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PREAMBULE

Le travail présenté dans cette these d’exercice s’inscrit dans le cadre de travaux de recherche d’un doctorat
en sciences, menés au sein du laboratoire des ‘Dystrophies Musculaires Progressives’, dirigé par le Dr
Isabelle Richard au Généthon.

Le Généthon est I'un des 3 laboratoires de I’AFM-Téléthon, une association de militants, malades et parents
de malades concernés par les maladies génétiques rares, et surtout les maladies neuromusculaires. Créé
en 1990 par I'’Association frangaise contre les myopathies, Généthon était I'un des premiers laboratoires a
étudier le génome humain. Apres avoir identifié des genes responsables des maladies génétiques dans les
années 90, les travaux du Généthon se sont focalisés sur le développement préclinique et clinique de
médicaments de thérapie génique, avec un intérét particulier pour les maladies neuromusculaires.

Aujourd’hui, le département de recherche et de développement héberge une unité Inserm (UMR_S951 -
INTEGRARE), olu est menée la recherche académique, et dans laquelle sont réalisés les travaux de cette
thése.

Notre équipe des ‘Dystrophies Musculaires Progressives’ s’intéresse tout particulierement a I'étude et au
développement de traitements innovants pour les dystrophies musculaires. Ces myopathies représentent
un group hétérogene de maladies héréditaires (plus de 30 dystrophies), la plus connue et la plus fréquente
étant la myopathie de Duchenne (ou Dystrophie Musculaire de Duchenne — DMD).

La DMD est une maladie génétique rare et débilitante qui affecte principalement les garcons dés leur plus
jeune age. Cette dystrophie musculaire provoque une dégénérescence progressive des muscles, entrainant
une faiblesse musculaire sévere et une perte de la fonction motrice. La DMD est causée par des mutations
dans le gene DMD, codant pour une protéine essentielle du muscle, la dystrophine. Les symptomes de la
DMD sont souvent détectés dés le jeune age, et la maladie a un impact significatif sur la qualité de vie des
patients ainsi que sur leurs familles. Actuellement, les interventions médicales et thérapeutiques visent a
atténuer les symptomes et a améliorer la qualité de vie des patients, mais il manque toujours de
traitements curatifs. Lapproche la plus prometteuse est la thérapie génique par microdystrophine, qui vise
a restaurer 'expression d’une forme raccourcie mais fonctionnelle de la dystrophine.

Le projet présenté s‘oriente autour de 2 axes majeurs: le premier est I'étude des mécanismes
pathologiques encore mal compris dans la DMD, notamment les perturbations du métabolisme de
cholestérol et du systeme endolysosomal dans le muscle. Le deuxieme axe consiste a développer de
nouvelles approches de thérapies combinées, associant la thérapie génique a des traitements
complémentaires ciblant les dérégulations du métabolisme du cholestérol et du systeme endolysosomal.
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proteins

SVF : sérum de veau foetal

T
TA : muscle tibial antérieur
TFEB : transcription Factor EB

TMRM : Tetramethylrhodamine

Y
VG : viral genome, génomes viraux

VGCN : viral genome copy number - nombre de
copies de vecteurs par noyau

VP : viral protein, protéine virale

w

WB: western blot

WT: wild type
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INTRODUCTION

La myopathie de Duchenne (DMD) est une maladie musculaire progressive et rare. C’est une maladie
génétique récessive liée a I'X, affectant principalement les garcons dés le jeune age, et causant une perte
musculaire progressive. Elle touche principalement le muscle squelettique, ainsi que le muscle cardiaque
au stade plus avancé de la maladie. Afin de mieux comprendre la physiopathologie de la maladie et
l'objectif du projet, une description du muscle squelettique sera faite dans une premiere partie de
I'introduction, avant de présenter la dystrophie musculaire de Duchenne dans une seconde partie.

I- Le muscle squelettique

Représentant prés de 40% de la masse corporelle [, le muscle squelettique est I'un des tissus les plus
dynamiques et élastiques du corps humain. Le tissu musculaire est composé principalement d’eau (75%),
de protéines (20%) et d’autres composés tels que des sels, des minéraux, de graisse et de glucides 2, Il
contribue a plusieurs fonctions corporelles, a la fois métaboliques et mécaniques.

D’un point de vue mécanique, le muscle permet la conversion de I'énergie chimique en énergie mécanique,
cela au travers de I'hydrolyse de I'’ATP (adénosine triphosphate). Cette énergie mécanique permet la
génération d’une force, la maintenance de la posture et I'exécution des mouvements physiques.

D’un point de vue métabolique, le muscle est un contributeur majeur au métabolisme énergétique basal.
Il participe ainsi a la production de chaleur, nécessaire pour maintenir la température corporelle. Le tissu
musculaire sert aussi particulierement pour le stockage de nombreux métabolites, tels que les glucides et
les acides aminés 12,

A travers son rble de réservoir d’acides aminés, le muscle permet de garantir une synthése protéique
continue dans d’autres tissus et organes, comme le cerveau, le cceur, la peau et le foie. En période de je(ine,
les acides aminés provenant du muscle permettent a la fois la synthése protéique et la néoglucogenese,
assurant ainsi une homéostasie glucidique et protéique (protéostase) /. De ce fait, une détérioration de la
fonction ou de la masse musculaire, notamment avec I'Age, pourraient altérer la protéostase ! et causer
I'accumulation d’agrégats protéiques.

Le muscle squelettique joue aussi un réle primordial dans ’lhoméostasie du glucose et la résistance a
I'insuline. En stockant prés de 80% des glucides, principalement sous forme de glycogéne ! le muscle
squelettique est essentiel pour la distribution du glucose. Il est stimulé par l'insuline, et est a lui-seul
responsable de I'absorption de 80% du glucose en période post-prandiale ©”), De ce fait, des altérations
de la fonction métabolique dans le muscle pourront avoir des effets séveres. La désensibilisation du muscle
a l'insuline (insulino-résistance) est considérée comme le poingon du syndrome métabolique, précurseur

de prédiabeéte -2,

I-1 Organisation générale du muscle

Le muscle squelettique est caractérisé par une disposition bien définie de fibres musculaires associées par
du tissu conjonctif. Une fibre musculaire fait environ 100 um de diametre et 1 cm de longueur, est délimitée
par une membrane (le sarcolemme) et contient une solution aqueuse (le sarcoplasme). Chaque fibre
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musculaire est enveloppée par du tissu conjonctif fin (endomysium). Les fibres sont groupées en faisceaux
entourés d’un tissu conjonctif relativement lache (périmysium). Le rassemblement de ces faisceaux par un
tissu conjonctif plus dense (épimysium) constitue le muscle. Les réseaux du tissu conjonctif s’unissent a
chaque extrémité du muscle et forment le tissu conjonctif dense des tendons : ceux-ci sont fermement

fixés a la couche externe de I'os et forment le lien mécanique entre muscle et os (Figure 1)1,

Ces fibres sont elles-mémes composées d’environ 2000 myofibrilles, formant des cellules multinucléées de
forme allongée et cylindrique.

M Tendon Epimysium
N
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Figure 1. Structure du muscle et de la myofibrille. (Adapté de Bonetto et al., 2019)

I-2 Structure et composition des myofibrilles

I-2-1 Les protéines

Les fibres musculaires sont constituées principalement de protéines, a un niveau d’environ 80% de leur

masse séche 2, || existe 3 catégories principales de protéines musculaires : les protéines contractiles, les
protéines régulatrices et les protéines structurelles.

a) Les protéines contractiles

Les deux protéines myofibrillaires les plus abondantes sont la myosine et l'actine, représentant environ 70-
80% de la quantité totale de protéines dans une fibre musculaire 12,

e Lamyosine: c’est une protéine contractile, par sa capacité a hydrolyser I'ATP (activité ATPasique) 31,

Elle est composée de plusieurs chaines : deux chaines lourdes (MHC : Myosin Heavy Chain) et quatre
chaines légeres. Environ 200 molécules de myosine s’associent de maniére antiparalléle pour former
un filament épais, avec les tétes de myosine se positionnant a I'extérieur du filament.
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e L'actine: c’est une protéine globulaire qui se polymérise pour former deux chaines hélicoidales
constituant la plus grande partie d’un filament fin. Elle forme avec la myosine un complexe appelé
actomyosine, créant des ponts d’union (crossbridges) entre les deux structures.

b) Les protéines régulatrices

Les protéines régulatrices sont 'ensemble des protéines empéchant I'association permanente de I'actine a
la myosine, inhibant ainsi la contraction musculaire, et acceptant le signal déclenchant la levée de cette
inhibition. Les plus importantes sont :

e Latropomyosine : elle est délimitée par les deux chaines d’actine, et elle bloque I'interaction entre la
myosine et l'actine.

e Les troponines : situées a intervalle régulier le long des filaments fins. Il existe 3 sous-unités (Tnl, TnC
et TnT). TnC est capable de fixer le calcium, provoquant le déplacement des protéines régulatrices vers
le centre du filament fin, libérant ainsi le site réactionnel de I'actine pour la myosine.

c) Les protéines structurales

D’autres protéines structurales participent a I'organisation et la stabilité des myofibrilles, parmi lesquelles
I'alpha actinine qui délimite le sarcomeére ; la nébuline qui se lie aux filaments d’actine et régule leur
longueur, la desmine et la vimentine qui forment les filaments intermédiaires et participent a I'intégrité
de la fibre musculaire et la transmission de la force, la titine qui interagit avec I'actine et la myosine pour
préserver les composants du sarcomere lors des cycles de contraction-relaxation.

|-2-2 Le sarcomeére

Les filaments épais et fins sont organisés d’'une maniere parfaitement réguliére. Les filaments fins se
joignent a l'une de leurs extrémités par I'intermédiaire de l'alpha actinine pour former la ligne Z. Des
filaments intermédiaires (desmine, vimentine) assurent des connexions longitudinales et transverses entre
les lignes Z. Une autre protéine structurale, la nébuline chemine le long du filament fin. Uespace délimité
par deux lignes Z est ainsi défini comme le sarcomere. Les filaments épais sont aussi reliés a la ligne Z par
I'intermédiaire de la titine.

L'association de sarcoméres (100 a 400) en série constitue une myofibrille présentant une striation
transversale formée de I'alternance de bandes isotropes () et anotropes (A).

I1-2-3 Les organelles

Les myofibrilles s’associent pour former une fibre. La membrane de cette fibre (sarcolemme) s’invagine
périodiquement pour former le systeme tubulaire transverse (Tubule T), celui-ci permettant le transfert de
I'excitation électrique de la surface membranaire aux vésicules du réticulum sarcoplasmique 14,
L'association entre le Tubule T et le réticulum sarcoplasmique (RS) se fait dans une région appelée citerne
terminal/jonction RS *°!, La citerne terminale permet le stockage du calcium. Lassociation entre un tubule

T et deux citernes terminales forment ensemble une structure : la triade *®! (Figure 2).
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e Leréticulum sarcoplasmique (RS) est un régulateur principal de I’homéostasie calcique dans le muscle,
indispensable au le couplage entre l'excitation électrique et l'interaction actine-myosine. Il est
responsable du stockage, du relargage et de la récupération du calcium. Deux protéines du réticulum
sarcoplasmique, SERCA (sarco-endoplasmic reticulum Ca** ATPase) et la calséquestrine, contribuent au
maintien de cette homéostasie.

e Les mitochondries : les mitochondries forment un systeme tri-dimensionnel dans le muscle, et
génerent I'énergie requise pour le fonctionnement du muscle en condition d’aérobie ou d’endurance.
L'organisation et I'abondance des mitochondries dans le muscle peuvent étre affectées par plusieurs
conditions de stimulation physiques (exercice d’endurance activant la biogenése mitochondriale par
exemple) ou de conditions physiopathologiques. Des maladies neuro-musculaires congénitales ou
acquises, l'obésité et le syndrome métabolique sont associés avec des anormalités dans le réseau
mitochondrial.

Ligne Z Ligne M Ligne Z

Mitochondrie

Myofibrille

Réticulum
Sarcoplasmique

Citerne
terminale

Sarcolemme

Tubule-T

Bande | Bande A Bande |

Figure 2. Organisation de la triade dans le muscle squelettique et distribution des réseaux de mitochondries.
(adapté de Al-Qusairi & Laporte, 2011). Une micrographie électronique (a gauche) montre une jonction de triade, le
tubule T est entouré par des citernes terminales de RS.

I-3 Les types de fibres musculaires

Le muscle squelettique est un tissu hétérogene disposant d’une variabilité biochimique, mécanique et
métabolique. Des premiers travaux sur la vascularisation du muscle ont permis d’identifier deux types de
muscle : les muscles dits ‘rouges ‘ et les muscles ‘blancs’. Depuis, plusieurs classifications des fibres
musculaires ont été proposées selon différents criteres comme les propriétés contractiles, la vitesse de
raccourcissement lors d’une contraction (Fast / Slow twitch), le degré de fatigabilité durant une activité
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prolongée (fatigable/ non fatigable), la prédominance de certaines voies métaboliques ou enzymatique
(oxydative, glycolytique), ou encore I'expression de différents isoformes de MHC 17,

Cependant, les muscles sont rarement homogénes, mais composés d’un pourcentage variable de fibres
rapides et lentes. Cette variabilité de types de fibres au sein d’'un méme muscle représente une adaptabilité
physiologique et permet au muscle de participer a des activités a demandes mécaniques et métaboliques
variables.

Pour simplifier, nous retenons la classification la plus classique des fibres musculaires qui distingue 3
principaux (non exclusifs) types de fibres : type |, lla et IIb/IIx. (Tableau 1)

Type | Type lla Type llb/ lIx
Couleur Rouge Rouge Blanche
Vitesse de contraction | Lente Rapide Rapide
Métabolisme Beta-Oxydation  (voie | Beta-Oxydation (Voie | Glycolyse (voie
énergétique aérobie) aérobie) anaérobie)
prédominant
Résistance a la fatigue | Elevée Intermédiaire Faible
Isoforme MHC | ou Myh7 lla ou Myh2 Ilb ou Myh4
prédominante

Tableau 1. Types et caractéristiques des différentes fibres musculaires.

I-4 Physiologie d’activation musculaire : couplage excitation-contraction

Le couplage excitation-contraction (EC) représente la coordination de deux procédés requis pour la
génération de force : la transmission du stimuli nerveux a la triade, suivi par le relargage de calcium des
citernes terminales et l'interaction entre 'actine et la myosine formant les ponts d’unions dits ‘cross-
bridges’.

Le potentiel d’action arrive dans la membrane fibre musculaire, et est conduit a I'intérieur des myofibrilles
via le systéme tubulaire transverse (Figure 3a). Quand I'influx nerveux arrive a la triade, une sous-unité des
récepteurs de la dihydropyridine (DHP) sur le tubule T s'ouvre, permettant un flux entrant de calcium 8,
Ce flux de calcium déclenche l'ouverture des récepteurs de la ryanodine dans les citernes terminales du
RS, libérant de grandes quantités de calcium dans le sarcoplasme. Le calcium libéré dans le sarcoplasme se
lie alors a la protéine régulatrice troponine C (TnC) sur le filament fin d’actine. Cela déclenche une série
d’événements moléculaires menant au glissement des filaments d’actine et de myosine et la génération de
force (Figure 3b). En résumé :

- La téte de myosine est en position ‘armée’, liée a lI'adénosine diphosphate (ADP) et au
phosphate (P).

- Le calcium libéré dans le sarcoplasme se lie a la troponine en déplacant la tropomyosine. Cela
libére les sites de liaison de I'actine a la myosine.

- Latéte de myosine se lie a I'actine et I'ion phosphore est libéré.

- Les tétes de myosine se déplacent vers le centre du sarcomeére en tirant les filaments d’actine.

- Lamolécule d’ADP est libérée.

20



Une deuxieme molécule d’ATP viendra détacher la myosine de l'actine, la troponine et la
tropomyosine reviennent a leur place.

Lactivité ATPase de la myosine hydrolyse I'ATP en ADP et P, replagant la myosine dans sa
position armée pour la formation d’un nouveau cross-bridge.
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Figure 3. Mécanismes de contraction musculaire. a) L'arrivée du potentiel d’action a la jonction neuro-musculaire
cause un relargage de Ca®* du RS dans le sarcoplasme. b) Le cycle de contraction musculaire & la suite de la ligison du
Ca?* @ la troponine.
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I-5 Types d’actions musculaires

Les actions musculaires peuvent étre classifiées en 3 catégories principales : statique (ou isométrique),
concentrique dynamique et excentrique dynamique (Figure 4).

Une action isométrique est caractérisée par la génération d’'une force en absence de mouvement d’une
articulation ou d’'un membre. Sous ces conditions, la résistance est supérieure a la force générée.

En contraste, une action dynamique (ou isotonique) implique une génération de force et mouvement
d’articulation, et peuvent étre concentriques ou excentriques. Les actions concentriques causent un
raccourcissement du muscle, l'origine et I'insertion du muscle se rapprochent (par exemple : fléchir le
coude). Les forces excentriques causent une élongation du muscle, avec un écartement de l'origine de
I'insertion du muscle 9,

La conversion d’énergie chimique en énergie mécanique a été décrite en 1954 2021 Cette théorie, appelée
celle des “filaments glissants’ reste a ce jour la plus convaincante. La force générée par des ‘cross-bridges’
(ou ponts d’unions) individuels actine-myosine est transmise longitudinalement et latéralement dans la
fibre. Le mouvement est produit quand la force atteint la jonction myotendineuse, les tendons et les
articulations.

La force générée dépend de plusieurs facteurs, dont le degré de I'activation par le systéeme nerveux, I'angle
d’insertion des fibres musculaires dans le tendon, la taille du muscle, I'espace entre les filaments, le
nombre de ponts d’unions formés et la qualité d’interaction entre les éléments cellulaires.

Contraction isométrique :
pas de
mouvement

i Pas de changement de
4 longueur du muscle

{ ‘/ /, . Contraction concentrique:
\

Raccourcissement du
muscle

Contraction excentrique :

Elongation du muscle

Figure 4. Types d’actions musculaires. Le muscle peut se contracter de fagon isométrique, concentrique ou
excentrique.
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I-6 Mécanismes énergétiques musculaires

Le muscle squelettique a besoin d’énergie sous forme d’ATP pour pouvoir produire une force. La voie
métabolique pour produire cette énergie différe en fonction de la durée et de 'intensité de 'activité. Les
glucides (glucose sanguin et glycogéne musculaire) et les graisses (acides gras libres dans le plasma et
triglycérides musculaires) sont les deux carburants principaux utilisés par les fibres musculaires pour
produire I'ATP 221, Le métabolisme des acides aminés pourrait participer aussi en faible pourcentage a la
production d’énergie 3. La sélection d’un type de carburant dépend généralement de l'intensité de
I'exercice. Pour des exercices de hautes intensités, le glycogéne musculaire est utilisé. Pour des intensités
plus faibles et longues, le muscle utilise le métabolisme des acides gras.

Trois voies énergétiques principales permettent au muscle d’assurer sa fonction contractile : les stocks
d’ATP / CP (créatine phosphate), la glycolyse anaérobie et la phosphorylation oxydative. Ces 3 voies peuvent
étre activées en méme temps a différent points durant un exercice, en fonction de I'intensité de I'effort.

Les petites réserves d’ATP et CP dans le muscle permettent de soutenir une activité courte d’haute intensité
(quelques secondes). La glycolyse anaérobie permet la production d’ATP rapidement pour soutenir une
action musculaire de quelques minutes. Cependant, les produits finaux de cette voie (H+, lactate) altérent
la fonction musculaire et sont associés a une fatigue musculaire. Pour des exercices intenses et longs
(quelques minutes a quelques heures), I'énergie est fournie par la phosphorylation oxydative générée dans
le réseau mitochondrial. Le réseau de capillaires vasculaires est important pour cette voie, et assure la
livraison de l'oxygene aux fibres musculaires actives. Le développement de ce réseau dépend de la
demande métabolique de chaque fibre.
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I-7 Cellules satellites et régénération musculaire

Dans un muscle sain, des contractions répétitives peuvent causer des lésions du sarcolemme menant a une
dégénération musculaire et a de I'inflammation. En réponse a ces blessures, le muscle est capable de se
régénérer, en activant les cellules souches musculaires résidentes (MuSCs pour muscle Stem Cells, aussi
appelées cellules satellites). Les cellules satellites résident entre la lame basale et le sarcolemme des fibres
musculaires 4. Ces cellules sont quiescentes dans un muscle mature, mais elles gardent leur potentiel a
fournir des myoblastes en réponse a des blessures musculaires. Des petites blessures, qui peuvent survenir
régulierement au cours de l'activité quotidienne, entraineront une prolifération minimale des cellules
satellites, alors que des blessures majeures vont activer une prolifération prolongée et plus importante
avant la différentiation °.. Les cellules satellites activées permettent ainsi le remplacement des fibres

endommagées (Figure 5).

Les cellules satellites activées peuvent subir deux modes de division : symétrique ou asymétrique (Figure
5). Une division asymétrique des cellules satellites permettra la génération de progéniteurs myogéniques,
qui, une fois différenciés, permettront la régénération et la réparation des fibres musculaires. La division
symétrique permettra quant a elle de préserver le stock des cellules satellites. Léquilibre entre les divisions
symétriques et asymétriques est primordial pour maintenir le stock des cellules souches et obtenir la
génération de progéniteurs en nombre suffisant pour la croissance et la régénération musculaire 2°!,
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Figure 5. Régénération et réparation du muscle squelettique. En état normal, les cellules satellites sont quiescentes
et expriment Pax7, Pax3 dans certains muscles et Myf5, avec une activation de la voie de signalisation Notch. Aprés
une lésion, les cellules satellites sont activées et vont fournir des progéniteurs myogéniques exprimant MyoD. Les
myoblastes vont ensuite se différencier en myotubes exprimant la myogénine, et fusionneront a la fibre endommagée
(en cas de lésion légére) ou fusionneront ensemble pour former une fibre musculaire (en cas de Iésion sévere). Durant
ce processus, les cellules satellites s’‘auto-renouvellent par division symétrique pour renouveler le stock de cellules
souches.

I-8 Fonctions du muscle : sarcopénie, exercice/inactivité et myopathies

Le muscle squelettique est un tissu fondamental et essentiel du corps humain, remplissant plusieurs
fonctions physiologiques et mécaniques vitales comme le mouvement et la mobilité, le maintien de la
posture, le maintien des fonctions respiratoire et cardiaque, la régulation du métabolisme énergique et du
glucose. Ces fonctions peuvent étre affectées par plusieurs perturbations physiologiques,
physiopathologiques et environnementales.

