fois I'expression de
miR-1 et miR-29 dans mdx souris; en effet, I'amélioration du sphingolipide nucléaire
sphingosine-1-phosphate (S1P) inhibe I'HDAC dans le mdx muscles de souris, augmentant

miR-1 et miR-29 et réduisant la fibrose.

Le miR-221 participe a la progression des myoblastes vers les myocytes et son expression
provoque un retard de retrait du cycle cellulaire et I'inhibition de I'accumulation de protéines
sarcomériques dans les myoblastes en différenciation. MiR-221 est régulé a la hausse en

DMD, suggérant un retard dans le processus de différenciation
11-4-3-Régenération

(miR-31, miR-206, miR449), augmenté dans le modéle mdx, les patients DMD et en

réponse a l'ischémie induite.
11-4-4-Inflammation

(miR-222, miR-223), exprimé en réponse a des dommages aux fibres
musculaires perturbation du DAPC Les dystrophinopathies peuvent également avoir une
déficience secondaire des autres composants du complexe dystrophine-glycoprotéine. De
Arcangelis et "al. ont suggére le rble de la surexpression de miR-222 dans ce phénomene,
puisqu'il se lie a la B2-syntrophine 3’UTR dans le mdx muscle squelettique de souris avec
une régulation négative conséquente de cette protéine. Pour étayer cette hypothése, le miR-
222 est régulé a la hausse dans les fibres musculaires nouvellement régénérées des chiens
GRMD.
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Conclusion

L’¢ére de biologie moléculaire a bouleversé la génétique humaine, tant dans sa pratique
quotidienne, permettant une meilleure évolution du risque de transmission des maladies
héréditaires, apportant une compréhension du déterminisme de certaines maladies.

La découverte de la dystrophine, produit protéique du géne de la dystrophie musculaire de

Duchenne (DMD), est due au déveleppement de ces technologies.

Les miARN peuvent également étre utiles pour surveiller I'efficacité a travers les
changements sériques ou musculaires, et se sont révelés étre un domaine de recherche
intéressant dans la dystrophie musculaire de Duchenne, en ce qui concerne la pathogenése,
la progression de la maladie et le traitement. Les découvertes croissantes liées aux roles des
ARN non codants dans les fonctions musculaires et leur interaction avec les miARN, sont
susceptibles de fournir des informations supplémentaires pour La dystrophie musculaire de

duchenne.

Les potentiels thérapeutiques c’est le seul moyen pour guérir les patients souffrant de DMD,
pour cela les recherches dans ces dommaine ouvrent 1’éspoir pour de nombreuses familles.

Le temps permettre de savoir si ces espoirs était motivé ou s’ils furent source de désillusions.
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Résume

La dystrophie musculaire de Duchenne est une maladie génétique récessive liée au
chromosome X, causée par des mutations dans le géne de la dystrophine. Les symptémes
caractéristiques de cette maladie comprennent la dégénérescence progressive des muscles
squelettiques, la cardiomyopathie et le dysfonctionnement respiratoire. Plusieurs approches
thérapeutiques sont en cours de développement pour limiter les conséquences de I'absence
de dystrophine ou pour apporter au muscle la dystrophine manquante. Les miARN sont
promoteur a la fois en tant que biomarqueur pour améliorer le diagnostic et le suivi de la
progression et du traitement de la DMD, et en tant que cibles thérapeutiques qui peuvent étre
régulées a la hausse ou a la baisse pour améliorer les symptdmes de stade précoce et tardif
de la DMD.

Mots clés : gene DMD, dystrophie musculaire Duchenne, biomargeur, protéine dystrophine
Abstracte

Duchene muscular dystrophy is an X-linked recessive genetic disease caused by mutations
in the dystrophin gene. Characteristic symptoms of this disease include progressive skeletal
muscle degeneration, cardiomyopathy, and respiratory dysfunction. Several therapeutic
approaches are under development to limit the consequences of the absence of dystrophin or
to provide muscles with the missing dystrophin. MiRNAs are promoters both as a biomarker
to improve the diagnosis and the monitoring of progression and disease. treatment of DMD,
and as therapeutic targets that can be up-regulated or down-regulated to improve early and
late stage symptoms of DMD.