1-8-1 Sarcopénie et atrophie musculaire

Le vieillissement est souvent associé a une sarcopénie 27!, La sarcopénie est définie comme une perte de
masse et de force musculaire qui survient avec I'dge ?8. l'atrophie musculaire aurait aussi des effets
négatifs importants sur plusieurs fonctions physiologiques comme la thermorégulation, la respiration et
I’'homéostasie métabolique ?°\. Ce déclin de la fonction musculaire est corrélé notamment avec une
diminution de la fonction des cellules souches musculaires B%, responsables de la régénération musculaire,
et une atrophie des fibres musculaires de type 1l Y. Les facteurs régulant ces changements avec I'age sont
encore mal élucidés ; I'inflammation et le stress oxydatif B2, la perte en mitochondries ©¥3, ainsi que
I'inactivité physique * pourraient contribuer a la sarcopénie.

I1-8-2 L'effet de I'exercice et 'inactivité physique sur la fonction musculaire

Linactivité physique et I'exercice ont des effets significatifs sur la fonction musculaire. Des études ont
montré que de longues périodes de repos causeraient une diminution importante de la force musculaire
35361 Cette perte de force est associée notamment avec une atrophie des fibres musculaires 7). Cela est
dii en partie a une perte de la protéostase, avec une activation des voies de la protéolyse %, D’autre part,
I'exercice est important pour prévenir ou ralentir I'atrophie musculaire, en modulant plusieurs processus
physiologiques comme la fonction des organelles, les voies de signalisation ou les mécanismes de
régulation épigénétiques .

I1-8-3 Les myopathies et I'atteinte de la fonction musculaire

Différentes myopathies peuvent affecter les fonctions musculaires. Ces myopathies peuvent étre d’origine
héréditaire ou secondaires a d’autres troubles (myopathies acquises) (Figure 6).

Les myopathies acquises sont souvent secondaires a de troubles endocriniens (hyper- ou hypothyroidie),
inflammatoires (maladies auto-immunes) et se présentent par une faiblesse ou une fatigabilité musculaire.
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Elles peuvent étre dues aussi a des traitements médicamenteux (traitement par statines pour
I’hypercholestérolémie).

De l'autre c6té, les myopathies héréditaires sont dues a des mutations dans des génes affectant plusieurs
fonctions musculaires comme l'intégrité et la structure du muscle (myopathies congénitales et dystrophies
musculaires), la contraction musculaire (myotonies et canalopathies) ou le métabolisme énergétique
(myopathies mitochondriales et métaboliques). Ces myopathies possedent plusieurs symptémes
communs, comme la faiblesse et la fonte musculaire, mais elles peuvent différer par leur sévérité et leur
age d’apparition. Par exemple, les myopathies congénitales apparaissent en général a la naissance, et sont
causées par une altération de la structure ou de la fonction des fibres musculaires, causant une faiblesse
musculaire et un retard de développement de la fonction motrice “%. En revanche, les dystrophies
musculaires se présentent par une faiblesse musculaire progressive, avec un spectre de sévérité assez
variable en fonction du type de la dystrophie et I'age d’apparition.

Dans le cadre de ce projet, nous nous intéressons particulierement a certaines dystrophies musculaires qui
seront décrites plus en détails.

Myopathies

Héréditaires -

Myopathies congénitales

* Faiblesse musculaire sévéere générale affectant des fonctions

Dystrophies Musculaires

* Détérioration progressive de la force musculaire, se

et C:

Myopathies mitochondriales

Myopathies métaboliques primaires

Myopathies endocriniennes

Myopathies médicamenteuses ou
toxiques

comme la respiration et la déglutition

Myopathie a cores centraux (RYR1)
Myopathie myotubulaire (MTM1)

yopathie de D (DMD)

par une atteinte de la force motrice, de I'ambulation, de la
posture et des fonctions cardiaque et respiratoire

* Dysfonctionnement des canaux ioniques affectant la contraction

musculaire, se manifestant par des crises de paralysie ou de
raideur musculaire

Dystrophie myotonique de Type 1 (DMPK)
Dystrophie facio-scapulo-humérale (FSHD)
Les dystrophies de ceinture (CALP3, DYSF...)

Myotonie Congénitale (CLCN-1)

& légie externe ¢ gy

* Dysfonctionnement mitochondrial aboutissant a une fatigabilité

des fibres musculaires pouvant évoluer a une fonte/faiblesse
musculaire

* Dysfonctionnement des processus produisant I’énergie dans le

muscle, se manifestant par une fatigabilité aprés exercice et une
faiblesse musculaire / rhabdomyolyse

* Secondaires normalement & des troubles auto-i , et se

progressive (MT-TL1)
Le syndrome de MERRF (MTTK)

Maladie de Pompe (GAA)
Maladie de Danon (LAMP2)

manifestant par une inflammation musculaire et une
fatigabilité/faiblesse musculaire

* Secondaires & des troubles endocriniens (hyper- ou

der yosi les
nécri les myosif

inclusions

Myopathies hyperthyroidiennes,
h hyroidi myopathies iées a

hypothyroidie, , carence en vitamine D ...), se if par
une faiblesse/atrophie musculaire, des crampes et une raideur
musculaire

* Symptémes de faiblesse et de douleurs musculaires a la suite de

différents médicaments (statines, corticoides, médicaments
contre le paludisme, colchicine, antirétroviraux ...) ou toxines

I’ostéomalacie, myopathies des
hypercorticismes

Myopathie associée aux statines
Myopatbhie liée a la chloroquine

Figure 6. Les différents types de myopathies. Il n’existe pas une classification officielle des myopathies. Ici, nous
retenons deux grandes classes de myopathies, les myopathies héréditaires dues a des mutations dans des génes
spécifiques, et les myopathies acquises, qui sont secondaires a d’autres troubles.

I1-9 Les dystrophies musculaires progressives

Les dystrophies musculaires progressives sont un groupe hétérogene de maladies génétiques affectant
principalement le muscle squelettique et provoquant une détérioration progressive de la force musculaire.
Elles se manifestent généralement par une atteinte de la force motrice, de I'ambulation, de la posture et
des fonctions cardiaques et respiratoires aux stades plus avancés dans certaines dystrophies.
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Ces dystrophies sont causées par des mutations de génes codant pour une grande variété de protéines,
impliquées (non exclusivement) dans l'organisation du sarcolemme ou du sarcomere, de la matrice
extracellulaire (MEC), de la membrane nucléaire, mais aussi d’enzymes cytoplasmiques 442,

Le degré de sévérité des dystrophies musculaires est variable en fonction du géne affecté, et l'affection
d’un méme géne peut se manifester par différentes formes de dystrophies 3. 'apparition de la maladie
peut survenir a I'enfance ou a I'age adulte, selon le type de dystrophie.

Le diagnostic est généralement basé sur des symptdmes cliniques tels qu’une faiblesse musculaire,
principalement dans les membres proximaux, et confirmé par des études histologiques montrant une
dégénérescence musculaire, et des analyses sérologiques montrant une élévation de créatine kinase (CK).
Le diagnostic est ensuite confirmé par une analyse génétique confirmant le gene muté.

L'une des premiéres dystrophies musculaires décrites et la plus fréquente est la dystrophie musculaire de
Duchenne (DMD). Celle-ci est due a une absence ou une réduction de l'expression d’'une protéine: la
dystrophine 44,

Dans le muscle squelettique, la dystrophine interagit, directement ou indirectement avec le sarcolemme,
le cytosquelette (filaments d’actine, filaments intermédiaires, microtubules et autres protéines
structurales), des protéines canoniques, des protéines de signalisation et d’échafaudage (scaffolding
proteins). Collectivement, la dystrophine et ses partenaires forment le complexe glycoprotéique associé a
la dystrophine (DAGC pour dystrophin-associated glycoprotein complex) (Figure 7).

Le DAGC est composé de 11 protéines:la dystrophine, le sous-complexe dystroglycane (DG) (a-
dystroglycane et B-dystroglycane), le sous-complexe sarcoglycane (SG) (a-sarcoglycane, B-sarcoglycane, y-
sarcoglycane et 6-sarcoglycane), le sarcospane, la syntrophine, la dystrobrevine et nNOS (neuronal nitric
oxide synthase) **!.

La caractérisation du complexe protéique associé a la dystrophine ! et des réseaux du cytosquelette sous-
sarcolemmique a permis d’identifier d’autres dystrophies musculaires que la DMD “”! : |es dystrophies
musculaires des ceintures (ou LGMD pour Limb Girdle Muscular Dystrophy).
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Figure 7. Les protéines impliquées dans les dystrophies musculaires (adapté de Shin et al., 2013). Des mutations de
geénes codant pour différentes protéines causent des dystrophies musculaires. Plusieurs protéines font partie du DAGC
et sont nécessaires pour le maintien de la structure du muscle lors des contractions. D’autres protéines de la matrice
extra-cellulaire, de la membrane plasmique et nucléaire ainsi que des enzymes cytoplasmiques peuvent aussi causer
des dystrophies musculaires.

Les dystrophies musculaires des ceintures sont un groupe hétérogene de maladies musculaires, affectant
principalement les muscles proximaux au début de la maladie, ou distaux-proximaux aux stades plus
avancés. Ces dystrophies musculaires ont en commun un état permanent de dégénérescence et
régénération des fibres musculaires, une élévation de CK dans le sérum, une infiltration fibro-adipeuse et
une altération dégénérative évidentes sur imagerie IRM du muscle 1“8, [’age de I'apparition de la maladie
peut varier de la petite enfance (non congénitale) jusqu’a un age adulte avancé. La progression de la
maladie est généralement symétrique, mais est variable a la fois entre les différents types de LGMD et
entre les patients ayant une méme LGMD. Effectivement, ces dystrophies présentent un large spectre
d’atteinte et d’atrophie musculaire, allant de formes trés sévéres, telles que celles qui apparaissent dans
I'enfance et ont une progression rapide, a des formes relativement bénignes d’apparition tardive.

Il existe plus de 30 types de LGMD génétiquement distinctes, divisées en 2 catégories principales : les
formes dominantes (anciennement dites type 1, nouvelle nomenclature ‘D’pour dominant) et les formes
récessives (anciennement LGMD type 2, nouvelle nomenclature type ‘R’ pour recessive).
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Les formes de LGMD les plus fréquentes , et qui font le sujet de recherche et de développement
d’approches thérapeutiques par notre laboratoire incluent la calpainopathie (LGMDR1) ), les
sarcoglycanopathies (LGMDR3-R4-R5-R6) %, la LGMDRO liée a la FKRP et la dysferlinopathie (LGMDR?2) 49,

II- Dystrophie Musculaire de Duchenne : physiopathologie et

approches thérapeutiques

La dystrophie musculaire de Duchenne (DMD) ou myopathie de Duchenne est une maladie rare musculaire,
grave et progressive affectant principalement les garcons, et pour laquelle il manque aujourd’hui de
traitements curatifs. Dans cette partie, une description de la maladie, sa physiopathologie ainsi que les
approches thérapeutiques seront traitées.

11-1 Description de la maladie

La myopathie de Duchenne est une maladie génétique musculaire a transmission récessive liée au
chromosome X, et due a I'absence ou au dysfonctionnement d’une protéine, la dystrophine, encodée par
le géne DMD. Elle affecte environ 1/5000 garcons P1°2], et est considérée comme la dystrophie musculaire
la plus fréquente.

La maladie a été décrite initialement par Edward Meryon (1807-1880), en reportant les cas cliniques de 9
garcons présentant des signes de perte musculaire progressive, comme ['élargissement des muscles du
mollet 3!, La DMD a été plus tard caractérisée davantage par le docteur Duchenne de Boulogne (1806-
1875) en 1861, dans son livre intitulé « De I'électrisation localisée et de son application a la pathologie et
a la thérapeutique » dans lequel il fait une évaluation compléte du premier patient atteint d’« atrophie
musculaire progressive avec dégénération » (nommée plus tard Dystrophie Musculaire de Duchenne)
(Figure 8) [°31

Figure 8. Dessin d’un patient atteint de la myopathie de Duchenne, représenté par le docteur Guillaume-Benjamin
Duchenne de Boulogne en 1868.

30



Avec I'essor de la génétique moléculaire, le gene DMD a été cloné pour la premiére fois en 1987 par Koeing
et al ®¥, et associé au phénotype de la myopathie. Des études ultérieures ont montré que ce géne code

o 144,55]

pour une protéine, la dystrophin . La DMD est ainsi due a des mutations dans le gene DMD, ce qui

empéche la production de I'isoforme musculaire de la dystrophine (Dp427m) ¢,

Les mutations dans le géne DMD peuvent aussi causer un autre type de dystrophie musculaire moins
sévere, appelé dystrophie musculaire de Becker (BMD). Celle-ci est caractérisée par une apparition plus
tardive et une progression plus lente des signes cliniques que dans la DMD P!,

La myopathie de Duchenne est trés rare chez les femmes (<1/million), et affecte généralement des filles
avec le syndrome de Turner 8% ou est liée a des mutations bi-alléliques 62,

I1-2 Présentation Clinique

La myopathie se manifeste précocement avec une faiblesse des membres proximaux inférieurs et une

élévation de CK secondaire a une dégradation continue des fibres musculaires

. Une déficience cognitive
est souvent apercue chez les patients, surtout dans la mémoire de travail et la fonction exécutive, mais
cette déficience n’est pas progressive %3, Des déficiences cardiaques et respiratoires sont observées a

partir de la deuxiéme et de la troisieme décennie chez les patients [ (Figure 9).

La plupart des patients perdent I'ambulation autour de 10-12 ans ) et nécessitent une assistance a la
ventilation autour de 20 ans. Avec des soins optimaux, les patients DMD vivent entre 20 et 40 ans, et
déceédent a la suite de complications respiratoires et/ou cardiaques. La survie des patients DMD s’est
améliorée au fil des années, notamment grace a une amélioration des recommandations de soins et a une
meilleure prise en charge des atteintes cardiopulmonaires . D’ailleurs, une étude en France a montré
gue I'espérance de vie médiane a passé de 25,77 ans pour les patients nés avant 1970, a 40,95 pour ceux
nés aprés 1970 681,

Les femmes porteuses (mutation du géne DMD sur un chromosome X) sont généralement
asymptomatiques, mais dans de cas plus rares elles peuvent présenter un phénotype BMD 678 Environ
2,5-19% des porteurs ont des syndromes du muscle squelettique et 7,3-16,7% développent une
cardiomyopathie dilatée %%, mais les atteintes respiratoires sont normalement absentes.

* Retard de la fonction * Perte croissante de * Perte de I'ambulation « Détérioration de la * Augmentation de
motrice I'ambulation et nécessité d’'un fonction respiratoire I'atteinte cardiaque

* Hypertrophie des * Utilisation partielle de fauteuil roulant « Nécessité d’un * Insuffisance cardiaque
mollets fauteuil roulant * Perte progressive de support a la * Déces prématuré

* Marche sur les orteils la fonction des ventilation souvent

« Difficulté a se mettre membres supérieurs « Perte de la capacité 3
debout et monter les effectuer des activités
escaliers quotidiennes

Figure 9. Evolution clinique de la DMD (adapté de Asher et al., 2020).
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La principale cause de décés des patients aujourd’hui est I'atteinte cardiovasculaire %7, La myopathie de
Duchenne est en effet associée a une cardiomyopathie dilatée et a des anomalies du rythme cardiaque,
notamment des arythmies supraventriculaires. La cardiomyopathie dilatée observée est caractérisée par
une fibrose généralisée de la paroi libre du ventricule gauche 72, Une insuffisance cardiaque apparait aussi
avec la progression de la maladie 3. Par conséquent, le diagnostic et la prise en charge précoces de
I'atteinte cardiovasculaire sont essentiels a la survie et a I'amélioration de la qualité de vie des patients.

I1-3 Origine génétique de la maladie : le gene DMD et la dystrophine

11-3-1 Le géne DMD

Le gene DMD est le plus grand gene codant connu, avec plus de 2,6 millions de paires de bases (bp) et 79
exons codant pour plusieurs isoformes de dystrophine (Figure 10a). La grande taille du géne le rend
particulierement sujet aux mutations. Effectivement, des milliers de mutations du gene DMD ont été
identifiées chez les patients DMD et BMD 74,

Environ 60-70% des mutations chez les patients DMD sont des délétions, et 20% sont des mutations
ponctuelles, de petites délétions ou des insertions 7>7¢!. Chez les patients BMD, 60-70% des mutations sont
des délétions, 20% sont des duplications et 5-10% sont des mutations ponctuelles, de petites délétions ou
des insertions [7>77.78],

Les délétions et les duplications se trouvent dans des hotspots du gene DMD, avec environ 47% des
mutations des patients DMD dans |a région des exons 45-55 7%, et 7% entre les exons 3-9 [,

Le gene DMD code pour I'isoforme musculaire de la dystrophine (Dp427m) (Figure 10b), mais aussi pour
deux autres isoformes completes et plusieurs isoformes courtes transcrites a partir de plusieurs
promoteurs internes (Tableau 2).

Dp427C Exprimée dans les neurones corticaux &4
Isoformes | Dp427p Exprimée dans les cellules de Purkinje cérébelleuses. Identifiée chez la souris et trés
compleétes faiblement exprimée chez ’'Homme durant I'embryogenése et en période post-natale
[82,83]
Dp260 Exprimée principalement dans la rétine 84
Dp140 Exprimée dans le systéme nerveux central et les reins %% et hautement exprimée dans
le cerveau au stade embryonnaire (&
Isoformes | Dp116 Exprimée principalement dans les nerfs périphériques et les cellules de Schwann 2!
courtes Dp71 Exprimée de facon ubiquitaire mais particulierement dans les cellules neuronales 7]
Dp40 Provient du méme promoteur que Dp71 mais est polyadénylée dans I'intron 70 (8!

Tableau 2. Les isoformes non musculaires de la dystrophine.
11-3-2 La dystrophine musculaire

Lisoforme Dp427m a une taille d’environ 427 kilos daltons (kDa) et est exprimée spécifiquement dans les
muscles squelettique et cardiaque. C’est une protéine sous-sarcolemmique, composée de plusieurs
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domaines de liaison, lui permettant de créer un lien mécanique entre la MEC et le cytosquelette. Ce lien
est primordial pour le maintien de la structure du muscle.

La dystrophine est un élément critique du DAGC, elle est essentielle pour la maintenance de la rigidité de
la fibre musculaire ¥, mais aussi pour la protection du muscle contre le stress mécanique lors de la

contraction musculaire %21,

La dystrophine musculaire contient 4 grands domaines qui lui permettent de lier des partenaires
protéiques : (Figure 10b-c)

o Le domaine N-terminal ou Actin-binding domain (ABD) : il lie les filaments d’actine.

e Ledomaine central ‘rod’ : composé de 24 répétitions de spectrine (R1-R24) et de quatre charnieres ou
hinge (H1-H4), ce domaine permet a la dystrophine de lier plusieurs composants sarcomériques et
sarcolemmiques. Il existe deux régions de liaisons directes au sarcolemme (R1-R3 et R10-R12), un site
de liaison aux filaments d’actine par des interactions électrostatiques (R11-R15) %, ainsi que deux sites
d’interactions avec les microtubules (R4-R15 et R20-R23) ®>°4, Les spectrines R16 et R17 contiennent
le site de liaison de nNOS. Cette liaison est indispensable pour la localisation correcte de nNOS au
niveau du sarcolemme ®>%!, |3 localisation de nNOS au sarcolemme joue un réle de signalisation
paracrine, en diffusant de I'oxide nitrique vers les vaisseaux sanguins ce qui favorise la vasodilatation
dans les muscles contractiles. Une délocalisation de nNOS pourrait causer une ischémie fonctionnelle
lors de l'exercice 7% ou aussi un stress nitrosant endommageant les cellules et affectant la
production de force dans le muscle 9210,

e Le domaine riche en cystéine (CR) : il permet a la dystrophine de se lier aux autres protéines du DAGC,
par interaction avec la protéine transmembranaire B-DG [°Y. Le domaine CR interagit aussi avec la
calmoduline %2 qui joue un réle important dans les voies de signalisation du calcium %3,

e Le domaine C-terminal : ce domaine contient un site de liaison direct au sarcolemme %4, ainsi que
des sites d’interaction avec les membres du DAGC (syntrophine et dystrobrevine). L'a-syntrophine joue
un réle important de signalisation, en liant plusieurs canaux ioniques (canaux de sodium Nal.4 et
Nal.5, de potassium Kiv2, Kiv4.1 et de calcium TRPC1 et TRPC4). Elle sert aussi d'ancrage a nNOS avec
la dystrophine 1104105,
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a) Le géne DMD
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d) La dystrophine tronquée chez un patient BMD ambulant de 61 ans
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e) La dystrophine tronquée chez un patient BMD ambulant de 61 ans: le domaine CR permet la liaison au DAGC et assure une fonction partielle de la
dystrophine
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Figure 10. Structure et fonctions du géne DMD et de la dystrophine. a) Le géne complet DMD fait ~2,4 Mb et contient
8 promoteurs et 79 exons. Trois promoteurs en amont (Dp427b, Dp427m et Dp427p) produisent le cDNA complet
d’environ 11,4 kb et la protéine compléte d’environ 427 kDa. Quatre promoteurs internes (Dp260, Dp140, Dp116 et
Dp71) produisent des isoformes non-musculaires tronquées de la dystrophine. L'épissage alternatif a I'extrémité 3’ et
la polyadénylation alternative (ajout d’une queue polyA a I'ARN) produisent des isoformes supplémentaires de
dystrophine. La protéine compléte produite a partir de Dp427m est I'isoforme musculaire primaire. b-c) La dystrophine
compléte peut étre divisée en 4 domaines principaux : le domaine en N-terminal qui se lie aux filaments d’actine (ABD ;
encodé par les exons 1 a 8) —le domaine rod (R : encodé par les exons 8-64) — le domaine riche en cystéine (CR : encodé
par les exons 64-70) — le domaine C-terminal (encodé par les exons 71-79). Le domaine rod est lui-méme divisé en 24
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répétitions de type spectrine et 4 charniéres (hinge) entrecoupées. d-e) Chez les patients BMD, une dystrophine
partiellement fonctionnelle est produite (cas reporté par England et at., 1990 et adapté de Asher et al., 2020) et
contient les domaines cruciaux nécessaires pour se connecter aux filaments d’actine et a la matrice extra-cellulaire,
permettant une fonction partielle de la dystrophine.

I1-4 Mécanisme et pathophysiologie de la DMD

La myopathie de Duchenne a été avant tout considérée comme une maladie de dégénérescence
musculaire et de nécrose 1%, bien que les mécanismes causant la mort musculaire aient été peu compris.
Plusieurs hypothéses concernant la mort musculaire ont été proposées avant la découverte de la
dystrophine, dont une ischémie musculaire, une anormalité moto-neuronale, une déficience
nutritionnelle, des défauts métaboliques ou encore des dommages du sarcolemme et une dérégulation
calcique 171, ’hypothése attribuant les observations cliniques dans la DMD a l'instabilité du sarcolemme
était la plus convaincante. Lidentification de la dystrophine et de DMD comme étant la protéine et le géne
(4454 en cause dans la maladie, a supporté cette hypothése, selon laquelle DMD est causée par des défauts
structurels et fonctionnels du sarcolemme.

En effet, I'absence d’une dystrophine fonctionnelle dans les muscles squelettique et cardiaque causerait
un défaut dans l'intégrité du sarcolemme, rendant les fibres musculaires plus susceptibles aux dommages
induits par les contractions musculaires. Cette hypothese pourrait aussi expliquer la pathogenese de
plusieurs dystrophies musculaires ol des protéines du complexe DAGC sont affectées. Cependant, d’autres
dystrophies musculaires sont causées par des protéines non structurales du muscle (CALP3 pour LGMDR1,
DYSF pour LGMDR2, HGMCR pour une nouvelle dystrophie identifiée) %111 indiquant que la
déstabilisation du sarcolemme n’expliquerait pas tous les mécanismes menant a la dégénérescence
musculaire.

En ce qui suit, nous décrirons les différentes perturbations moléculaires et cellulaires causant directement
ou indirectement la dégénérescence des fibres musculaires, et les changements physiopathologiques que
subit le muscle dystrophique a la suite de la mort des fibres musculaires (Figure 11). Les mécanismes
physiopathologiques seront décrits pour la DMD, mais plusieurs mécanismes sont communs a d’autres
dystrophies musculaires, avec une variabilité en termes de sévérité et de chronologie.
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Figure 11. Mécanismes physiopathologiques des dystrophies musculaires. a) Les mécanismes menant directement

ou indirectement a la dégénérescence musculaire sont représentés au milieu.

Ici,

nous proposons le

dysfonctionnement du systéme endolysosomal et les perturbations lipidiques comme contributeurs a la pathogenése
de la DMD, toutefois davantage de travaux sont nécessaires pour évaluer leur implication dans la mort des fibres
musculaires. b) Coupes transversales de muscles squelettiques de patients DMD et de modéles souris Dmdm™¥-*<
marquées en hématoxyline/éosine (H&E). Une distribution plus désorganisée des fibres est claire dans le muscle
dystrophique, avec une perte des liens entre les fibres. Une infiltration des cellules inflammatoires (accumulats de
noyaux entre les fibres), une fibrose (augmentation de composants de matrice extracellulaire) et une infiltration
adipeuse (espace blanc sur coupe H&E) sont observées. Chez les souris Dmd™ %, il y a des fibres centronuclées (noyau

positionné au centre de la fibre au lieu de la périphérie), ces fibres correspondant aux fibres régénératives.

d’échelle = 100 um.

11-4-1 Mécanismes pathologiques menant a la mort des cellules musculaires

a) Stress mécanique et fragilisation du sarcolemme

Barre
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La force musculaire générée par le sarcomere lors des cycles de contraction-relaxation est transmise a
travers le sarcolemme. Cette transmission de force induit un stress mécanique considérable au
sarcolemme. En conditions physiologiques, I'intégrité du sarcolemme est maintenue grace au lien entre le
cytosquelette, le sarcolemme et la MEC, assurée par les complexes DAGC et intégrine.

Dans la myopathie de Duchenne, comme dans plusieurs LGMD, l'effondrement du complexe DAGC fragilise
le sarcolemme et le rend plus susceptible aux dommages induits par la contraction. Ce mécanisme est I'un
des premiers évenements clés survenant dans la DMD et pourrait expliquer plusieurs événements
pathologiques observés plus tard. En effet, la rupture du sarcolemme est un mécanisme caractéristique
des fibres pré-nécrotiques [*2, Ces ruptures de la membrane, aussi appelées ‘déchirures’ (tears) ou lésions
‘delta’ peuvent étre détectées par une fuite passive d’enzymes musculaires comme la CK du muscle au
sang, surtout apres stimulation du muscle (apres I'exercice par exemple). La perte de I'étanchéité de la
membrane plasmique est aussi mise en évidence par la pénétration de colorants (Bleu Evans) ou de
protéines circulantes (IgG, albumine) a I'intérieur des fibres (Figure 12), permettant d’identifier les fibres
endommagées sur des coupes transversales de muscle dystrophique.

Muscle WT Muscle Dmdmdx

LAMININ / 1gG

Figure 12. Perméabilisation des fibres musculaires dans un muscle dystrophique. Coupes transversales du muscle
gastrocnémien chez des souris Dmd™® et WT montrant des fibres musculaires perméabilisées et positives au
marquage aux IgG de la souris (rouge). (Barre d’échelle = 200 um)

b) Dommages musculaires liés aux radicaux libres : Stress oxydatif et nitrosant

Un stress oxydatif excessif peut produire des anions superoxydes, du peroxyde d’hydrogéne, ou de l'oxyde
nitrique. Ces espéces oxydatives primaires sont converties en espéces réactives de l'oxygene (ROS pour
Reactive Oxygen Species) et des especes réactives de I'azote (RNS pour Reactive Nitrogen Species), qui
peuvent endommager les composants lipidiques des membranes, les protéines structurales et régulatrices
du sarcomere, ainsi que I’ADN.

Le muscle DMD est caractérisé par un stress oxydatif considérable qui participe a son affaiblissement, se
manifestant notamment par une augmentation des ROS et des RNS, et par des niveaux élevés d’oxydation
des protéines, des lipides et de 'ADN [113-116],

e Stress oxydant et ROS
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Laugmentation du stress oxydatif dans le muscle est due en grande partie a la surexpression du complexe
NOX2 (ROS-generating NADP(P)H oxidase) dans le sarcolemme [117), NOX2 est activé par la protéine
associée au microtubule Tacl a la suite de I'étirement mécanique du muscle, menant a une production
d’espéces réactives de I'oxygéne (ROS) [1*8119 Ce processus est particuliérement aggravé dans la DMD
puisque le réseau de microtubules est dense et désorganisé (a cause de la perte de linteraction
dystrophine-microtubule). Linhibition de ce complexe pourrait éviter le dommage du muscle chez la souris
Dmdmdx [120].

Linfiltration des neutrophiles contenant des myélopéroxydases et d’autres cellules inflammatoires, ainsi
qgue le dysfonctionnement mitochondrial sont aussi des sources importantes de ROS dans le muscle DMD.

e Stress nitrosant et RNS

Une autre source majeure de dommages par radicaux libres dans le muscle DMD est due aux RNS. La perte
de la liaison de nNOS a la dystrophine cause son détachement du sarcolemme %121, De ce fait, NNOS ne
pourrait plus excréter l'oxide nitrique vers les vaisseaux sanguins, et serait activé dans le cytoplasme,
causant ainsi un stress nitrosant dans le muscle.

Un niveau élevé de stress oxydatif cause une dégénérescence musculaire en augmentant la réponse
inflammatoire et en interférant avec le processus de régénération (2. Bien que le stress oxydatif joue un
role primordial dans la pathogenese de DMD, les approches de traitements avec des anti-oxydants
classiques n‘ont pas montré un grand effet bénéfique chez les patients **°!,

¢) Perte de ’homéostasie calcique

Une des caractéristiques du muscle dystrophique est la surcharge en Ca?* détectée dans le cytosol 123124,
et tout particuliérement dans l'espace sous-sarcolemmique 2], Cette élévation du calcium dans le cytosol

est importante pendant la contraction musculaire, mais est aussi observée dans des myotubes en repos
[126]

En fait, la dystrophine et le complexe DAGC forment un complexe d’échafaudage pour un grand nombre
de protéines, dont des protéines du métabolisme calcique impliquées dans l'activation, la modulation ou
la terminaison des signaux calciques [192127.128] Effectivement, le complexe DAGC est lié  plusieurs acteurs
de 'lhoméostasie calcique comme les canaux SOC (store operated calcium channel), les canaux SA (Stretch-

Activated) et I'échangeur sodium-calcium NCX [27:129],

Une altération du fonctionnement du RS participe aussi a 'augmentation du calcium dans le cytosol. En
effet, le stress nitrosant/oxydant dans le muscle dystrophique cause une nitrosation et une
phosphorylation des récepteurs a la ryanodine (RyR), ce qui déstabilise leur liaison a la calstabine 3%, et

augmente leur ouverture lors de la contraction, entrainant une fuite du calcium du RS vers le cytosol 31,

L'élévation de calcium serait impliquée dans l'activation de NF-kB, un facteur de transcription impliqué
entre autres dans la réponse inflammatoire et le stress oxydatif, et elle cause également une surcharge
mitochondriale en calcium et une altération du métabolisme énergétique cellulaire. Une des conséquences
déléteéres est également l'activation des enzymes dépendantes du calcium (comme les calpaines et la
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phospholipase A2). L'activation de ces enzymes conduit finalement a la dégradation des protéines du
muscle et la nécrose des fibres 32,

Bien que la dérégulation de ’"homéostasie calcique joue un role majeur dans la dégénération des fibres
musculaires dans les dystrophies musculaires, les inhibiteurs des canaux a calcium n‘ont pas montré un
effet clinique bénéfique chez les patients DMD 33,

d) Ischémie musculaire

Un des roles de la dystrophine est I'ancrage de nNOS au sarcolemme. Cela permet a nNOS de remplir une
fonction paracrine en relarguant de I'acide nitrique dans le systéme vasculaire environnant, induisant une
vasodilatation protective .. La délocalisation de nNOS dans le cytoplasme, a la suite de I'absence de la

dystrophine, empéche l'oxygénation du muscle et cause un dommage ischémique aux fibres musculaires
[134]

e) Dysfonctionnements mitochondriaux

Les mitochondries jouent un rdle primordial dans le mécanisme bioénergétique du muscle squelettique,
par leur capacité a synthétiser de I'ATP par phosphorylation oxydative [*3°!, Les mitochondries jouent aussi
un réle crucial dans la signalisation du muscle en contrélant le niveau du calcium et I'initiation de la mort
cellulaire dépendante du calcium 3!,

Dans la myopathie de Duchenne, les déficits mitochondriaux sont caractéristiques de la pathogenése du
muscle dystrophique. La fonction mitochondriale dans le muscle dystrophique est altérée, avec une
diminution majeure de phosphorylation oxydative 37138 et surtout de I'activité du complexe | 3%,

Ces dysfonctionnements mitochondriaux ont été attribués notamment a une surcharge de Ca? qui
causerait une ouverture importante du pore mPTP (mitochondrial permeability transition pore) et une
diminution de la synthése d’ATP 3¢, De nouvelles études réalisées dans notre équipe ont permis de
corréler la diminution de la phosphorylation oxydative et de la production de I'ATP avec la dérégulation
d’un cluster de micro-ARN (miR) (locus DIk1-Dio3) 1% contenant notamment le miR-379 4%,
’augmentation de ces miRNA dans la circulation serait en partie attribuée aux fibres régénératives 4%,

Le dysfonctionnement de la phosphorylation oxydative contribue au stress oxydatif, a travers une
augmentation d’émission de H,0, 1471441, Un stress du réticulum endoplasmique est aussi causé par le
dysfonctionnement mitochondrial, a la suite de la perturbation de I'interaction aux sites de contacts MAMs
(Mitochondria-associated ER membranes) 4>1%1, De plus, la déficience bioénergétique résultante des
mitochondries est corrélée a la nécrose et a l'atrophie musculaire, par induction de I'activation de la
caspase 9 [144],

f) Défauts d’autophagie et perte d’homéostasie protéique

Les dommages musculaires décrits (notamment la perméabilisation du sarcolemme, l'activation des
protéases dépendantes du calcium, les stress oxydant et nitrosant) causent une accumulation d’organelles
défectueux et une altération des composants cellulaires dans le muscle dystrophique.
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Dans un muscle sain, l'autophagie (ou macro-autophagie) joue un role primordial dans la maintenance de
la masse musculaire, cela en agissant sur le renouvellement des composants cellulaires, en conditions
normales mais aussi en réponse a des stimulations (par exemple le stress cellulaire, la privation de
nutriments ou d’acides aminés) *47148] Des défauts d’autophagie peuvent avoir un effet délétére sur le

muscle, et sont a l'origine de plusieurs myopathies telles que les myopathies vacuolaires autophagiques
[149]

Dans le muscle DMD, plusieurs études ont montré des défauts importants d’autophagie %>, avec une
accumulation d’organelles endommagés. Ces défauts d’autophagie ont été attribués a plusieurs causes,
dont une activation de mTOR (Mammalian target of rapamycin) par phosphorylation par Akt (protein
kinase B)*>Y, Le stress oxydatif est aussi impliqué indirectement dans les défauts d’autophagie, en activant
de fagon continue une kinase appelée Src, qui active mTOR via la phosphorylation de PI3K/Akt 152,

Laccumulation des protéines et des organelles endommagés, suite a un défaut de flux autophagique,
contribue directement a la dégénération des cellules musculaires dans le muscle DMD 5%, Pour cela,
l'autophagie pourrait étre une cible thérapeutique intéressante pour la DMD. Par exemple, une diéte faible
en protéine chez les souris Dmd™ a montré une réactivation de I'autophagie et une amélioration
significative de la fonction et de |a structure du muscle %, Le traitement par un agoniste pharmacologique
contre AMPK active aussi 'autophagie, et améliore le phénotype dystrophique dans le diaphragme >3,

g) Dysfonctionnements lysosomaux dans la DMD

Le systeme endolysosomal joue un réle primordial pour le maintien de 'homéostasie tissulaire dans le
muscle. En plus d’étre les régulateurs primaires du flux autophagique [**¥, les lysosomes sont engagés dans
plusieurs fonctions cellulaires cruciales faisant d’eux un centre métabolique cellulaire clé %, Les
lysosomes sont impliqués dans la réparation de la membrane plasmique ™®, 'homéostasie des ions
métalliques **”! et le métabolisme des lipides *°8,

Dans la DMD, des anormalités dans la structure et l'activité des lysosomes ont été identifiées il y a
longtemps (159161 et plus récemment 11621831 Ce qui est particuliérement intéressant est le fait que les souris
Dmd™ montrent des anormalités des lysosomes & un stade trés précoce (10 jours) %4, A cet 4ge, il n'y a
pas encore de perturbations histologiques détectables chez la souris Dmd™, ce qui suggére que les
perturbations de la fonction et de la structure des lysosomes seraient des événements précoces dans la
cascade pathologique de DMD.

Cependant, tres peu d’études ont considéré les défauts lysosomaux comme primaires a la physiopathologie
de DMD. Plutét, plusieurs études se sont focalisées sur la perturbation de I'autophagie (016571671 En fait,
I'autophagie et I'activité lysosomale sont des processus fonctionnels corrélés, et un dysfonctionnement de
I'autophagie a été identifié dans plusieurs maladies de surcharge lysosomale. Dans ces maladies, le défaut
principal est attribué aux lysosomes, et le défaut de l'autophagie est clairement secondaire 54168,
Récemment, des perturbations de I'autophagie secondaires aux défauts lysosomaux ont été détectées
dans des dystrophies musculaires, dans les muscles squelettique % et cardiaque 9. Il reste a déterminer
siles perturbations de I'autophagie décrites dans la DMD sont secondaires ou pas a des défauts lysosomaux

sous-jacents.
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h) Perturbations du métabolisme des lipides et du cholestérol

Les biopsies musculaires de jeunes patients DMD montrent des anormalités lipidiques Y. Il y a
notamment une accumulation de phosphatidylcholine, de cholestérol, de sphingomyéline et de

triglycérides, et une abondance d’acides gras monoinsaturés dans les zones les plus altérées du muscle
[172,173]

Des études ont aussi montré des dérégulations des lipides circulants chez les patients DMD [7417%] gvec
notamment une augmentation des triglycérides, des phospholipides, du cholestérol (total, libre et
estérifié). Des perturbations lipidiques ont aussi été détectées chez des patients BMD et des femmes
porteuses saines DMD [17¢!, Ces analyses ont laissé suggérer que la myopathie de Duchenne pourrait étre
une nouvelle forme de dyslipidémie génétique 76177,

Les dérégulations lipidiques sont surtout observées a un stade précoce de la maladie chez les patients et
les animaux 1731761781 Cela suggére que ces dérégulations pourraient jouer un réle important dans la
pathogeneése de la DMD. Cependant les mécanismes de ces observations, et leur effet sur I'évolution de la
maladie, restent peu compris.

Récemment, une étude de notre équipe a permis d’identifier une dérégulation du métabolisme du
cholestérol et des acides gras dans le muscle DMD 7!, A partir d’un screening de micro-ARN (ou miRNA)
dans le sérum d’une cohorte de patients DMD, nous avons identifié une dérégulation de miRNA circulants.
Une analyse de ces dérégulations se basant a la fois sur les génes hotes et cibles nous a permis d’identifier
une perturbation de la voie de synthése du cholestérol (voie du mévalonate) et de la voie de synthése des
acides gras. Ces résultats ont été validés par une détection d'accumulation de cholestérol dans des biopsies
de muscles de patients DMD et de souris Dmd™®. Cette accumulation de cholestérol musculaire corrélait
avec une activation des facteurs de transcriptions SREBP1 et SREBP2, régulant notamment la synthése
endogene et I'absorption cellulaire du cholestérol.

’accumulation du cholestérol musculaire pourrait étre corrigée chez les souris Dmd™ par une
administration de la simvastatine, un hypocholestérolémiant connu 7). Le traitement avec la simvastatine
a aussi déja montré une amélioration des muscle squelettique 8% et cardiaque #% chez la souris.

1-4-2 Evénements survenant a la suite de la mort des fibres musculaires et contribuant a
la progression de la maladie

a) Inflammation et réponse immunitaire

Lendommagement des fibres musculaires et la dégénération causent une infiltration des cellules
inflammatoires dans le muscle. Il y a principalement une infiltration de lymphocytes T et de macrophages
chez des jeunes patients (2-8 ans) 182, précédant I'apparition de la maladie, et qui contribue directement
a la progression de la dystrophie.

o Linfiltration des macrophages

Au début de la phase d’inflammation, une infiltration de macrophages pro-inflammatoires de type M1 est
observée. Ces macrophages activés constituent une source majeure de cytokines pro-inflammatoires (TNF-
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a et IFN-y) qui participent a 'activation des systémes protéolytiques et a I'inhibition de la régénération

e 18271841 | 3 production de I'oxyde nitrique par ces macrophages promeut aussi la lyse cellulaire.

musculair
De plus, les macrophages sont responsables de la phagocytose des fibres endommagées, et de I'activation

des lymphocytes T par présentation d’antigénes.

Lors de I'étape ultérieure, les macrophages M1 sont remplacés par des macrophages M2, activés par des
cytokines anti-inflammatoires (IL-4 et IL-10), qui eux favoriseront la fibrose et la régénération musculaire
par la stimulation de la prolifération des cellules satellites 8],

e Lerole des lymphocytes T

Les lymphocytes CD4+ dans le muscle dystrophique sont une source importante de cytokines, et aident a
I'activation d’autres cellules immunitaires, notamment les lymphocytes T CD8+ [8, Les lymphocytes CD8+
cytotoxiques participent a la mort cellulaire par cytotoxicité dépendante de la perforine [187.188,

e Linfiltration d’autres cellules immunitaires

Une infiltration de neutrophiles est également présente dans le muscle dystrophique, constituant une
source importante d’anions superoxyde [# Les mastocytes sont aussi impliqués dans la réponse

immunitaire du muscle dystrophique 190391,

La dégranulation des mastocytes autour des fibres
endommagées va promouvoir la lyse membranaire au travers de certaines protéases (par exemple les
chymases, les tryptases et les carboxypeptidases). En plus, ces cellules relarguent des histamines et du

TNF-a qui peuvent promouvoir une nécrose des fibres musculaires.

La présence abondante des cellules immunitaires dans le muscle dystrophique a poussé a
I'expérimentation d’'immunosuppresseurs chez des patients DMD. Cependant, ces essais n‘ont pas montré
une amélioration significative chez les patients [192193],

b) Régénération et épuisement du pool des cellules souches musculaires

Au début de la progression de la myopathie de Duchenne, la dégénération des fibres musculaires est
compensée par une régénération active du muscle. Cependant, la mort cellulaire continue meéne
finalement a un déséquilibre entre la dégénération et la régénération, avec une diminution du nombre des
cellules satellites au fur et a mesure des cycles de dégénération-régénération. Cela aboutit
progressivement a un remplacement des fibres musculaires fonctionnelles par du tissu fibro-adipeux,
altérant la fonction mécanique générale du muscle 19419,

Certaines études ont suggéré que le complexe DAGC joue un réle direct dans la régénération musculaire.
En effet, la réparation du muscle, par la division asymétrique des cellules satellites, nécessiterait
I'interaction de protéines du complexe DAGC (dystrophin-PAR1b et B1-syntophin-p38y/Carm1) 1196197,
Leffondrement du complexe DAGC pourrait donc compromettre I'engagement myogénique des cellules
satellites activées, et altérerait la réparation du muscle. D’autres études ont aussi montré I'expression de
la dystrophine dans les cellules satellites *¢), 'équipe de M.Rudnicki a notamment suggéré un réle de la
dystrophine dans le maintien de la polarité, de par son association a la serine-threonine protein kinase 2
(MARK2), qui joue un réle pivot dans la polarité de la cellule. De ce fait, I'absence de la dystrophine chez
les patients DMD causerait une diminution des divisions asymétriques et donc une baisse de la génération
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de progéniteurs myogéniques nécessaires a la régénération musculaire [1%1% Cependant, cette théorie
dite de ’phénotype de cellules souches’ dans DMD 2% nécessite davantage de travaux pour démontrer
comment l'altération de la division asymétrique causerait un défaut de régénération chez les modeéles
animaux et chez les patients.

c) Fibrose et dépéts adipeux dans le muscle

La fibrose est désignée comme le remplacement d’un tissu sain, a la suite d’une blessure ou un
endommagement, par un tissu cicatriciel composé principalement de tissu conjonctif fibreux 204,

Une des caractéristiques principales du muscle dystrophique est le remplacement des fibres musculaires
dégénérées par du tissu fibreux et adipeux. La fibrose se met en place progressivement au cours des cycles
de dégénération-régénération, avec une activation des fibroblastes qui secretent les protéines de la MEC,
comme les collagénes et la fibronectine 292,

La source primaire des composants fibrogénes sont les myofibroblastes 2!, dérivés de la différenciation
des progéniteurs fibro-adipogéniques (FAPs pour fibro-adipogenic progenitors). Les FAPs sont des cellules
résidentes du muscle ayant le potentiel de se différencier en myofibroblastes ou en adipocytes 2%, Dans
un muscle sain, les FAPs fournissent un support aux progéniteurs musculaires lors de la régénération. Ce
lien est altéré dans les dystrophies musculaires, avec une élévation chronique des FAPs et une altération
de leur programme d’apoptose a cause de la dégénération chronique 2%l Les FAPS subissent une
différentiation progressive en myofibroblastes 2%, ainsi qu’en cellules adipeuses blanches %] et
participent directement a la transformation fibro-adipeuse du muscle dystrophique.

e \Voies de signalisation et de régulation de la fibrose
Plusieurs voies de signalisations modulent la progression de la fibrose dans le muscle dystrophique.

Le signal pro-fibrotique primaire est assuré par TGF-B 2% qui active les fibroblastes et 'expression des
protéines de la MEC 2%, |’expression de TGF-B et de ses récepteurs dans le muscle des patients DMD
corréle avec le niveau de fibrose musculaire 2%, et contribue directement & la pathogenése des

dystrophies musculaires 2,

TGF-B et ses récepteurs sont localisés principalement dans la MEC en complexe avec les LTBPs (latent TGF8

e 2102121 '5on activation

binding proteins), aux zones inflammatoires et fibrotiques du muscle dystrophiqu
nécessite son relargage du complexe par des protéases (notamment les métalloprotéinases MMP2 et
MMPO de la MEC). Une fois libérées, les isoformes de TGF-B se lient a leurs récepteurs transmembranaires
et activent la voie canonique de TFG-B. Cela méne a I'activation de SMAD et a sa translocation dans le
noyau, ou il va réguler I'expression de plusieurs genes cibles, dont des genes codant pour des protéines de
la MEC 213215 des récepteurs a la MEC a la surface des cellules 1219, ainsi que d’autres géne profibrotiques

amplifiant I'action de TGF-B (comme le facteur CTGF : Connective Tissue Growth Factor) 27,

En plus des voies de signalisation moléculaires régulant la fibrose, la rigidité (stifness) musculaire a été
montrée comme un signal fibrogéne important dans plusieurs tissus [*2218]_ En effet, le muscle squelettique
est un tissu mécanosensible 2*, ’'un des facteurs de transcription mécanosensible est YAP (yes-associated
protein), et celui-1a est dérégulé dans les dystrophies musculaires 22%., YAP est transloqué dans le noyau
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en réponse aux substrats rigides, et cible le facteur CTGF et d’autres acteurs du programme fibrogénique
[220]

La transformation fibro-adipeuse du muscle et I'alourdissement de la MEC finit par altérer la fonction
motrice du muscle, et corréle directement avec I'Age de la perte de 'ambulation des patients 122%, En plus,
la fibrose meénera a une production excessive de cytokines profibrotiques et un statut d’inflammation
chronique dans le muscle.

11-5 Prise en charge thérapeutique et traitements en développement

La myopathie de Duchenne est une maladie qui nécessite une prise en charge multidisciplinaire précoce.
Malgré des avancées thérapeutiques majeures lors des 30 dernieres années, il manque aujourd’hui de
traitements curatifs. La prise en charge actuelle consiste principalement a traiter les symptomes dans le
but de freiner la progression de la maladie et d'améliorer la qualité de vie des patients. D’autres stratégies
thérapeutiques, visant notamment a restaurer I'expression d’'une forme fonctionnelle de la dystrophine,
sont en cours de développement, et certaines approches ont récemment obtenu l‘autorisation
réglementaire aux Etats-Unis et en Europe.

1I-5-1 Prise en charge thérapeutique actuelle de la DMD

La prise en charge actuelle des patients DMD consiste en une approche multidisciplinaire traitant les
différentes manifestations musculaires (muscles squelettique et cardiaque) et extra-musculaires de la
maladie. De ce fait des recommandations sont publiées pour permettre d’assurer la meilleure prise en

charge et de prolonger la durée et la qualité de vie des patients 1222224,

a) Traitements par glucocorticoides

Le traitement par glucocorticoides (Deflazacort et Prednisone) est actuellement recommandé le plus t6t
possible ??°! et tout au long de la vie du patient 2?2, Ces traitements ont montré une amélioration
significative de la force et de la fonction motrice, et peuvent retarder la perte de 'ambulation 2262?7], ||s
ralentissent aussi la survenue des atteintes pulmonaire 1228 et cardiaque 12*°), et réduisent le risque de
scoliose 1230,

Les effets des glucocorticoides varient en fonction des régimes de traitement, avec un retardement plus
important chez les patients prenant le traitement quotidiennement (2 ans) que chez les patients avec des

schémas de prises on/off (1 an) 1234,

Cependant, ces traitements présentent des effets secondaires qui peuvent étre problématiques. En effet,
les glucocorticoides comme la prednisone ou le deflazacort, ont une activité minéralocorticoide, qui
pourrait causer une hypertension, une prise de poids et une atrophie cutanée . Ils sont aussi associés
avec un retard de la croissance et de la puberté, une déminéralisation osseuse, un changement de
comportements, des cataractes et une insuffisance rénale 2%,

b) Prise en charge respiratoire et cardiaque
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L'atteinte de la fonction respiratoire chez les patients DMD est associée avec des troubles respiratoires du
sommeil et des altérations des échanges gazeux nocturnes, se manifestant au début par une
hypoventilation nocturne 232, La prise en charge de I'insuffisance respiratoire consiste a évaluer la fonction
respiratoire régulierement dés le diagnostic. Ensuite, une assistance respiratoire par ventilation mécanique
est utilisée chez les patients présentant une hypoventilation 1223,

Le phénotype cardiaque de la DMD est associé principalement avec une cardiomyopathie dilatée
progressive et des troubles du rythme cardiaque 3. La prise en charge des atteintes cardiaques inclut une
détection précoce des symptomes d’insuffisance et des arythmies par des bilans annuels. Lors de
I'apparition de ces symptomes, des inhibiteurs de I'enzyme de conversion de I'angiotensine (ACE) et des B-
bloquants sont prescrits chez les patients. Notamment, le traitement prophylactique avec des inhibiteurs
de I'ACE pourrait retarder I'apparition des symptédmes cardiaques 233233,

c) Prise en charge d’autres troubles

Les patients DMD présentent d’autres troubles au fur et a mesure de I'évolution de la maladie, qui
nécessitent une gestion adaptée a chaque patient.

e Gestion orthopédique : les patients DMD sont susceptibles a des déformités musculaires, a une
scoliose et a des fractures. Pour cela, une prévention est mise en place avec notamment de la
physiothérapie pour préserver la stabilité et 'ambulation . En cas de scoliose, une intervention
chirurgicale peut étre nécessaire.

e Gestion des troubles endocrinologiques : ces troubles sont communs chez les patients, surtout
avec I'administration des glucocorticoides. Pour cela, un régime alimentaire peut étre mis en place
pour contrer la prise de poids et I'altération du métabolisme du glucose et des lipides. Une
supplémentation en calcium/vitamine D est prescrite pour traiter la déminéralisation osseuse.

e Gestion des troubles neuropsychiques et neurodéveloppementales : ces troubles se manifestent
notamment par des atteintes cognitives, des troubles de I'attention/d’hyperactivité, des troubles
obsessionnels compulsifs et des troubles du spectre autistique. Pour cela, un accompagnement
psychique et éducatif est mis en place, et des traitements adaptés sont mis en place en fonction
du trouble diagnostiqué.

e Gestion des troubles gastro-intestinaux et urologiques : au stade plus avancé de la maladie, ces
troubles sont fréquents et nécessitent des prises en charge pharmacologiques adaptées.

11-5-2 Stratégies visant a la restauration de I'expression d’'une forme de dystrophine
fonctionnelle

a) Approches de sauts d’exons

Le saut d’exon thérapeutique est une méthode qui consiste a restaurer le cadre de lecture des transcrits
de la dystrophine, dans le but d’avoir de transcrits partiellement fonctionnels similaires a ceux présents
chez les patients BMD (Figure 10d-e). Cela se fait par des oligonucléotides antisens (ASOs), qui se lient a
I'exon cible durant I’épissage du pré-ARNm, et empéchent I'inclusion de ce dernier dans 'ARNm [23¢,
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Ces stratégies sont personnalisées a des mutations spécifiques. Plusieurs approches ont été développées
principalement pour cibler les mutations localisées dans les hotspots du gene DMD. Quatre médicaments
sont actuellement approuvés par la FDA, et ciblent les délétions dans les exons 51 [237:238] 53 [239.240] ot 45
(2411 (Tableau 3).

Cependant, ces traitements nécessitent des administrations répétées, dues a un turnover permanent des
ASOs, des transcrits et des protéines. D'ailleurs, les taux de restauration de la dystrophine sont assez faibles
pour ces ASOs : 1% pour le Golodirsen 242, 2,8% pour le Viltolarsen 23! et 1,74% pour le Casimersen 1244,

Médicament Forme Chimique Exon ciblé Compagnie Date de mise sur
le marché
Eteplirsen PMO 51 Sarepta 2016
Golodirsen PMO 53 Sarepta 2019
Viltolarsen Morpholino PMO | 53 NS Pharma 2020
Casimersen PMO 45 Sarepta 2021

Tableau 3. Liste des médicaments approuvés par la FDA et basés sur des stratégies de sauts d’exons pour le
traitement de la DMD.

b) Approches basées sur la translecture du codon stop

Environ 10-15% des patients DMD présentent des mutations ponctuelles (ou mutations non-sens) causant
des codons stop prématurés (PTC) 4. La translecture du codon stop consiste a utiliser des molécules
pharmacologiques qui se lient aux PTC et qui forcent la machinerie traductionnelle a ajouter un acide
aminé aléatoire au lieu d’arréter la traduction. LAtaluren est une petite molécule qui supprime les codons
stop prématurés. Bien que son efficacité soit limitée, il a montré une tendance d’efficacité thérapeutique
et un bon profil de sécurité lors des essais cliniques 2, ce qui lui a valu 'obtention d’une mise sur le
marché conditionnelle pour les patients ambulants [24¢],

c) Approche de restauration de la dystrophine par transfert de géne

La myopathie de Duchenne est le sujet de développement de plusieurs stratégies de thérapie génique
visant a guérir la maladie, cela en restaurant I'expression de la dystrophine par transfert de géne. Cette
approche consiste a apporter une copie saine (gene thérapeutique) du gene ciblé afin de restaurer
I'expression de la protéine déficiente. Plusieurs vecteurs de délivrance de gene ont été développés. Parmi
eux, les vecteurs Adeno-Associés recombinants (AAVr) dérivés des virus AAV (adeno-associated virus) sont
les plus utilisés pour les maladies neuromusculaires. Lapproche la plus prometteuse pour le traitement de
la DMD aujourd’hui consiste a rapporter une version raccourcie de la dystrophine (mini- ou
microdystrophine) a I'aide d’un vecteur AAVr. Pour cela, nous expliquerons brievement le concept de la
thérapie génique par AAVr avant de présenter les essais en cours utilisant cette approche pour la DMD.

e Les AAVr en tant que vecteurs de thérapie génique :

s 2471 puis ont été

Les AAV ont été découverts initialement par accident dans une préparation d’adénoviru
aussi détectés dans des tissus humains [2*8, Avec I'essor de la génétique moléculaire et la caractérisation
des maladies génétiques, les AAV ont été étudiés en tant que vecteurs potentiels pour le transfert de genes

pour la premiére fois en 1984 24!, Aujourd’hui, 3 médicaments utilisant des AAVr pour le transfert de géne
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sont approuvés : Glybera pour le traitement du déficit familial en lipoprotéine lipase (LPL) approuvé par
I'EMA en 2012 59 [uxturna approuvé en 2017 pour le traitement d’'une maladie rétinienne héréditaire

(2511 Zolgensma approuvé par la FDA en 2019 pour le traitement d’une forme d’atrophie musculaire spinale
[252]

LAAV sauvage :

Les AAV sont des virus de la famille Parvoviridae du genre Dependovirus. Ce sont des virus non-enveloppés,
composés d’une capside icosaédrale d’environ 25 nm de diamétre renfermant un ADN simple-brin de 4,7
kb 2531, De part et d’autre de 'ADN simple brin se trouvent des petites répétitions terminales (Inverted
terminal repeat - ITR) non-codantes, qui sont des motifs palindromiques d’environ 145 paires de bases. Ces
structures se replient sur elles-mémes en formant des boucles en épingle a cheveux aux extrémités 5’ et
3’ 54 Les ITR jouent un réle dans I'encapsidation du génome dans les particules virales, ainsi que dans la
réplication et dans I'intégration du virus dans le génome de I'héte 2°°,

Le génome de 'AAV comporte deux cadres de lectures ouverts principaux (ORF pour open reading frame) :
le géne Rep code les protéines de réplications Rep, le géne Cap code les protéines virales structurales VP.
Des ORF alternatifs codent trois protéines accessoires : la protéine chaperonne d’assemblage (AAP), la
protéine accessoire associée a la membrane (MAAP) et la protéine X (Figure 13).

Un large nombre de variants d’AAV provenant de tissus humains ou des primates a été identifié a ce jour
(2561 || existe au moins 12 sérotypes principaux (AAV1 & AAV13), et plus de 100 variants ont été isolés et
étudiés en tant que vecteurs de transfert de géne ), Des études épidémiologiques ont montré qu’entre
40 et 80% de la population humaine posséde des anticorps contre les AAV, indiquant une exposition aux
différents sérotypes d’AAV.

Les AAV recombinants (AAVr) :

Les AAVr sont dérivés de I'AAV sauvage. Dans ce systeme, seules les séquences d’ITR en cis de 'AAV sauvage
sont conservées, et servent pour I'encapsidation et I'expression du transgéne 128!, Les génes Rep et Cap
sont remplacés par une cassette d’expression du transgéne d’intérét 129, La taille de la cassette est en
générale comprise entre 4,1 et 4,9 kb 29, Cette cassette inclut principalement un promoteur, 'ADN
complémentaire (ADNc) du géne thérapeutique et un signal de polyadénylation (Figure 13).

L'une des méthodes les plus communes de production d’AAVr est la transfection de cellules productrices
adhérentes ou en suspension par 3 plasmides (Figure 14). Un premier plasmide apportera les séquences
des génes Rep et Cap en trans, nécessaires pour la réplication et 'assemblage du virion %Y, Le transgéne
entouré des ITR est fourni en cis dans un deuxiéme plasmide. Un troisieme plasmide (dit helper plasmid)
encodant des génes de I'adénovirus est utilisé pour améliorer la production des particules d’AAVr. A la suite

de la production, les AAVr sont purifiés par chromatographie en colonne ou par gradient de centrifugation
[262]

Les obstacles de la thérapie génique par AAVr :

Une des limites majeures a la thérapie génique a travers des vecteurs AAVr est la réponse immunitaire
contre les capsides des AAVr, avec la production d’anticorps neutralisants par le systeme immunitaire de
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2831 |/immunogénicité

I’héte. En effet, environ 80% de la population humaine serait séropositive aux AAV
pourrait survenir ainsi d’anticorps anti-capsides préexistants ou aussi des cellules transduites qui
présentent des antigenes de la capside sur le complexe MHC-I, menant a une réponse cytotoxique des
lymphocytes T CD8+ [2%4. Les réponses immunitaires observées sont liées aux hautes doses d’AAVr
administrées chez les patients (~10%2 - 10 génomes des vecteur vg / kg). Bien que ces hautes doses soient
nécessaires pour atteindre un effet thérapeutique bénéfique °°, elles sont plus susceptibles de causer de
réponses immunitaires non désirées. Pour cela, il faut établir un équilibre entre la dose de vecteurs et

I'efficacité thérapeutique pour une meilleure issue clinique 26,

~4.7 kb

AAV sauvage
Capside—\

_”7-34 %JD

MAAP

viral AAP

ITR ITR

AAV
recombinant

Capside
_\ promoteur

j | Transgéne l |:|
ADN

thérapeutique

Figure 13. Génome de I'’AAV sauvage et de I'AAV recombinant (AAVr). Le génome de I'’AAVr est construit en
supprimant les génes Rep, Cap, Maap et Aap et en les remplagant par une cassette d’expression du transgene
comprenant un promoteur, une séquence d’ADN complémentaire (ADNc) du transgéne et un signal polyA. Les ITRs
sont les seuls éléments restants du génome de I'AAV sauvage et assurent la réplication et I'encapsidation de I'AAVF.
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Figure 14. Production des AAVr par triple transfection. Des cellules productrices (en général HEK297T) sont co-
transfectées par 3 plasmides. Les génes Rep (nécessaires pour la réplication) et Cap (encodant pour la capside du
virion) sont fournis en trans dans un plasmide. Le transgene entouré des ITR est fourni en cis dans un deuxieme
plasmide. Un troisieme plasmide contenant des séquences d’Adénovirus est aussi utilisé pour favoriser la production
des particules d’AAVr. Par la suite, les particules d’AAVr sont récoltées et purifiées.

e Approche de transfert de géne pour la myopathie de Duchenne : la microdystrophine

Le cadre de lecture ouvert de ’ARNm du géne DMD fait environ 11,5 kb, ce qui dépasse largement la
capacité d’encapsidation des AAVr. Pour surmonter cette limite, des mini- ou microdystrophines (MD) ont
été congues en gardant les domaines essentiels de la dystrophine [109267-269] Cette approche se base
principalement sur des observations faites chez des patients BMD, chez qui des formes courtes de
dystrophine peuvent réduire la sévérité du phénotype par rapport a la DMD ®®27° (Figure 10). Surtout,
cette approche est théoriquement applicable a tous les patients DMD, quelles que soient les mutations
gu’ils portent.

Une autre approche consiste a fragmenter la cassette d’expression de la dystrophine dans plusieurs
vecteurs AAVr 712731 ce qui permet d’inclure plus de domaines de la dystrophine dans le transgéne final.

Depuis la premiére construction réduite de dystrophine générée en 1997 74, plus de 30 configurations de
microdystrophines ont été publiées. Plusieurs optimisations ont été faites au fur et a mesure de la
caractérisation des domaines de liaisons de la dystrophine, et des fonctions assurées par chaque domaine.
Notamment, les travaux du laboratoire du Dr.Dickson se sont focalisés sur I'optimisation des codons de la
séquence du transgéne [2”°!; |e laboratoire du Dr.Duan a inclus les répétitions R16-R17 a sa construction,
nécessaires pour la liaison de nNOS au sarcolemme ©>%],
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Trois essais cliniques sont en cours aux Etats-Unis (Sarepta Therapeutics, Pfizer et Solid Biosciences).
Chaque essai utilise une construction de microdystrophine légerement différente (Figure 15). Un autre
essai clinique sponsorisé par Généthon est en cours en Europe en collaboration avec Sarepta. Le
médicament développé par Sarepta Therapeutics (Elevidys) a eu une autorisation accélérée de
commercialisation par la FDA le 22 juin 2023, pour les patients entre 4-5 ans. Cette autorisation a fait suite
a des débats sur l'efficacité du traitement. En effet, I'essai clinique n’a pas atteint les objectifs fixés en
termes d’amélioration fonctionnelle chez les patients 2. 'autorisation a été ainsi basée sur les résultats
secondaires (surrogate endpoints), évoqués par le niveau d’expression de la microdystrophine.
Largumentation était que la production de microdystrophine devrait raisonnablement entrainer une
amélioration de la fonction musculaire ?”7), |l faut noter que l'autorisation donnée par la FDA est
conditionnelle et dépendra prochainement sur des résultats de la phase Ill en cours dans une plus grande
cohorte de patients.

Promoteur Transgéne Sérotype AAV
Sarepta ~B A h74
(R1) R2) R3 Y"\R24) CR r
Therapeutics MHCK? il RARZ AR\
H1 _ H3 H4
Pfizer MCK @"' R1 ) R2 /Y R22) R23) R24‘ 9
H1 H4

i i ABD { R1 JR16| R17 ( R23 | R24 9
Biosciences CK8 R1)R16/R17)R23) R24. o

H1 H4

H2
Généthon Spc5.12 ABD ) Y R1R2) R3 \R24 s

Figure 15 — Constructions de microdystrophine en expérimentation clinique (Adapté de Elangkov & Dickson 2021).
Les promoteurs utilisés dans ces constructions (en vert) sont spécifiques du muscle et du cceur. Le transgene de toutes
les constructions contient les séquences codantes pour les domaines considérés cliniquement pertinents et
fonctionnels. Le choix du sérotype dAAV repose également sur le tropisme tissulaire, ces sérotypes ciblent
particuliéerement le muscle et le cceur.
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Figure 16. La localisation des constructions de microdystrophines en essai clinique au DAGC. a) La microdystrophine
‘MD1’ utilisée par Sarepta et Généthon lie les filaments d’actine au DAGC. b) La microdystrophine utilisée par Pfizer
assure le lien aux microtubules par R22-R24 en plus. c) La microdystrophine utilisée par Solid Bioscience inclut les
spectrines R16-R17 qui permettent la liaison de nNOS.
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Médicament
Expérimental / Essais
cliniques

Déroulement de l'essai

Evaluation / Résultats

Avancement

Sarepta Therapeutics
[SRP-9001 - Elevidys]

NCT03375164 (Phase I/11) -
2017

NCT04626674 (Phase 1) -
2020

NCT03769116 (Phase 1) —
2018 -

NCT05096221 — (Phase IlI)
2021

Une premiére cohorte a été
administrée en phase I/Il a
une dose de 2f14 vg/kg.

Une deuxiéme cohorte de
patients a regu en phase |
une dose de 1,33E14 vg/kg et
a montré un profil de
sécurité satisfaisant.

Une étude de phase |l
randomisée en  double
aveugle était lancée en 2018.
Une étude de phase Ill a été
lancée en 2021.

Des analyses des biopsies de la phase I/11
ont montré une expression robuste de
microdystrophine  (81% de fibres
positives) [278.279],

Une amélioration de [lindice NSAA
(North Star Ambulatory Assessment) a
été observée chez les 4 patients en
phase /Il mais aucune amélioration
significative était obtenue en phase II.
Effets secondaires graves chez 4 patients
en phase Il qui ont été résolus.

Début septembre 2017

Recrutement en cours de
120 patients pour une
étude de phase IlI

Autorisation de mise sur le
marché donnée par la FDA
le 22 juin 2023 pour les
patients entre 4-5 ans
(autorisation est
dépendante sur la
vérification du bénéfice
clinigue dans l'essai de
confirmation en cours)

Pfizer
[PF-06939926]

NCT03362502 (Phase Ib) —
2017

NCT04281485 (Phase lll) -
2022

Une premiere étude de
phase Ib a évalué une dose
de 114 vg/kg.

Une deuxieme étude
d’escalade de dose s’est faite
a une dose de 3f14vg/kg
Une phase Il avec 99
patients a été lancée en
2022.

Une amélioration d’indice NSAA chez 2
patients aprés un an, diminution de CK
[280].

Expression de microdystrophine : 69%
de fibres positives avec la haute dose.
Effets secondaire graves survenus chez 2
patients (toxicité rénale) et résolus. Des
réponses immunitaires de gravité
variable observées chez tous les
patients.

Début en décembre 2017.
Essai suspendu en
décembre 2021 suite au
déces d’un patient

L'essai a redémarré en avril
2022 aprés modification du
protocole d’injection

Solid Biosciences

[SGT-001]

NCT03368742 (Phase I,11)

Une premiére cohorte de
patients a regu une faible
dose de 5€13 vg/kg en phase
I/1l. Une deuxiéme cohorte a
recu une dose plus haute de
2814 vg/kg.

9 patients ont été injectés en
janvier 2022.

Les niveaux d’expression de
microdystrophine étaient variables (5-
50%) dans les biopsies musculaires.

Une amélioration de la capacité
pulmonaire a été observée, et la
capacité motrice ne s’est pas dégradée
en comparaison avec les patients inclus
dans I'histoire naturelle.

Effets indésirables graves répertoriés
(hépatite et giardase) chez deux
patients mais résolus rapidement.

Une activation de la cascade de
complément a causé des réponses
inflammatoires chez deux patients et
une thrombocytopénie chez 1 patient.

Début décembre 2017 — En
cours

Essai suspendu puis
réhabilité en octobre 2020
aprés modification des
protocoles de l'essai et de

production de vecteurs
[281],

Généthon /
Therapeutics
[GNT 0004]

Sarepta

2020-002093-27  (Phase
1/11/111)

Premier patient injecté en
avril 2021

Premiére étude de
détermination de dose qui
sera suivie par une étude
randomisée contre placebo

Résultats non communiqués.

Essai lancé en décembre
2018.
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Tableau 4. Essais cliniques en cours utilisant 'approche de transfert de microdystrophine par AAVr.

Bien que ces traitements représentent une grande avancée pour le traitement de la DMD, leur efficacité a
long terme reste discutable. En effet, les AAV sont des virus non intégratifs par définition, et il est possible
gu’avec le renouvellement musculaire, le transgéne encodant la microdystrophine disparaisse. Des études
a long terme sont encore nécessaires pour aborder ce point.

Du plus, des effets secondaires graves ont été observés chez plusieurs patients, probablement liés a une
activation de la réponse immunitaire innée (se manifestant par une insuffisance rénale) et une réponse
immunitaire cellulaire contre le vecteur. Normalement, tous les patients inclus dans ces études sont pré-
examinés pour une potentielle réponse humorale a la capside du vecteur, et traités par des hautes doses
de glucorticoides pour contrer la réponse immunitaire aux capsides virales. En outre, les patients
présentant des anticorps neutralisant aux AAV sont exclus de ces études.

Récemment, une collaboration entre les 4 compagnies menant les essais cliniques a permis de mieux
comprendre les effets graves observés chez des patients des différentes études cliniques. En effet, certains
épitopes présents dans les constructions de la microdystrophine (épitopes encodés par les exons 8 a 11)
pourraient causer une réponse immunitaire cytotoxique au non soi, chez les patients ayant des délétions
dans les exons codant pour ces épitopes (des effets graves sont observés chez les patients ayant des
délétions de I'exon 8 a I'exon 21) 12821, Cette meilleure compréhension de la réponse immunitaire contre le
transgene permettra dans le futur de mieux éviter les effets indésirables, et d’exclure les patients avec des
mutations spécifiques (ce qui a été le cas pour l'autorisation de la FDA a Sarepta ou les patients ayant des
délétions des exons 8 et/ou 9 sont exclus).

d) Approches d’éditions du génome par le systéme CRISPR-Cas9

Le développement des systemes d’éditions du génome a permis d’exploiter de nouvelles approches
thérapeutiques pour la correction des différentes mutations retrouvées dans la DMD, notamment avec le
systeme CRISPR-Cas9 (courtes répétitions palindromiques regroupées et régulierement espacées —
Protéine Cas associée a CRISPR). Ce systeme repose sur 'utilisation de guides d’ARN qui reconnaissent des
régions complémentaires spécifiques de I’ADN, et qui permettent a 'enzyme Cas9 de générer une coupure
double brin sur la location ciblée 2%, Les coupures sont ensuite réparées par les systémes de réparation
de I'ADN de la cellule-hote : le systéme de réparation par jonction d’extrémités non-homologues (non-
homologous end joining ; NHEJ) et le systéme de réparation par recombinaison homologue (homology
directed repair ; HDR) 1224, Le systéme HDR est prédominant dans les cellules en division et permet de
réparer la coupure double brin en insérant une séquence d’ADN modele sans erreurs, tandis que le systeme
NHEJ est prédominant dans les cellules post-mitotiques, et est plus susceptible aux erreurs générant de
petites insertions ou délétions (INDELs) de nucléotides au niveau du site de coupure.

Les approches d’édition du génome testées dans le cadre de la DMD visent a restaurer le cadre de lecture
pour générer une forme fonctionnelle de la dystrophine. Cela se fait par plusieurs stratégies : des délétions
d’exons, des sauts d’exons, des réparations du cadre de lecture par NHEJ, I'utilisation du systeme HDR pour
corriger des mutations avec de séquences d’ADN donneurs, ou aussi I'’édition de base unique sur un site
cible pour corriger les mutations ponctuelles (base editing) 2%
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De preuves de concepts pour ces différentes stratégies ont été faites sur des modeles cellulaires et animaux
[285-287] Des travaux sont aussi faits sur des approches moins spécifiques, ciblant potentiellement un plus
grand nombre de mutations, en supprimant par exemple les exons 45-55 288! ou les exons 47-58 1289,
D’autres stratégies consistent a cibler toutes les mutations de la DMD, en modulant I'expression de génes
homologues a la dystrophine, comme |'utrophine 2%,

Néanmoins, ce type d’approches d’édition de génome fait face a plusieurs défis, notamment I'optimisation
du systeme de délivrance, la gestion du risque de réponse immunitaire et surtout le risque d’édition hors-
cible (off-target). Jusqu’a maintenant, un seul patient DMD a regu un traitement expérimental utilisant un
systeme CRISPR-Cas9. Malheureusement ce patient est décédé peu apreés le traitement, probablement en
raison d’une réponse immunitaire innée causée par la haute dose d’AAVr 2°%,
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OBJECTIFS

Le travail présenté s’inscrit dans le cadre des travaux du laboratoire des ‘Dystrophies musculaires
Progressives’ dirigé par Dr. Isabelle Richard. Les travaux de I'équipe portent sur le développement de
traitements innovants pour des dystrophies musculaires rares, pour lesquelles il n’existe pas de traitements
a ce jour. Plusieurs médicaments expérimentaux de thérapie génique ont été développés par I'équipe, dont
un qui est en essai clinique actuellement pour le traitement d’'une myopathie des ceintures liée a la
déficience en FKRP (LGMDR9).

Le projet présenté se focalise principalement sur I'étude des mécanismes physiopathologiques de la
myopathie de Duchenne, dont certains sont communs pour plusieurs dystrophies musculaires. En effet,
certains mécanismes pathologiques régissant plusieurs dystrophies musculaires sont encore mal élucidés.
Le but du projet présenté est d’identifier de nouvelles cibles thérapeutiques, en déchiffrant ces
mécanismes. Notre approche consiste a développer des thérapies combinées, associant a la fois la thérapie
génique visant a restaurer le gene déficient, a un traitement complémentaire des perturbations cellulaires
et métaboliques du muscle. Cette approche permettra d’'un coté de réduire la dose d’AAVr utilisée (en
réduisant donc les risques de toxicité et des réponse immunitaire) tout en améliorant I'effet thérapeutique
de la thérapie génique.

Récemment I'équipe a pu identifier une dérégulation du mécanisme du cholestérol dans la DMD. Plusieurs
indications lient la dérégulation du métabolisme du cholestérol a des défauts du systéeme endolysosomal.
Cela nous a mené a émettre I’"hypothése que des défauts du systéeme endolysosomal pourraient survenir
dans la DMD, et joueront potentiellement un réle important dans la pathogeneése de la dystrophie.

Le premier objectif de ce projet est de caractériser les défauts du systéme endolysosomal et leur lien avec
la perturbation du métabolisme du cholestérol. Le deuxieme objectif est le développement d’une thérapie
combinée, avec le transfert de la microdystrophine par un vecteur AAVr et la correction des troubles
métaboliques secondaires.

Objectif 1 : Caractériser les dérégulations du systéeme endolysosomal dans le muscle dystrophique, et
leur corrélation avec les défauts de métabolisme du cholestérol.

e Galectine-3 : un biomarqueur potentiel de dommages lysosomaux dans DMD

Une indication majeure pour I'implication d’une dysfonction lysosomale dans la DMD est la régulation a la
hausse importante du biomarqueur de dommages lysosomaux galectine-3 (LGALS3) dans le muscle DMD.
En effet, galectine-3 est un régulateur fondamental de la réponse au stress lysosomal °272°4 et un
biomarqueur de dommage lysosomal [°42%] Galectine-3 est fortement surexprimée dans le muscle
dystrophique 2 et son niveau d’expression corréle avec la sévérité du modéle animal de DMD et aussi
avec le niveau d’expression de la dystrophine 7, De plus, I'expression de galectine-3 est normalisée par
la restauration de I'expression de la dystrophine 2°®!, Galectine-3 est aussi associée avec I'inflammation
(2991 et sa régulation a la hausse dans la DMD pourrait étre attribuée a la réponse inflammatoire dans le
muscle 3%, Cependant, de nouvelles études ont suggéré une expression de galectine-3 dans les cellules
musculaires (plutot que les cellules immunitaires infiltrées), et un réle important de galectine-3 dans la

régénération musculaire 130302,
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Ces indications suggérent que galectine-3 pourrait étre un biomarqueur de dommages lysosomaux dans la
DMD. Pour répondre a ces questions, nous allons en premier temps étudier I'expression et la localisation
de galectine-3 dans le contexte de la DMD et d’autre dystrophies musculaires. Nous chercherons aussi a
caractériser les différents parameétres de la fonction lysosomale et de la réponse au stress lysosomal.

e Indices liant 'exces de cholestérol aux altérations lysosomales et aux dystrophies musculaires

De plus en plus d’études montrent que I'exces de lipides pourrait interférer avec les fonctions lysosomales,
y compris 'acidification 3%33%4 |e trafic 3%5-3%8] |e relargage des exosomes %! |'activité enzymatique 263,
I'autophagie 13083103131 ‘ot |’ctivation de la voie mTOR B4,

La maladie de Niemann Pick de type C (NPDC) est un exemple pertinent de maladie lysosomale causée par
un exces de cholestérol. NPDC1 est causée par des mutations et un dysfonctionnement du transporteur de
cholestérol lysosomal NPC1, et est caractérisée par une accumulation de cholestérol dans le lysosome 3%,
Cette maladie illustre bien le lien entre I'excés de cholestérol, les dysfonctions de l'autophagie et du
lysosome, et la survenue d’une cascade de mécanismes pathologiques.

En contraste, le mécanisme moléculaire liant la surcharge de cholestérol a la dégénération musculaire dans
DMD n’est pas encore compris. Quelques études antérieures ont montré que |'accumulation de cholestérol
musculaire dans les tubules T du sarcolemme et dans les structures de la triade peut avoir un effet négatif
sur le métabolisme musculaire B!, Ceci est d( & une réduction de I'efficacité du couplage excitation-
contraction du muscle et de I'endocytose du glucose (c'est-a-dire en provoquant une résistance a
I'insuline). Nous soupgonnons cependant qu'en outre (comme pour les maladies de stockage lysosomales),
I'excés de cholestérol pourrait s’accumuler dans le systéme endolysosomal et provoquer un
dysfonctionnement lysosomal.

Pour cela, nous chercherons a comprendre l'effet de la surcharge de cholestérol sur le phénotype
dystrophique, et particulierement sur le systeme endolysosomal dans le muscle.

Pour cela, des souris Dmd™ % et WT seront mises sous diéte lipidique riche en cholestérol pour étudier
ces mécanismes. En effet, il est bien connu que les patients DMD présentent certaines caractéristiques du
syndrome métabolique. Il est également bien connu qu’un régime alimentaire occidental (riches en
glucides, en graisses saturées et en cholestérol) peut aggraver le syndrome métabolique chez ’'Homme et
chez I'animal. Nous avons donc émis I’hypothése qu’un régime riche en graisses et en cholestérol pourrait
augmenter la teneur en cholestérol du muscle squelettique chez les souris saines et dystrophiques. Cela
nous permettra d’évaluer si 'augmentation de cholestérol dans le muscle pourrait aggraver la dystrophie
musculaire, et permettra aussi d’étudier I'effet de I'exces de cholestérol sur le systeme endolysosomal dans
le muscle.

Objectif 2 : Développer de nouvelles approches thérapeutiques combinées pour le traitement des
dystrophies musculaires.

Le second axe du projet se focalise sur le développement de nouvelles approches thérapeutiques pour la
myopathie de Duchenne.
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Lapproche thérapeutique la plus prometteuse actuellement pour le traitement de la DMD consiste a
délivrer une forme raccourcie mais fonctionnelle de la dystrophine (la microdystrophine) a I'aide d’un
vecteur AAVr. Bien que ces approches aient montré des résultats trés intéressants chez les animaux, les
résultats des études cliniques ont été plus mitigés. En effet, les hautes doses thérapeutiques utilisées dans
les études cliniques sont associées souvent avec de toxicités rénale, hépatique et de réponses immunitaires
séveres. |l est donc nécessaire de parvenir a réduire les doses de virus délivrées en clinique, tout en gardant
I'effet thérapeutique. Une approche étudiée consiste a développer de vecteurs AAVr modifiés ciblant
spécifiquement le muscle, et qui permettent d’avoir de réduire les doses de vecteurs administrées tout en
gardant des niveaux d’expression similaires du transgene. En revanche, notre approche consiste a associer
une dose suboptimale d’AAVr a un traitement complémentaire, afin d’améliorer 'effet de la thérapie
génique en corrigeant les altérations secondaires non corrigées par le transfert de la microdystrophine.

En premier temps, un systéme de criblage in vitro pour des molécules éliminant le cholestérol du muscle
serait développé. Ensuite, les molécules les plus prometteuses seront testées chez les souris DMD™>4¢,

seules et en combinaison avec un vecteur AAV dé
microdystrophine, a dose réduite (suboptimale).

ivrant la séquence codante d’une forme de
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RESULTATS

- Caractérisation des défauts des lysosomes et du métabolisme

du cholestérol dans le muscle dystrophique

La premiere étape du projet consistait a caractériser les défauts des lysosomes et du métabolisme de
cholestérol dans le muscle dystrophique. En premier temps, nous avons adapté I'essai de détection de la
perméabilisation de la membrane lysosomale par puncta de galectine-3 au muscle squelettique, ce qui
nous permet d’identifier précisément les dégats lysosomaux dans les dystrophies musculaires. Ensuite, des
souris Dmd™®*< et WT ont été mises sous diéte riche en cholestérol, le but de cette étude étant d’étudier
I'effet de 'accumulation du cholestérol sur le phénotype dystrophique, et sa corrélation avec les défauts
de la fonction lysosomale. Nous avons aussi évalué I'effet du transfert de la microdystrophine par AAVr sur
la restauration des différentes perturbations métaboliques chez les souris Dmd™®.

I-1 Caractérisation des défauts lysosomaux dans le muscle

I-1-1 L'essai de ‘puncta’ de galectine-3 (Galectin-3 Puncta Assay)

Les galectines sont des lectines qui se lient spécifiquement aux glucides Y7, Ces lectines sont présentes
dans le cytosol, le noyau et la MEC et sont transloquées a la membrane des endo-lysosomes endommagés
avant leur élimination par autophagie ?®°!. Plusieurs études se sont focalisées récemment sur la réponse
de stress lysosomal, dans laquelle la perméabilisation de la membrane lysosomale joue un réle central 38!,
Cependant, tres peu d’études se sont penchées sur I'étude des dommages des endo-lysosomes dans le
muscle.

Des myoblastes humains immortalisés ont été fixés, ou différenciés en myotubes élongés pendant 7 jours
puis fixés, et immunomarqués pour galectine-3 (LGALS3) (Figure 17). Un signal diffus de galectine-3 a été
observé chez les cellules contréles. Le traitement avec L-leucyl-L-leucine methyl ester (LLOMe), un agent
lysosomotrope qui induit des lésions membranaires spécifiques du lysosome B!, pendant 20 minutes, a
causé la formation de spots ou ‘puncta’ caractéristiques des lysosomes endommagés.

Cela indique que galectine-3 est exprimée dans les cellules myogéniques, et est recrutée spécifiquement
aux lysosomes endommageés, assurant ainsi un role primordial dans la réponse au stress lysosomal.
Limmunomarquage de galectine-3 pourrait donc étre appliqué pour détecter la perméabilisation de la
membrane lysosomale dans le muscle.
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Control LLOMe 20 min
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DAPI / LGALS3

Myotubes

Figure 17. ‘Galectin Puncta Assay’ dans une lignée cellulaire myogénique. Dans les myoblastes et myotubes,
I'immunomarquage de LGALS3 montre un signal diffus dans toute la cellule. Apreés traitement avec LLOMe, un agent
causant un dommage spécifique de la membrane lysosomale, le marquage change d’un aspect diffus a ponctué
indiquant des lésions de la membrane lysosomale.

I-1-2 La perméabilisation de la membrane lysosomale altére la fonction des protéases

lysosomales

Les lysosomes contiennent plus de 60 hydrolases lysosomales solubles B2 impliquées dans diverses
fonctions cellulaires vitales, dont la dégradation intracellulaire des protéines, le métabolisme énergétique
et les réponses immunitaires 2!, La cathepsine B (CTSB) existe sous deux formes, pro-CTSB (non mature)
et une forme activée ou mature. La maturation de CTSB nécessite I'environnement acide du lysosome.

Ici, nous avons traité des myoblastes et des myotubes avec LLOMe pendant 3 heures, causant une
perméabilisation de la membrane des lysosomes, puis nous avons évalué I'activité de CTSB. Pour cela les
cellules ont été incubées avec un substrat fluorescent de CTSB, ‘Magic Red’ (Figure 18). Ce substrat est
utilisé pour I'évaluation de I'activité intracellulaire de la CTSB, par la libération d’un fluorophore lors de son
clivage par la CTSB. Le traitement des cellules avec LLOMe a réduit significativement I'activité de la CTSB
dans les myoblastes et les myotubes (Figure 18a-c), quantifiée par imagerie fluorescente. En plus, un
western blot (WB) de la forme mature de CTSB dans des myotubes a montré une expression réduite apres

traitement par LLOMe.
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Cela indique que la perméabilisation de la membrane lysosomale cause une altération de la fonction de
CTSB, et une réduction de sa maturation. Cela pourrait étre d(i a une diminution de l'acidité du lysosome.
Ainsi, la détection des dommages de la membrane lysosomale pourrait indiquer aussi l'altération de
certaines fonctions assurées par le lysosome.
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Figure 18. La perméabilisation de la membrane du lysosome altére I'activité de la cathepsine B. a) Les myoblastes
ou les myotubes ont été traités avec LLOMe pendant 3h, puis incubés avec une solution de Magic Red — CTSB pour 30
min, avant d’étre fixés et imagés au microscope confocal. b-c) La fluorescence cellulaire totale corrigée pour au moins
60 cellules individuelles a été quantifiée pour chaque condition. d) Western blot montrant la forme mature de CTSB
dans des myotubes traités ou pas avec LLOME. (n=2). e) Quantifications des bandes du WB normalisées au signal de
GAPDH.

I-2 La surexpression de Galectin-3 dans DMD et d’autres dystrophies

musculaires correle avec des dommages du lysosome

La surexpression de galectine-3 au niveau d’ARNm a été répertoriée précédemment dans des modéles
animaux de la DMD [2%2%7  Cependant, aucune étude n’a corrélé cette surexpression a un
endommagement des lysosomes.

Pour commencer, I'expression de galectine-3 au niveau de 'ARNm et de protéines a été étudiée chez de
jeunes souris Dmd™>4¢ de 7 semaines. Une régulation a la hausse significative a été observée a la fois en
protéines et en ARNm dans les muscles gastrocnémien (GA) et tibial antérieur (TA) des souris dystrophiques
par rapport aux souris Wild-Type (WT) (Figure 19a-f). En plus, une augmentation significative de galectine-
3 a été détectée dans le sérum des souris Dmd™™“4 par rapport aux souris contrdles (quantification par
WB et par test ELISA) (Figure 19g-i).
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Figure 19. Galectine-3 est régulée a la hausse dans le muscle et le sérum de jeunes souris Dmd™-*". a & d) Western
Blot de LGALS3 dans les muscles tibial antérieur (TA) et gastrocnémien (GA) chez des souris Dmd™ < de 7 semaines
et des souris WT contréles (C57BL/6J) (n>4). b & e) Quantifications du signal des bandes de LGALS3, normalisées au
signal du marquage des protéines totales. c & f) Expression de LGALS3 chez les mémes souris déterminés par RT-gPCR
et normalisée au géne de ménage Rplp0 . g) Western blot de LGALS3 dans le sérum de souris Dmd™**% et de souris
WT. h) Quantification du signal des bandes normalisée au signal de protéines totales dans le sérum. i) Dosage par
ELISA de la forme murine de LGALS3 dans le sérum de souris Dmd™*“< et de souris WT.

Ensuite, nous avons effectué un immunomarquage de LGALS3 et de LAMP2 (protéine de la membrane
lysosomale) sur des coupes transversales du muscle TA (Figure 20). Ce marquage a montré une
colocalisation des puncta de galectine-3 avec LAMP2 a I'intérieur des fibres musculaires des souris Dmd™®*
4% de 7 semaines, indiquant un degré important de lésions de la membrane lysosomale dans les fibres du
muscle dystrophique. En plus, un élargissement et une augmentation du nombre des lysosomes sont
apercus par 'immunomarquage de LAMP2 dans le muscle des souris Dmd™“<, Cela est indicatif d’un
stress lysosomal, et d’'une accumulation de matériels non digérés dans le lumen du lysosome 38, En plus,
un marquage positif de LGALS3 et LAMP2 est observé a l'extérieur des fibres. Cela représente les cellules
immunitaires (surtout les macrophages) infiltrées dans le muscle dystrophique, et qui expriment fortement

galectine-3.
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Figure 20. Imnmunomarquage de LGALS3 et LAMP2 sur des coupes transversales de muscles TA chez des souris
Dmd™™*4% et WT. Les fléches en violet montrent les cellules immunitaires infiltrées dans le muscle et positives d
LGALS3. Les fleches blanches montrent les puncta de LGALS3+/LAMP2+ indiquant les lysosomes endommagés a
I'intérieur des fibres musculaires.

D’ailleurs, une comparaison des marquages de LGALS3 et CD11b (marqueur de macrophages) a été faite
sur des coupes transversales en série (Figure 21a). Les zones d’inflammation dans le muscle dystrophique
ont été marquées par LGALS3 et CD11b. Cependant, uniqguement I'immunomarquage avec LGALS3 était
positif a 'intérieur des fibres musculaires, montrant la spécificité de LGALS3 pour détecter les lysosomes
endommagés dans les fibres musculaires du muscle dystrophique.

Pour montrer davantage I'origine myogénique de galectine-3 dans le muscle dystrophique, des myoblastes
ont été isolés du muscle flexor digitorum brevis (FDB) de souris WT et souris Dmd™>*% de 7 semaines, et
cultivés pendant 6 jours dans un milieu de croissance, avant d’étre fixés et immunomarqués pour LAMP2
et LGALS3 (Figure 21b). Une augmentation et un élargissement des vésicules LAMP2 sont claires dans les
myoblastes DMD par rapport aux cellules contréles. Aussi, des spots de galectine-3 colocalisés avec LAMP2
sont observés dans les myoblastes DMD, alors qu’aucun signal n’a été détecté dans les myoblastes WT.

La détection d’un stress lysosomal dans des myoblastes DMD montre que la perturbation du systéme
endolysosomal pourrait étre un évenement précoce dans la pathogenese de la DMD, et confirme que la
régulation a la hausse de galectine-3 dans le muscle DMD est en partie d’origine myogénique.
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Figure 21. La surexpression de galectine-3 dans le muscle DMD est attribuée en partie aux fibres musculaires. a)
Coupes transversales en série du muscle TA de souris Dmd™**% immunomarquées pour LGALS3, LAMP2 (lysosome),
LAMININ (membrane) et CD11b (macrophages). b) Immunomarquage de LAMP2 et LGALS3 sur des myoblastes
primaires isolés du muscle flexor digitorum brevis de souris Dmd™ <" et contréles (C57BL/6J) de 7 semaines.
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Ensuite, nous avons validé I'essai des puncta de galectine-3 sur un autre modele animal de la DMD : le
GRMD (Golden Retriever Muscle Dystrophy) (Figure 22). Les muscles des chiens DMD ont montré
effectivement des spots de galectine-3 dans les fibres musculaires, qui colocalisait avec LAMP2, indiquant
un élargissement de lysosomes endommagés.

Limmunomarquage LAMP2/LGALS3 a été également fait sur des biopsies de muscles de patients DMD de
2 ans et de 3 ans et demi (Figure 23). Les Iésions des lysosomes ont été détectées chez les deux patients,
avec une sélectivité d’atteinte pour certaines fibres, ce qui corrélait avec I'atteinte musculaire observée en
marquage H&E.

LGALS3 DAPI / LAMP2 / LGALS3

WT Tibialis cranialis (6M)
cranialis (6M)

GRMD ‘Furtif Tibialis

GRMD ‘Fetard’ Tibialis
cranialis (6M)

Figure 22. ‘Galectin Puncta Assay’ sur des coupes de muscles de tibialis cranialis de chiens DMD (Golden Retriever
Muscle Dystrophy ‘GRMD’) et d’un chien sain de 6 mois.
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Figure 23.” Galectin Puncta Assay’ et marquage H&E sur des biopsies de muscles de patients DMD et de patients
sains du méme dge.

Nous voulions vérifier si les dégats lysosomaux sont spécifiques a la DMD ou sont-ils un mécanisme
commun a plusieurs dystrophies musculaires. Pour cela, I'immunomarquage LGALS3/LAMP2 a été fait sur
des biopsies musculaires d’un patient atteint d’'une forme de dystrophie des ceintures, la gamma-
sarcoglycanopathie (LGMDRS5) (Figure 24a). Certaines fibres présentaient effectivement des spots de
LGALS3 indiquant des dégats lysosomaux. Toutefois, il semblait qu’il y en a moins de fibres atteintes que
chez les patients DMD, ce qui corrélait bien avec la sévérité du phénotype dystrophique évalué en
marquage H&E.

En plus, des coupes musculaires de jeunes patients de la maladie de Pompe ont servi comme contréle
positif. Cette maladie est une maladie de stockage lysosomale affectant plusieurs tissus dont le muscle
squelettique, et est caractérisée par une accumulation de glycogéne dans les lysosomes, ce qui cause une
dérégulation du métabolisme des lysosomes. Effectivement, I'immunomarquage avec LGALS3/LAMP2 a
montré un degré trés important d’atteinte lysosomale, affectant presque toutes les fibres musculaires, et
corrélant avec le degré de la sévérité de la myopathie évalué en marquage HE (désorganisation complete
du muscle et accumulation du tissu cicatriciel).
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Figure 24. ‘Galectin Puncta Assay’ et marquages H&E sur des biopsies musculaires d’un patient d’une dystrophie
des ceintures (Gamma-Sarcoglycanopathie ou LGMDR5) et d’un patient de la maladie de Pompe.

I-3 Systémes de controle de qualité des lysosomes

Les dommages des lysosomes causent |'activation des voies de controle de qualité des lysosomes. En effet,
les lysosomes assurent des fonctions vitales dans la cellule. Pour cela, différentes voies moléculaires
assurent la réparation, le remplacement et I’élimination des lysosomes endommagées 3?2, Une des
premiéres voies décrites et les plus importantes est celle médiée par le facteur de transcription TFEB

323324 En conditions physiologiques ou riches en nutriments, ce facteur de

(Transcription Factor EB)
transcription est phosphorylé et est retenu dans le cytosol sur la membrane des lysosomes (de facon
dépendante de MTORC1). Lors de conditions dépourvues en nutriments ou de dégats importants du
lysosome, TFEB est déphosphorylé et transloqué dans le noyau, ou il pourra activer la transcription de

génes impliqués dans l'autophagie et la biogénese lysosomale, dont les protéases et les protéines de la
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membrane du lysosome. Il est intéressant a noter que TFEB est hautement exprimé dans le muscle
squelettique 2%, soulignant I'importance de la biogenése lysosomale et I'autophagie pour le maintien de
|’'homéostasie tissulaire du muscle.

I1-3-1 Voie TFEB de biogenése lysosomale

Premiérement, nous avons voulu évaluer I'état d’activation de la biogenése lysosomale dans la DMD. Pour
cela, un immunomarquage de TFEB a été effectué sur des coupes transversales de muscles de souris
Dmd™**% et WT de 7 semaines (Figure 25a). Une localisation spécifique de TFEB dans le noyau a été
détectée dans le muscle des souris Dmd™®“< contre un signal plus diffus dans la fibre musculaire chez les
souris contrOles. Cette localisation nucléaire de TFEB est particulierement évidente dans les fibres
centronuclées (régénératrices). Une analyse de la colocalisation entre TFEB et le DAPI (noyau) a permis de
mettre en évidence la translocation de TFEB dans le noyau chez les souris Dmd™®“< par rapport aux souris
controles (Figure 25c).

En plus, 'immunomarquage de TFEB sur des myoblastes isolés des mémes souris a montré une localisation
spécifique de TFEB dans le noyau (Figure 25b).

Aucune différence significative n’a été détectée entre les souris Dmd™**% et contrdles au niveau de
I'expression protéique de TFEB dans le muscle (Figure 25d-e). En revanche, une sous-régulation des
transcrits de Tfeb a été apercue chez les souris Dmd™>*< (Figure 25f). Cette sous-régulation pourrait étre
due a une boucle de rétroaction exercée par TFEB lui-méme.

Ces résultats montrent que TFEB semble étre activé dans le muscle dystrophique, mais aussi dans des
myoblastes DMD. Il est toutefois intéressant de noter que l'activation de TFEB pourrait varier entre les
différents types de fibres, et aussi entre les fibres en cours de dégénération et les fibres régénératrices.
Ainsi une étude plus profonde est nécessaire pour mieux comprendre les mécanismes de |'activation de la
biogénése lysosomale dans le muscle dystrophique.

67



a) DAPI TFEB Overlay d)
v} C57BL/6) Dmdmdx-4cv
>
o
5 e TFEB
— - o — ~60 kDa
—--—-——- GAPDH
~37 kDa
3
i Total
5 7 protein
& 4
b) DAPI TFEB Overlay c) e) f)
2 TFEB translocation TFEB protein expression (TA) Tfeb mRNA expression (TA)
3 ns %%k
* %
E 0.3 0.015 0.04
[} =]
~ a
@ g 5 I $ 0.03
N 3 S are 3
S e E H g
E _§ E 2 0.02
k3 =3 u>:
@ B B 2
3 i 2 £ 0.01
= = e
g
é: 0.000
: &
"
a & & S

Figure 25. Activation de la voie TFEB dans le muscle des souris Dmd™®*%, a-b) Inmunomarquage de TFEB sur des
coupes de muscles de souris Dmd™**% et de souris contréles de 7 semaines et sur des myoblastes isolés des mémes
souris. ¢) Quantification du signal TFEB colocalisé avec le DAPI dans au moins 4 images de 4 souris différentes. d)
Western blot de TFEB dans le muscle TA des souris Dmd™®*< et contréles. e) Quantification des bandes de TFEB
normalisée avec GAPDH (n24) f) Expression de Tfeb chez les mémes souris évaluée par RT-qPCR.

Nous avons voulu ensuite étudier les différents protéines lysosomales contrélées par TFEB. Une
augmentation significative de LAMP2 a été détectée en western blot (Figure 26a-b), ce qui corrélait avec
ce qui a été apercu par immunofluorescence. Une surrégulation au niveau transcriptionnel de Lamp2 a
aussi été détecté (Figure 26c¢), ainsi qu’une surrégulation d’autres genes impliqués dans lactivité
protéolytique du lysosome comme cathepsine D (Ctsd), et dans l'acidification du lumen lysosomal
(Atp6v1h) (Figure 26c¢).

Cela indique que I'activation et la translocation de TFEB dans le muscle dystrophique active la transcription
de plusieurs génes du métabolisme lysosomal, dont les protéines de la membrane, les pompes a protons
nécessaires pour l'acidification du lumen et les protéases nécessaires pour l'activité dégradative du
lysosome.
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Figure 26. Expression de protéines et génes lysosomaux. a) Western blot de LAMP2 sur le muscle TA des souris
Dmd™¥4% et de souris WT de 7 semaines. b) Quantification des bandes du western blot (n=6). ¢) RT-qPCR de 3 génes
de la voie de biogenése lysosomale.

La surexpression des cathepsines dans le muscle dystrophique a été déja montrée 1*%%, mais la cause de
cette surrégulation était encore mal élucidée. Il est possible que cette surrégulation soit donc secondaire
a un stress lysosomal significatif activant la voie TFEB.

La cathepsine B (CTSB) est I'une des cathepsines les plus surexprimées chez les souris Dmd™*" (Figure
27b). Dans le muscle TA de souris WT, CTSB colocalisait avec le marqueur lysosomal LAMP2 et présentait
une distribution ponctuée dans les fibres musculaires (Figure 27a). En revanche, chez les souris Dmd™®-4¢,
le co-immunomarquage de LAMP2 et CTSB a montré une distribution diffusée de CTSB dans tout le cytosol
et non pas uniquement dans les lysosomes, indiquant possiblement une fuite des protéases du lumen du
lysosome.

Ainsi, l'activation de la biogenese lysosomale pourrait étre a l'origine de la surrégulation des protéases
lysosomales comme les cathepsines. Cependant, 'endommagement significatif des lysosomes et la
perméabilisation de la membrane causerait une fuite de ces enzymes dans le muscle, ce qui pourrait altérer
la fonction de certaines cathepsines et causer des dérégulations métaboliques cellulaires.
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Figure 27. Surrégulation de cathepsine B dans le muscle des souris Dmd™**%, a) Inmunomarquage de cathepsine
B (CTSB) et LAMP2 dans le muscle TA des souris Dmd™®-*% et WT. b) RT-qgPCR de Ctsb dans le méme muscle.

I1-3-2 Elimination des lysosomes endommagés : lysophagie

Bien que les lysosomes nouvellement synthétisés soient censés compenser l'activité de dégradation
perdue, les lysosomes endommagés doivent encore étre retirés pour éviter d'autres dommages causés par
la fuite des cathepsines. Un des mécanismes assurant cela est I'autophagie sélective des lysosomes, aussi
appelée ‘lysophagie’. Les lysosomes endommagés sont ainsi sélectivement capturés par les
autophagosomes pour étre dégradés par d’autres lysosomes intacts.

Pour évaluer la lysophagie dans le muscle dystrophique, nous avons réalisé un co-immunomarquage de
LAMP2, LGALS3 et LC3B (qui est un marqueur d’autophagosomes) dans le muscle TA de souris Dmd™®-4¢
et contréles (Figure 28). Une colocalisation des 3 protéines a été observée chez les souris dystrophiques.
Ces spots positives pour LAMP2, LC3B et LGALS3 représenteraient des lysosomes élargis et séquestrés par
des doubles membranes, qui sont des structures typiques des autophagosomes.
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Figure 28. Co-immunomarquage de LC3B, LGALS3 et LAMP2 dans le muscle TA de souris Dmd™™*% et WT de 7
semaines.

La dérégulation de I'autophagie est connue dans la DMD, avec une accumulation d’organelles endommagés
(151 Un marqueur de lefficacité de dégradation lysoosmale est I’expression de SQSTM1 (aussi appelée
p62). Cette protéine est incorporée dans les autophagosomes et est efficacement dégradée en conditions
normales. Nous avons évalué I'expression de SQSTM1 dans deux muscles différents de souris Dmd™**¢ et
WT (Figure 29). Une augmentation significative de SQSTM1 a été détectée dans le diaphragme (muscle a
dominance de fibres rapides oxydatives de type lla) et le TA (muscle a dominance de fibres rapides
glycolytiques de type llb) par rapport aux souris WT. Cela indique une diminution de la capacité de
dégradation de la machine d’autophagie.

Bien que les défauts d’autophagie dans la DMD soient connus depuis un moment, ceux-la ont été attribués
principalement a une hyperactivation de la voie mTOR %, ’identification des dégats lysosomaux pourrait
aussi expliquer en partie le blocage de I'autophagie et la séquestration des organelles endommagés dans
le muscle dystrophique. Cela permettra de mieux comprendre l'origine des défauts d’autophagie dans les
dystrophies musculaires, et concevoir de nouvelles approches thérapeutiques ciblant ces défauts.
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Figure 29. Défaut du flux autophagique dans le muscle TA et le diaphragme des souris Dmd™**%, a-b) WB de
SQSTM1 dans le TA et le diaphragme de souris Dmd™ ™4 et WT (n=6), et quantification des bandes des WB.

I-3-3 Réparation de la membrane lysosomale : voie ESCRT

En plus de I'élimination et du remplacement des lysosomes endommaggés, il existe des voies de réparations
pour bloquer les fuites lysosomales aigués. Lune des voies de réparation majeure est médiée par le
complexe ESCRT (endosomal sorting complex required for transport) 32°. Lors de la perméabilisation de la
membrane lysosomale, plusieurs sous-unités du complexe ESCRT sont recrutées a la membrane de facon
dépendante du Ca%. Une des sous-unités recrutées a la membrane est CHMP4B, qui est utilisée aussi
comme marqueur de lésions lysosomales aigues 22,

Nous avons effectué un co-immunomarquage de LAMP2 et CHMP4B sur des coupes transversales du
muscle TA de souris Dmd™®“¢, Une colocalisation plus significative de LAMP2 et CHMP4B a été détectée
chez les souris Dmd™**% par rapport aux contréles WT (Figure 30a-b). Cependant, il n’y avait pas de
différence significative au niveau de l'expression protéique entre les souris dystrophiques et les souris
contrébles. En effet, CHMP4B et les protéines du complexe ESCRT sont impliquées aussi dans la formation
des corps multivésiculaires (MVB) et le tri des protéines de cargaison endosomales. Ainsi, il est attendu de
ne pas avoir une différence en termes d’expression a la suite des dommages lysosomaux, mais plutot un
recrutement aux lysosomes endommagés des protéines du complexe.
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Cela montre qu’il y a un recrutement du complexe ESCRT aux lysosomes endommageés pour activer la voie
de réparation de la membrane. Cependant, le degré d’activation et I'importance de cette voie dans le
muscle dystrophique reste a déterminer.
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Figure 30. Activation de la voie de réparation lysosomale ESCRT. a) Co-immunomarquage de LAMP2 et CHMPA4B sur
des coupes transversales de muscle TA chez les souris Dmd™®“*< et WT. b) Quantification du signal de CHMP4B
colocalisé avec LAMP2 (n=4). c) Western blot de CHMP4B dans le muscle TA des souris Dmd™®*% et WT. d)
Quantification des bandes du western blot normalisée au signal de GAPDH.

I-4 Perturbations du métabolisme du cholestérol et son lien avec les défauts
lysosomaux

I1-4-1 Accumulation de cholestérol dans le muscle DMD

Nous avons montré précédemment I'accumulation de cholestérol dans le muscle des patients DMD et des
souris Dmd™® [17°], Cette accumulation de cholestérol dans le muscle est significative surtout a un stade
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précoce de la maladie. Le marquage avec le filipin, fluorophore qui se lie au cholestérol libre, a montré une
accumulation de cholestérol dans le muscle de jeunes patients DMD de 2 ans, et aussi chez des jeunes
souris Dmd™®“< par rapport aux controles WT (Figure 31a). Une étude de lipidomique dans le muscle GA
de jeunes souris Dmd™#% a confirmé I'accumulation de cholestérol observée avec le marquage filipin
(Figure 31b). En effet, des élévations de cholestérol, des esters de cholestérol et de sphingomyéline ont
été détectées par rapport aux souris WT. Les souris Dmd™**< pourrait donc servir comme modéle pour
I’étude de la dérégulation du cholestérol dans la DMD.

Il faut noter que le filipin ne détecte que le cholestérol libre, et ne permettra pas donc d’évaluer
I'accumulation importante des esters de cholestérol dans le muscle dystrophique.

Une accumulation de cholestérol libre a été aussi observée dans des myotubes différenciés a partir de
cellules iPS de patients DMD et de contréle sain. Ces observations supportent davantage I’hypothese que
les dérégulations du cholestérol sont un évenement précoce dans la physiopathologie de la DMD (Figure
32).
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Figure 31. Accumulation de cholestérol dans le muscle DMD. a) Marquage au filipin (cholestérol libre) de biopsies
musculaires d’un patient DMD et d’un patientt sain et de muscle GA de souris Dmd™®**% et WT de 7 semaines (Syto13
= noyaux). b) Analyses de lipidomique du muscle GA de souris Dmd™**< et de contréles WT (n=4) de 7 semaines. c)
Représentation des lipides les plus dérégulés dans le muscle des souris Dmd™4%, Abréviations : CE = Cholesterol
Esters ; CL = Cardiolopin ; Cer = Ceramide ; Chol = Cholesterol ; DAG = Diacyglycerol ; HexCer = hexosylceramide ; LPA
= lyso-phosphotidate ; LPC = lyso-Phosphotidylcholine; LPE = lyso-Phosphotidylethanolamine; LPE O- = lyso-
Phosphotidylethanolamine (-ether); LPG = lyso-Phosphatidylglycerol ; LPI = lyso-Phosphatidylinositol ; LPS = lyso-
Phosphatidylserine ; PA = Phosphatidate ; PC = Phosphatidylcholine ; PC O- = Phosphatidyicholine (-ether),; PE =
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Phosphatidylethanolamine ; PE O- = Phosphatidylethanolamine (-ether); PG = Phosphatidylglycerol; Pl =
Phosphatidylinositol ; PS = Phosphatidylserine ; SM = Phosphatidylserine ; TAG = Triacylglycerol.

Filipin / Syto13

WT MyoT

DMD MyoT

Figure 32. Accumulation de cholestérol libre dans des myotubes dérivés de cellules iPS de patient DMD.

Nous avons précédemment montré que I'accumulation du cholestérol dans le muscle dystrophique est
corrélée avec une activation de la voie SREBP (Sterol regulatory element binding proteins) 79, La
translocation de SREBP dans le noyau active la transcription de génes encodant pour des enzymes
impliquées dans la biosynthése endogéne de cholestérol, comme HMGCR (3-Hydroxy-3-Methylglutaryl-
CoA Reductase), ainsi que des récepteurs cellulaires du cholestérol, comme LDLR (low density lipoprotein
receptor).

Les voies de régulation du cholestérol constituent un réseau complexe et étroitement contrélé. En effet,
I’'hnoméostasie de cholestérol dépend de plusieurs mécanismes endogénes, cellulaires et moléculaires, mais
aussi de I'apport exogene en cholestérol. Par exemple, la voie SREBP est activée lors d’un besoin cellulaire
en cholestérol, et permet la synthése de cholestérol et I'absorption du LDL-cholestérol (Figure 34). Lors
d’un excés cellulaire en cholestérol, la voie de transport inverse du cholestérol, médiée par le facteur de
transcription LXR, est activée ; et permet la sortie du cholestérol des tissus périphériques ). Dans la
cellule, le trafic intracellulaire du cholestérol est médié par plusieurs récepteurs et transporteurs de lipides,
dont les transporteurs lysosomaux de Niemann Pick NPC1 et NPC2 (Figure 33).

Pour essayer de mieux comprendre la dérégulation du cholestérol dans le muscle dystrophique, nous avons
regardé l'expression des genes principaux impliqués dans le métabolisme et le trafic du cholestérol, dans
le muscle de patients DMD et d’animaux modéles (souris Dmd™® et chien GRMD) (Figure 33). Une
surexpression des génes de la voie SREBP est significative, comme attendu. Une surrégulation des genes
impliqués dans le transport inverse du cholestérol est également observée dans le muscle DMD. Cette
activation de la voie LXR est probablement due a lI'accumulation du cholestérol dans le muscle, et
permettra de compenser en partie pour l'excés de cholestérol musculaire.
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En se focalisant sur le trafic intracellulaire du cholestérol, uniquement le transporteur NPC2, situé dans le
lumen du lysosome, était régulé a la hausse, mais pas le transporteur membranaire NPC1. En effet, le
cholestérol libre, une fois arrivé dans le lysosome, se lie a NPC2 d’abord, avant d’étre transporté a NPC1 a
la limite de la membrane lysosomal (Figure 34). Donc une surexpression de NPC2 pourrait étre pour contrer
I'excés de cholestérol dans le lumen du lysosome. Cependant, le fait que NPC1 n’est pas aussi régulé a la
hausse, suggére que le cholestérol ne sort pas de facon efficace du lysosome. Et de facon intéressante,
I'expression transgénique de NPC1 chez des souris Dmd™ a déja montré une amélioration du phénotype
dystrophique 328,

En plus, 'accumulation du cholestérol dans le lysosome pourrait aussi avoir des effets sur la voie SREBP. En
effet, la rétention du cholestérol dans le lysosome perturberait le retour d’information (feedback) cellulaire
sur le niveau de cholestérol. Le cholestérol n’arrivera pas ainsi dans le RE, et le complexe Scap/SREBP ne
sera pas retenu dans le RE en cas d’excés de cholestérol, mais se transloquera donc dans le noyau ou il
activera les génes impliqués dans la synthése et I'absorption du cholestérol (Figure 35).

Ces données et ces indications nous ont laissé émettre I’hypothése que I'accumulation du cholestérol dans
le muscle dystrophique pourrait étre localisée surtout dans le compartiment endolysosomal.

MRNA expression of Cholesterol
involved genes
NPCA1 Lysosomal cholesterol
transport
padj = 1,63E-10
NPC2 padj=7,51E-04
padj = 1,80E-09 —
pad] = 2,75E-06
APOE padj = 1,13E-03
padj = 2,78E-27
s Targets of LXR: cholesterol
padj = 6, -07 L
o ABCA1 pacj = 8,04E-04 reverse transport (or
g padj = 1,10-03 cholesterol efflux)
() padj = 1,80E-03
ABCG1
padj = 8,15E-17 )
padj = 1,08E-06 i
SQLE
padj = 1,83E-04 Targets of SREBP:
padj = 5,16E-03 cholesterol biosynthesis +
LDLR e 1 2302 cellular uptake of
o cholesterol
padj = 6,39E-04
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padj = 1,81E-06 —
I ‘ T ] - mdx-5Weeks
0 2 4 6
I crvD-6Months
FC vs Healthy Control
- DMD<7Years

Figure 33. Données transcriptomiques de génes impliqués dans le métabolisme du cholestérol, chez des patients
DMD et de modeéles animaux. Le fold change par rapport aux contréles sains est représenté, ainsi que la p-value
corrigée.
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Figure 34. Trafic intracellulaire du LDL-cholestérol. 1) Le LDL-cholestérol se lie au récepteur au LDL (LDLR) et pénétre
dans la cellule par une endocytose médiée par les fosses de clathrine. 2) Le LDL-cholestérol est transformé en
cholestérol libre par la lipase lysosomale (LAL). 3) Le cholestérol libre se lie a NPC2 a l'intérieur du lysosome. 4) Le
cholestérol est ensuite transféré a NPC1 sur la membrane lysosomale et est délivré aux autres compartiments
cellulaires (membrane plasmique, RE). 5) La surcharge de cholestérol dans le RE retient le complexe Scap/SREBP dans
le RE. SREBP n’est pas clivé dans I'appareil de Golgi et ne peut pas activer la transcription des génes LDLR et HMGCR
(causant une diminution de I'absorption et de la biosynthése de cholestérol). 6) L'exces de cholestérol dans le RE est
estérifié par ACAT puis transféré pour former les gouttelettes lipidiques. Abbreviations: LDL = Low-Density Lipoprotein;
LAL = Lysosomal Acid Lipase ; LDLR = LDL-Receptor ; NPC1/2 = Niemann-Pick C1/2 ; LEL = Late-Endosome / Lysosome.
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Figure 35. Effets de I'accumulation de cholestérol dans le lysosome sur les voies de régulation du cholestérol.
L'accumulation du cholestérol dans le lysosome empécherait le trafic intracellulaire du cholestérol. Le complexe
Scap/SREBP se détachera (pas de rétrocontréle par le cholestérol dans le RE) et SREBP est transloqué dans le noyau
ou il activera la voie d’absorption et de synthése de cholestérol.

1-4-2 Accumulation de cholestérol dans les lysosomes de myotubes DMD

Pour vérifier si le cholestérol est accumulé spécifiguement dans les lysosomes de cellules DMD, nous avons
traité des myotubes dérivés d’iPSC de patients DMD et contréle sain avec un analogue fluorescent de
cholestérol (NBD-cholestérol) et une sonde fluorescente marquant les lysosomes (LysoTracker Red DND)
(Figure 36a). Les cellules ont été ensuite fixées et des images sont acquises par microscopie confocale. Une
guantification de la colocalisation a montré une accumulation spécifique du cholestérol dans les lysosomes
des myotubes DMD par rapport aux cellules controles (Figure 36b-c). Cela corrélait notamment avec une
augmentation du nombre et de la taille des lysosomes dans les myotubes DMD, indiquant un stress
lysosomal (Figure 37).
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Figure 36. Le cholestérol s’accumule spécifiquement dans les lysosomes de myotubes dérivés d’iPSC de patient
DMD. a) Des cellules iPS de patients DMD et contréle ont été différenciées en myotubes, et chargées avec un analogue
fluorescent de cholestérol et une sonde Lysotracker. b) Images prises au microscope confocal montrant la
colocalisation du NBD-cholestérol et du LysoTracker. ¢) Quantification du signal fluorescent de NBD-cholestérol
colocalisé avec le signal du Lysotracker.
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Figure 37. Elargissement des lysosomes dans des myotubes DMD dérivés de cellules iPS.
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I-4-3 Une diéte riche en cholestérol exacerbe le phénotype dystrophique chez des souris
Dmd™*-4¢v et augmente les dégats lysosomaux

Pour mieux comprendre I'effet du cholestérol sur la pathogenese de la DMD, et son lien avec les Iésions
des lysosomes, nous avons mis de jeunes souris WT et Dmd™ 4% sous diéte lipidique riche en cholestérol
ou sous diete normale, pendant 4 semaines (Figure 38). Tout d’abord, nous avons vérifié que la diéte a bien
eu un effet sur les souris. Pour cela, un marquage des lipides a été fait sur le foie. Effectivement, une grande
accumulation de lipides a été observée chez les souris WT et Dmd™**% sous diéte riche en lipides (Figure
38c).
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Figure 38. Une diéte riche en lipides et en cholestérol cause une accumulation de lipides dans le foie de souris WT
et Dmd™**%, a) Schéma expérimental : des souris WT et Dmd™®“% de 3 semaines ont été mises sous diéte normale
ou diéte riche en lipides et en cholestérol. b) Une diéte riche en lipides a été utilisée (~36% de gras) et supplémentée
avec 5% de cholestérol. c) Coupes transversales de foies colorées en Oil Red O marquant les lipides non polaires.

Ensuite, nous avons évalué la fibrose dans le diaphragme et le GA, les deux muscles les plus atteints chez
les souris Dmd™#%, par marquage au rouge Sirius (Figure 39). La quantification de la surface positive au
rouge Sirius a montré une augmentation significative de la fibrose chez les souris Dmd™*“< sous diéte
riche en cholestérol par rapport aux souris dystrophiques sous diéte normale. Cela indique que I'exces de
cholestérol apporté par I'alimentation pourrait contribuer a I'exacerbation du phénotype dystrophique.
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Figure 39. La diéte riche en cholestérol augmente la fibrose dans le GA et le diaphragme des souris Dmd™®*%, a-c)

Marquage au rouge Sirius de coupes transversales de diaphragme et de GA. b-d) Quantification de la fibrose a partir
du marquage RS.

Une quantification du cholestérol dans le muscle GA a été ensuite faite (Figure 40c). Les souris Dmdm®4¢v
avaient une charge de cholestérol libre supérieure aux souris WT, comme attendu. Il est intéressant a noter
gue cette charge en cholestérol augmentait chez les souris WT sous diete riche en cholestérol, signifiant
une accumulation de cholestérol musculaire méme chez les souris WT. Cependant, un co-marquage de
filipin (cholestérol libre) et LAMP2 (lysosome) a montré une localisation importante du cholestérol dans
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les lysosomes chez les souris Dmd™®“% mais pas chez les WT, ce qui a été confirmé par une analyse de
colocalisation (Figure 40a-d). En effet, la diéte riche en cholestérol cause une augmentation de la charge
musculaire en cholestérol chez les souris saines et dystrophiques, mais le cholestérol semble s’accumuler
spécifiquement dans les lysosomes dans le muscle des souris Dmdm™®-4¢,
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Figure 40. Le cholestérol est accumulé dans les lysosomes dans le muscle GA des souris Dmd™*-*%, a) Co-marquage
de filipin (cholestérol libre) et LAMP2 (lysosome) sur des coupes transversales du muscle GA. b) Quantification du
signal du filipin sur des coupes de souris différentes. c) Quantification du cholestérol libre dans les extraits lipidiques
du muscle GA. d) Analyses du signal de filipin colocalisé avec le signal de LAMP2.

Ensuite, nous voulions évaluer l'effet de la diéte riche en cholestérol sur la perméabilisation de la
membrane lysosomale. Lessai des puncta de galectine-3 a montré, comme attendu, des spots
LAMP2+/LGALS3+ chez les souris Dmd™“%, qui corrélaient avec une augmentation de I'expression de
galectine-3 au niveau des protéines et de ’ARNm par rapport aux controles WT (Figure 41). De facon
intéressante, une augmentation des spots LAMP2+/LGALS3+ était claire chez les souris Dmd™®*% sous
diéte riche en cholestérol par rapport a celles sous diéte normale. Aussi, une augmentation significative de
galectine-3 au niveau de ’ARNm et de protéine est apercue avec la diéte riche en cholestérol chez les souris
dystrophiques. En plus, il est intéressant a noter que des petits spots LAMP2+/LGALS3+ ont été aussi
détectés chez les souris WT sous diete riche en cholestérol, bien que ceux-la sont nettement moins
importants que ceux caractéristiques du muscle dystrophique. Cependant, aucune élévation significative
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de galectine-3 au niveau protéique ou de I'’ARNm est observée chez les souris WT sous diete riche en
cholestérol, suggérant que les dégats lysosomaux seront assez limités.

Ces données indiquent que I'exces de cholestérol pourrait étre en cause des dégats lysosomaux dans le
muscle. Cela est d’autant plus marquant dans le muscle dystrophique, ou les dégats lysosomaux sont déja
importants, et sont exacerbés par I'excés de cholestérol.

Il est donc clair que I'accumulation de cholestérol et d’autres lipides dans le muscle dystrophique est
corrélée avec une perturbation du systéme endolysosomal, notamment a travers une perméabilisation de
la membrane lysosomale. Cependant, il reste a déterminer quel événement est précoce a l'autre. En effet,
I'accumulation du cholestérol et d’autres lipides dans le compartiment lysosomal pourrait étre indicatif
d’'une altération de la dégradation et du transport des lipides, a la suite d’un défaut du systeme
endolysosomal. Aussi, la perméabilisation de la membrane lysosomale et le relargage de cathepsine B dans
le cytosol pourrait étre secondaire a un excés de cholestérol, déclenchant une cascade pathologique et une
lipotoxicité.

Pourtant, le degré des dégats lysosomaux observés chez des souris Dmd™<*® et d’autres modéles
animaux dystrophiques, dont les apports alimentaires ne contiennent pas de grandes quantités de lipides,
laisse suggérer que les perturbations du systéme endolysosomal peuvent étre précoces, et seront la cause
d’une altération du métabolisme des lipides par perturbation des voies de trafic lipidique intracellulaires.
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Figure 41. La diéte riche en cholestérol augmente les dégdts lysosomaux. a) Co-immunomarquage de LAMP2 et
LGALS3 sur des coupes transversales de muscle TA. b) Expression de Lgals3 dans le muscle GA. c¢) Quantification de
LGALS3 par western blot. d) Western blot de LGALS3 dans le muscle GA.

I-5 Ueffet du transfert de gene sur la restauration des dérégulations du

métabolisme du cholestérol et du systeme endolysosomal
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Lapproche thérapeutique la plus prometteuse pour le traitement de la DMD actuellement est la
restauration d’une forme raccourcie fonctionnelle de la dystrophine, en délivrant par vecteur AAVr une
séquence codante pour la microdystrophine. Cette approche avait montré de trés bons résultats dans les
modeles animaux, avec une amélioration de la force musculaire et de différents parameétres dystrophiques.
Cependant, les résultats chez les patients étaient moins impressionnants, ce qui pourrait indiquer que la
microdystrophine ne permettrait pas la réversion de tous les mécanismes pathologiques de la DMD.

Ici, nous voulions évaluer I'effet de la microdystrophine sur les dérégulations identifiées du cholestérol et
du systéme endolysosomal. Pour cela, des souris Dmd™ ont été injectées par un vecteur viral AAV9
encapsidant une séquence codante de la microdystrophine sous le contréle d’'un promoteur musculaire
(spc5.12). Deux doses de vecteurs ont été utilisées, une dose suboptimale (/low) et une dose plus haute
(high) connue d’étre efficace dans ce modeéle 329,

D49 Escape test
D-39 Grip test{

6 weeks old mice i
‘ ‘ Harvest: Serum, Muscles
— J l l & Tissues
DO D49
b-1 D21 Serum before Sacrifice
serum serum

Grip/Escape (~12 weeks old)

I S A

C57BL/10J physiological serum WT + Phy Ser
DMD™d physiological serum 6 mdx + Phy Ser
DMD™dx AAV-udys 5E12 vg/kg 6 mdx + AAV-udys low
DMD™dx AAV-udys 3E13 vg/kg 6 mdx + AAV-udys high

Figure 42. Thérapie génique par AAV-microdystrophine chez des souris Dmd™®. Des souris mdles de 6 semaines ont
été incluses dans I'étude. Deux doses de vecteurs AAV9r encodant la séquence codante pour la microdystrophine sous
le contréle du promoteur musculaire Spc5.12, ont été injectées par voie IV chez les souris Dmd™®. Le sérum des souris
a été collecté au cours de I'étude, et une évaluation de la fonction musculaire a été faite avant le sacrifice des souris
aprés 6 semaines, et la collecte des muscles et tissus.

Premierement, nous avons évalué I'entrée du vecteur AAVr et I'expression de la microdystrophine. Un effet
dose a été observé au niveau des copies de vecteurs viraux dans les muscles (VGCN) (Figure 43a). Cela
corrélait avec I'expression de la microdystrophine, indiquée par une transduction de la totalité des fibres
du TA a haute dose, contre une expression moins importante avec la dose suboptimale (Figure 43b).
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Figure 43. Evaluation de 'entrée du vecteur AAVr dans le muscle et de I'expression de la microdystrophine. a)
Nombre de copies du génome viral (VGCN) dans les muscles, quantifiées par gPCR et normalisées au géne RplpO0. b)
Immunomarquage de la Dystrophine (anticorps reconnaissant la partie N-terminale) avec la Wheat Germ Aglutinin
WGA (marquant les membranes plasmique et nucléaire).

En ce qui concerne la force musculaire, un effet dose a été visible. En effet, il n’y avait pas d'amélioration
significative de la force musculaire globale (Escape Test) ou des membres (Grip Test) avec la dose
suboptimale. La dose haute de microdystrophine a permis une restauration partielle de la force musculaire
globale chez les souris Dmd™, mais pas jusqu’au niveau des souris WT (Figure 44a-b).

Nous avons également mesuré les biomarqueurs circulants dans le sérum des souris (Figure 44c-d). Une
réduction significative des fragments de myomesine-3 (MYOM3) a été observée uniquement chez les
souris Dmd™ traitées avec la haute dose de microdystrophine, bien qu’il n’y e(it pas de restauration au
niveau des souris WT.

Un effet-dose a été remarqué au niveau de la réduction de la fibrose dans différents muscles (Figure 45).
En effet, la fibrose est significativement réduite avec la plus haute dose d’AAV, mais pas au niveau WT dans
le diaphragme et le GA, qui sont deux tissus fortement fibrotiques chez ces souris.
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Figure 44. Evaluation de la force musculaire et de biomarqueurs circulants. a) Test d’échappement effectué chez les
souris avant sacrifice et permettant de calculer la force musculaire globale. b) Test d’agrippement permettant de
calculer la force des pattes supérieures des souris. ¢) Dosage des fragments de MYOM3 dans le sérum par test ELISA.
d) Dosage de CK dans le sérum.
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Figure 45. La thérapie génique avec la microdystrophine réduit la fibrose musculaire chez les souris Dmd™®. a & c)
Marquage au rouge Sirius sur des coupes transversales de diaphragme et de GA. b-d-e) Quantification de la fibrose

dans le diaphragme, le GA et le TA.
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Ces données montrent que la thérapie génique avec I'AAV-microdystrophine permet 'amélioration des
différents parametres dystrophiques, sans avoir une correction totale du phénotype, méme avec la dose
relativement haute qui permet une transduction presque totale des fibres musculaires. Cela nous laisse
suggérer que I'expression de la microdystrophine, méme dans une grande partie des fibres d’'un muscle,
ne soit pas suffisante pour reverser la pathologie de la DMD.

Pour cela, nous nous sommes intéressés a l'effet de la microdystrophine sur les dérégulations
métaboliques, notamment le métabolisme du cholestérol et les défauts lysosomaux.

Le marquage du cholestérol libre dans le muscle GA avec le filipin, ainsi que la quantification du cholestérol
libre dans les extraits lipidiques du muscle, ont montré une accumulation du cholestérol chez les souris
Dmd™® par rapport aux souris WT, comme attendu (Figure 46a-b). Le traitement des souris dystrophiques
avec une faible dose d’AAV-microdystrophine permet une petite réduction, mais non significative du
cholestérol. Cette réduction est plus importante avec la haute dose d’AAV, ou une différence non
significative des souris WT est obtenue. Nous avons aussi évalué I'expression de deux génes impliqués dans
le transport inverse du cholestérol. Abcal (qui code pour un transporteur membranaire de cholestérol) et
Apoe (qui code pour une lipoprotéine permettant le transport du cholestérol entre les organes) sont
régulés & la hausse chez les souris Dmd™® par rapport aux contréles WT. Le traitement avec I'AAV-
microdystrophine a faible dose n’a pas montré un effet significatif sur I'expression de ces deux génes par
rapport aux souris non traitées. Cependant, les souris traitées avec la haute dose de 'AAV ont montré une
restauration au niveau d’expression des controles WT pour ces deux génes. Cela confirme le fait que la
teneur en cholestérol dans le muscle est réduite apres traitement avec la haute dose de microdystrophine.

Il semble qu’une haute expression de la microdystrophine permettra de restaurer plusieurs parametres
dérégulés du métabolisme du cholestérol, notamment en réduisant significativement son accumulation
dans le muscle.
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Figure 46. Restauration des dérégulations du cholestérol aprés le transfert de la microdystrophine. a) Marquage du
muscle GA avec le filipin (cholestérol libre) et la WGA (membranes plasmique et nucléaire). b) Quantification de
cholestérol libre dans les extraits lipidiques du muscle GA. ¢) RT-gPCR de Abcal et Apoe dans le muscle GA.

Nous avons ensuite étudié le degré de la perméabilisation de la membrane lysosomale dans différents
muscles aprés transfert de la microdystrophine. Limmunomarquage de LGALS3/LAMP2 sur coupes
transversales de GA a montré une légére réduction de spots LAMP2+/LGALS3+ aprés traitement avec la
haute dose de microdystrophine par rapport aux souris non traitées. Cette réduction est plus marquante
au niveau de l'expression de galectine-3 en protéines et en ARNm. Cela pourrait en fait étre di a une
réduction importante de I'inflammation, et donc de cellules immunitaires exprimant galectine-3 (Figure
47). En revanche, le niveau d’expression de Ctsb, qui est élevé chez les souris Dmd™®, n’a pas été restauré
au niveau des souris WT, méme chez les souris traitées avec la dose haute d’AAVr.
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Une réduction des puncta LAMP2+/LGALS3+ a été détectée avec la haute dose d’AAVr dans le diaphragme,
mais pas avec la dose suboptimale. En ce qui concerne le TA, la dose suboptimale semble avoir un effet
plus important que dans les autres muscles, ou une réduction des puncta LAMP2/LGALS3 est détectée.

Ces résultats pris en ensemble montrent que le traitement avec la microdystrophine, a haute dose, permet
de réduire, mais pas complétement, les lésions de la membrane lysosomale. La dose suboptimale de
microdystrophine ne semble pas suffisante pour corriger les dégats lysosomaux.

En ensemble, il semble que la thérapie génique par transfert de microdystrophine permet, a haute dose,
de corriger partiellement les dérégulations métaboliques étudiées. La haute dose d’AAV-microdystrophine
permet en effet de réduire I'accumulation du cholestérol dans le muscle. Cependant, les dommages
lysosomaux ne semblent pas étre entierement corrigés par le transfert de la microdystrophine. Il serait
donc intéressant de cibler les dommages lysosomaux en combinaison avec le transfert de la
microdystrophine a dose suboptimale.
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Figure 47. La microdystrophine réduit Iégérement les dégdts lysosomaux a haute dose. a-f) Co-immunomarquage
de LAMP2/LGALS3 sur des coupes transversales de GA, de TA et de diaphragme. b) WB pour galectine-3 dans le muscle
GA et quantification des bandes (c). d) Expression de Lgals3 dans le GA. e) Expression de Ctsd dans le GA.

II- Le développement d’une approche de thérapie combinée pour
la DMD

Le but de cette partie du projet était de développer une thérapie combinée pour le traitement de la DMD.
Aprés avoir identifié la dérégulation du métabolisme de cholestérol dans la DMD, et les résultats
préliminaires montrant des effets bénéfiques de la simvastatine chez les souris Dmd™® 7% nous avons
testé la simvastatine en combinaison avec 'AAV-microdystrophine 2%, Cependant, la combinaison de la
simvastatine a la thérapie génique par microdystrophine n’a pas montré un effet bénéfique. En effet, I'un
des effets secondaires communs des statines est la myopathie liée aux statines [1911% Chez les souris
Dmd™®, la simvastatine semblait augmenter la perméabilisation des fibres musculaires et les rendaient
plus susceptibles a la nécrose %%,

Cette étude nous a permis cependant de développer une preuve de concept pour la thérapie combinée,
avec une forme optimisée de microdystrophine, des moyens d’évaluations fonctionnelles, histologiques et
moléculaires de |'efficacité du traitement.

Lidentification des dérégulations du systeme endolysosomal et leur corrélation avec lI'accumulation du
cholestérol et la dérégulation de son métabolisme dans le muscle dystrophique, nous a offert une nouvelle
piste thérapeutique. Dans ce sens, nous avons voulu identifier de molécules capables de dégager le
cholestérol spécifiquement des lysosomes dans le muscle. Pour cela, plusieurs molécules ont été testées
tout d’abord in vitro, avant d‘évaluer un candidat en combinaison avec 'AAV-microdystrophine chez les

souris Dmdm®-4cv,
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II-1 Développement d’un systéeme de screening in vitro de molécules
candidates pour thérapie combinée

Le but de cette partie du projet était de développer une méthode d’évaluation de molécules candidates in
vitro, et qui pourrait étre adaptée éventuellement a un systéme de criblage a haut débit. Lobjectif est de
sélectionner de molécules capables de dégager le cholestérol accumulé dans les lysosomes. Pour cela, une
lignée de myoblastes immortalisée a été utilisée, dans laquelle nous avons induit 'accumulation du
cholestérol dans le lysosome, en inhibant le transporteur de cholestérol lysosomale NPC1 (Figure 48).
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Figure 48. Principe du systéme de criblage in vitro. L’inhibition du transporteur lysosomal de cholestérol NPC1 avec
I'inhibiteur pharmacologique U18666A permet de cribler des molécules éliminant le cholestérol du lysosome.

e Validation du systéeme d’évaluation in vitro :

Tout d’abord, des myoblastes ont été chargés avec du cholestérol soluble (conjugué au B-cyclodextrine) et
de dextrane TMRM (qui permet de marquer les lysosomes), en présence ou non d’un inhibiteur
pharmacologique de NPC1 (appelé U18666A) (Figure 49b). Ensuite, les cellules ont été fixées et marquées
au filipin, la colocalisation entre le cholestérol libre (filipin) et les lysosomes (Dextrane TMRM) est ainsi
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guantifiée. Le traitement des cellules avec le cholestérol soluble pendant 24h a montré une augmentation
nette du marquage filipin, comme attendu. Néanmoins, en calculant le ratio de filipin colocalisé avec les
lysosomes, les cellules traitées avec U18666A montraient un ratio plus important, signifiant une
accumulation plus spécifique du cholestérol dans les lysosomes pour ces cellules. En plus, I'analyse de la
corrélation croisée entre les deux signaux a montré une corrélation étroite entre le cholestérol libre et les
lysosomes chez les cellules traitées avec U18666A par rapport aux cellules non traitées (le pic de la courbe
proche de O signifie une superposition des deux signaux, alors qu’un décalage sur l'axe dx indique le
décalage des pixels entre les deux signaux).
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Figure 49. L’inhibition de NPC1 par U18666A induit une accumulation spécifique du cholestérol dans le lysosome
des myoblastes. a) Images de fluorescences montrant le marquage au filipin (cholestérol libre) et le conjugué
fluorescent du dextrane (TMRM) marquant les lysosomes. b) Des myoblastes immortalisés ont été chargés avec un
conjugué fluorescent de dextrane qui empreinte la voie d’endocytose pour entrer dans la cellule, puis les cellules sont
chargées ou non avec du cholestérol conjugué au B-cyclodextrine et dilué dans de la BSA, et traitées ou non avec
Iinhibiteur U18666A pendant 24h. Les dextranes sont donc chassés jusqu’au lysosome. Ensuite les myoblastes sont

fixés et marqués au filipin. c-d) Analyse de la colocalisation entre le signal du filipin (cholestérol) et du dextrane TMRM
(lysosomes).

Leffet de U18666A sur l'accumulation du cholestérol dans le lysosome a aussi été confirmé avec un
analogue fluorescent du cholestérol (NBD-cholestérol). Le traitement des myoblastes avec U18666A a
montré une meilleure colocalisation entre le NBD-cholestérol et la sonde marquant les lysosomes
(LysoTracker Red DND) (Figure 50).
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Figure 50. Le NBD-cholestérol s’accumule dans les lysosomes des myoblastes aprés traitement avec U18666A. a)
Images fluorescents montrant I'analogue fluorescent du cholestérol (NBD-cholestérol) et la sonde spécifique des
lysosomes (LysoTracker Red DND). b) Les cellules ont été prétraitées avec U18666A pour 24h, puis chargées avec le
NBD-cholestérol et le LysoTracker pour 4h avant d’étre fixées et imagées au confocal.

e Evaluation de molécules activatrices du systeme endolysosomal :

Nous avons ensuite évalué I'effet de plusieurs molécules activatrices du systéme endolysosomal sur I'efflux
de cholestérol dans des myoblastes humains. Un systéme en plaque de 96 puits a été développé. Les
cellules ont été traitées avec U18666A et les drogues a tester pendant 24 heures, avant d’étre chargées
avec l'analogue fluorescent du cholestérol (NBD-cholestérol). La fluorescence est ensuite mesurée dans les
culots cellulaires de chaque puit ainsi que dans le milieu, ce qui permet de calculer le taux d’efflux de
cholestérol (le cholestérol qui sort des cellules) (Figure 51a). Plusieurs molécules agissant sur l'activation
des lysosomes ont été testées, et ont montré un taux d’efflux significativement plus élevé que les cellules
traitées uniqguement avec U18666A (Figure 51b), ainsi qu’une charge cellulaire réduite de cholestérol
(Figure 51c).
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Figure 51. Criblage de molécules éliminant le cholestérol des myoblastes humains. a) Des myoblastes humains
immortalisés sont cultivés dans une plaque de 96 puits, traités pendant 24h avec l'inhibiteur de NPC1 (U18666A) + les
drogues a tester. Ensuite, le NBD-cholestérol est chargé dans les puits pendant 4 heures. Le milieu est transféré dans
une nouvelle plaque, et les cellules sont lysées avec un tampon de lyse pendant 30 minutes. Les fluorescences des deux
plaques contenant le milieu et les culots cellulaires sont quantifiées avec un lecteur de plaque. b) Taux d’efflux de
cholestérol calculé a partir de la fluorescence du milieu et de la fluorescence totale (milieu + cellules). c) Charge
cellulaire en cholestérol calculée a partir de la fluorescence des culots cellulaires.

Les mémes drogues ont été aussi testées sur des myotubes différenciés. Le méme principe de criblage a
été utilisé, mais les cellules ont été fixées et imagées au microscope confocal (Figure 52a-b). La
guantification de la fluorescence cellulaire totale corrigée des myotubes corrélait avec les premiers
résultats obtenus dans les myoblastes (Figure 52c).
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Figure 52. Criblage de molécules éliminant le cholestérol des myotubes humains. a) Des myoblastes humains
immortalisés sont différenciés en myotubes pendant 6 jours dans des plaques de microscopie a fond clair. Ensuite, les
cellules sont traitées pendant 24h avec U18666A + les drogues a tester, chargées avec le NBD-cholestérol + LysoTracker
pendant 4h, fixées et imagées au microscope confocal. b) Images prises au confocal montrant le signal du NBD-
cholestérol dans les myotubes. ¢) Quantification de la fluorescence totale corrigée dans au moins 180 myotubes par
condition.
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A la suite des premiers résultats obtenus in vitro, nous avons sélectionné une molécule (Drug D, appelée
Drug X dans la partie suivante) a tester chez les souris Dmd™“<, Bien que plusieurs molécules testées
aient montrées des effets similaires in vitro, nous avons choisi cette drogue pour son profil pharmaceutique
déja connu, sa sécurité et sa facilité d'administration chez les animaux et les hommes.

11-2 Thérapie combinée chez les souris Dmd™#4¢v

Aprés la sélection de la drogue X, nous avons réalisé une étude préliminaire in vivo dans le but de savoir si
la drogue aura un effet bénéfique sur I'amélioration du phénotype dystrophique chez les souris Dmd™®>4<,
seule et en combinaison avec une dose suboptimale d’AAV-microdystrophine. Pour cela, 5 groupes de
souris males ont été inclus dans cette étude (Figure 53). La drogue X a été diluée dans l'eau de biberons
des souris et administrée a partir de 3 semaines et jusqu’a la fin de I'étude. LAAV-microdystrophine a été
injecté par voie intra-vénale (IV) a 4 semaines d’age (une semaine apres le début de traitement avec la
drogue X pour le groupe ayant la thérapie combinée).

Muscle Force

evaluation
‘ DO D7 D14 { D28
ud >
3-week-old male micel‘ l‘ i Sacrifice: Serum,
Serum Drug X Serum Serum  Muscles & Tissues
treatment harvesting

AAV |V injection

AAV-p-dystrophin Group Name
7E12 vg/kg
= 5 WT

C57BL/6) =
DMDmex-4cv - - 5 max
DM Dmdx-4Cv + = 5 mdx_Drug X
DM Dmax-4cv - + 5 mdx_pdys
DM Dmadx-4Cv + + 5 mdx_pdys+Drug X

Figure 53. Expérimentation d’une thérapie combinée chez les souris Dmd™®4%, Des souris Dmd™***%" et des contréles
WT ont été incluses dans I'étude a 3 semaines d’dge. Un groupe a été traité avec la drogue X (diluée dans l'eau de
biberon), un groupe a été injecté avec I'AAV-microdystrophine a 4 semaines, et un groupe a regu la thérapie combinée
(drogue X a partir de 3 semaines et tout au long du protocole + injection AAV-microdystrophine a 4 semaines). Les
souris ont été soumises a une évaluation de la fonction musculaire par test d’échappement a 7 semaines d’dge avant
leur sacrifice et la collecte des tissus et des muscles pour les analyses histologiques et moléculaires.

Pour commencer, nous voulions voir si le traitement avec la drogue X influencait I'expression du transgene
délivré par AAVr. Pour cela, le taux d’expression d’ARNm de microdystrophine a été évalué dans les muscles
TA et GA. Aucune différence significative n’a été détectée au niveau de I'expression de la microdystrophine
(Figure 54b-c). Aussi, il n'y avait pas de différence au niveau de I'expression protéique de la
microdystrophine évaluée par immunofluorescence sur des coupes transversales de muscle TA (Figure
54a).

96



b)

p-dystrophin mRNA - TA

WT

1.5 ns

1.0

Relative abundance

mdx

g X

c)

mdx_Dru

mdx_p-dys

Relative abundance

mdx_p-dys+Drug X

Figure 54. La combinaison de la drogue X avec la thérapie génique n’influence pas le taux d’expression de la
microdystrophine. a) Inmunomarquage de la dystrophine (anticorps reconnaissant le domaine N-terminal) sur des
coupes transversales de muscles TA. b-c) Expression de transcrits de microdystrophine quantifiée par RT-gPCR dans le
TA et le GA.

La force musculaire a été évaluée avec un test d’échappement a J28. Les souris Dmd™™ % avaient
significativement moins de force musculaire que les contréles WT. Une |égere amélioration de la force
musculaire par rapport aux souris Dmd™ % est observée chez les souris traitées avec la drogue X seule
ou I'AAV-microdystrophine seul, mais celle-ci n’est pas significative. Seulement les souris traitées avec la
drogue X et I'’AAV-microdystrophine ont montré une amélioration significative de la force musculaire par
rapport aux souris Dmd™®“< non traitées.
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Nous avons aussi évalué deux biomarqueurs circulants pendant le protocole et avant |’‘évaluation
fonctionnelle. Les souris Dmd™ ™4 traitées avec la drogue X ont montré une diminution significative des
fragments de MYOMS3 circulants apres 25 jours de traitement, bien que pas au niveau des souris WT (Figure
55c). Les souris traitées avec I'AAV-microdystrophine et I'AAV-microdystrophine combiné a la drogue X ont
montré une réduction plus importante de MYOM3 aprés 25 jours, mais toujours pas au niveau WT.
Cependant, une tendance a la normalisation est observée au cours du protocole (Figure 55e) et nécessitera
probablement une analyse au plus long terme. En ce qui concerne la CK, seulement les souris traitées avec
la combinaison de la drogue X et la microdystrophine ont montré une réduction significative par rapport
aux souris Dmd™®4% non traitées a la fin de I'étude.

Ces données montrent que la drogue X ait un effet bénéfique sur I'amélioration du phénotype dystrophique
des souris Dmd™®“  tant au niveau de la fonction motrice qu’au niveau des biomarqueurs circulants, mais
elle reste moins efficace que le traitement avec 'AAV-microdystrophine. Toutefois, ce qui est le plus
intéressant est l'effet bénéfique additif de 'AAV-microdystrophine et de la drogue X, au niveau de la
fonction motrice et de niveaux de CK dans le sérum.
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Figure 55. Amélioration de la fonction musculaire et des biomarqueurs sériques chez les souris traitées avec la
thérapie combinée. a) Test d’échappement effectué chez les souris avant sacrifice et permettant de calculer la force
musculaire globale. b-d) Dosage de CK dans le sérum. c-e) Dosage des fragments de MYOM3 dans le sérum par test
ELISA.

Ensuite nous avons fait une analyse histologique des coupes musculaires transversales. L'analyse
histologique du muscle GA, un des muscles les plus atteints chez la souris Dmd™®“ , a montré une atteinte
dystrophique typique chez les souris malades, caractérisée par : une infiltration de cellules immunitaires
(agrégats de noyaux entre les fibres), une infiltration fibro-adipeuse (espace blanc), une centronuléation
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caractéristique des fibres régénérées, une distribution asymétrique de la taille des fibres. Les souris traitées
avec la drogue X ont montré une amélioration histologique, avec notamment une réduction de
I'inflammation et de la centronuléation. Les souris traitées uniquement avec 'AAV-microdystrophine ont
aussi montré une amélioration histologique, mais pas une correction totale du phénotype dystrophique.
De fagon intéressante, le muscle des souris traitées avec la combinaison des deux traitements a été
semblable au muscle sain.

La thérapie combinée semble étre la plus efficace pour inverser I'atteinte dystrophique évaluée au niveau
histologique du muscle GA chez les souris Dmd™*-*",

Figure 56. La combinaison de la drogue X a FAAV-microdystrophine chez les souris Dmd™*% restaure les
parametres histologiques du muscle GA. Marquage H&E sur coupes transversales de muscles GA.

Une évaluation de la fibrose a aussi été faite dans le diaphragme et le GA par marquage au rouge Sirius
(Figure 57). Les souris traitées avec la drogue X seule ou 'AAV-microdystrophine ont montré une légere
diminution par rapport aux souris non traitées, bien que non significative. De fagon intéressante,
seulement les souris traitées avec la thérapie combinée ont montré une réduction significative de la fibrose
dans le diaphragme (et différence non significative par rapport au muscle WT). En ce qui concerne la fibrose
dans le muscle GA, le traitement avec la drogue X a permis d’avoir une réduction significative par rapport
aux souris Dmd™>#% non traitées, mais pas jusqu’au niveau du muscle sain. UAAV-microdystrophine et
I'AAV-microdystrophine combiné a la drogue X semblaient avoir un effet similaire sur la réduction de la
fibrose dans le GA.
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Figure 57. La thérapie combinée réduit la fibrose dans le diaphragme et le GA. a-c) Marquage au rouge Sirius sur
des coupes transversales de diaphragme et de GA. b-d) Quantification de la fibrose dans le diaphragme et le GA.

Aprés avoir constaté un effet bénéfique de la thérapie combinée de I’AAV-microdystrophine et la drogue X,
nous voulions savoir si I'effet bénéfique additif de la drogue X est lié a une amélioration du systeme
endolysosomal. Pour cela, un immunomarquage LGALS3/LAMP2 a été fait sur des coupes transversales de
TA pour évaluer les lésions de la membrane lysosomale. Une augmentation nette des spots
LAMP2+/LGALS3+ a été détectée chez les souris Dmd™**® comme attendu (Figure 58a), ce qui corrélait
avec une augmentation de la surface LGALS3+ quantifiée sur plusieurs coupes musculaires (Figure 58b). Le
traitement avec I'’AAV-microdystrophine seule n’a pas montré une réduction importante des spots
LAMP2+/LGALS3+ dans le TA, alors que la drogue X seule a permis de corriger presque complétement les
dégats lysosomaux. Le groupe traité par la combinaison des deux traitements a aussi montré une
restauration au niveau des souris WT.

Il faut noter que la correction des dommages lysosomaux est le seul parametre corrigé mieux par la drogue
X seule que par 'AAV-microdystrophine seul. Il est donc possible que I'effet additif bénéfique de la drogue
X a la thérapie génique soit médié en partie par la correction des lésions lysosomales.
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Figure 58. ‘Galectin Puncta Assay’ sur des coupes transversales de TA. a) Co-immunomarquage de LAMP2 et LGALS3
sur des coupes transversales de TA. b) Quantification de la surface positive de LGALS3 sur plusieurs coupes de souris
différentes.
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DISCUSSION

Nous avons précédemment montré que le métabolisme du cholestérol dans le muscle est dérégulé chez
les patients DMD et chez les souris Dmd™® 1791 Cela se manifeste notamment par une accumulation de
cholestérol dans les fibres musculaires. Le traitement des souris Dmd™ avec la simvastatine permet de
réduire cette charge en cholestérol dans le muscle, et d’alléger quelques paramétres dystrophiques. La
guestion majeure que nous nous sommes posée a la suite de cette étude était comment l'exces de
cholestérol dans le muscle dystrophique participe a I'avancement de la pathologie dans le muscle DMD. Le
groupe de P.Bernatchez a proposé que la DMD puisse &tre une dyslipidémie primaire 179, et que I'excés de
cholestérol et de lipides circulants aggravera la maladie 777! et représentera une cible thérapeutique
intéressante 133%, Néanmoins, trés peu d’études se sont intéressées a I'effet du cholestérol dans le muscle,
a part son implication dans la structure des fibres et I'effet conséquent sur I'excitation/contraction

musculaire B3,

Un raisonnement comparatif avec d’autres pathologies, notamment les maladies neurodégénératives et
les maladies de surcharge lysosomale, nous a laissé hypothétiser que le systeme endolysosomal pourrait
étre impliqué dans les dérégulations de cholestérol dans le muscle. Des perturbations du systéeme
endolysosomal dans DMD ont déja été proposées, mais trés peu étudiées. Pour vérifier cette hypothese
d’une implication lysosomale, nous avons voulu évaluer le marqueur de dommage lysosomal, galectine-3,
dans le contexte du muscle dystrophique. A notre surprise, la surrégulation de galectine-3 dans la DMD
était déja rapportée, mais mal interprétée. Nous avons alors confirmé que la galectine-3 est bien un
marqueur de lésions de membranes lysosomales dans le muscle dystrophique, et corréle avec des
altérations de la structure et la fonction du lysosome. Ces lésions de la membrane lysosomale sont
communes a d’autres myopathies.

Nous avons en outre montré une corrélation étroite entre I'accumulation du cholestérol dans le muscle,
les Iésions de la membrane lysosomale, et I'aggravation du phénotype dystrophique. Nous avons ainsi pu
prédire que le systeme endolysosomal pourrait étre une cible thérapeutique intéressante dans le contexte
des dystrophies musculaires, et nous avons validé cette hypothése en testant une molécule agissant
directement sur I'activation du systeme endolysosomal chez des souris modeles de la DMD. La combinaison
de cette molécule a la thérapie génique a amélioré I'effet de celle-ci et a permis la correction de certains
paramétres fonctionnels, histologiques et moléculaires de la maladie.

Nous discutons en détail ci-dessous les différentes parties des résultats.

Les dégats lysosomaux contribuent a la pathogenése des dystrophies musculaires

Dans la premiere partie de ce projet, nous avons démontré que la galectine-3 est surexprimée
significativement dans le muscle dystrophique. Cette surexpression est due a l'infiltration de cellules
immunitaires dans le muscle dystrophique, mais aussi a des dégats importants des lysosomes. En adaptant
I'essai des puncta de galectines, indicatif de la perméabilisation de membrane lysosomale 2%, aux coupes
transversales musculaires, nous détectons une localisation de LGALS3 a la membrane des lysosomes élargis
a l'intérieur des myofibres. Cela est indicatif d’'une perméabilisation de la membrane lysosomale dans le
muscle DMD. Ces dégats lysosomaux ont été identifiés chez plusieurs animaux modéles de DMD, et sur des
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biopsies musculaires de patients DMD et LGMDR5. Les dégats lysosomaux se sont montrés les plus
importants dans le muscle d’un jeune patient de la maladie de Pompe, maladie lysosomale caractérisée
par des altérations importantes du lysosome, confirmant ainsi la spécificité de I'essai pour détecter
I'atteinte lysosomale dans le muscle. L'essai de puncta de galectine-3 pourrait donc servir pour évaluer le
degré des dégats lysosomaux dans différentes myopathies, et correle avec la sévérité de celles-ci. La
surexpression de galectine-3 dans la DMD, déja montrée 2°°, et corréle avec le niveau d’expression de la
dystrophine ?°7. Cependant, cette surrégulation était surtout attribuée a linfiltration de cellules
immunitaires dans le muscle dystrophique B!, Notre identification de galectine-3 comme un indicateur
des dommages lysosomaux dans les dystrophies musculaires offre une nouvelle application comme
biomarqueur, et surtout indique un nouveau mécanisme contribuant a la pathogenése de la DMD.
Toutefois, une quantification des protéines ou de 'ARNm ne permettra pas de prédire les dégats
lysosomaux, car une surexpression serait aussi déterminante du degré de I'inflammation. Pour cela, des
quantifications spécifique des spots de LAMP2+/LGALS3+ a l'intérieur des fibres musculaires doivent étre
faites.

De plus, nous avons montré une surrégulation de la cathepsine B ainsi que sa diffusion dans le cytosol des
fibres dystrophiques. Cela est indicatif d’une fuite des protéases lysosomales a la suite de la dégradation
de la membrane lysosomale, et confirme ainsi la perméabilisation de la membrane lysosomale détectée
par l'essai des puncta de galectine. Bien que la surexpression des cathepsines dans les myofibres du muscle
dystrophique était déja montrée 164163164 |as mécanismes causant cette dérégulation n’étaient pas
identifiés. Nos résultats supportent I’hypothese que la fuite des cathepsines dans le cytosol est secondaire
a une rupture de la membrane lysosomale. Cette surcharge de cathepsine dans le cytosol des myofibres
pourrait étre délétere pour les fibres musculaires. En effet, la fuite des cathepsines dans le cytosol serait
impliquée dans la mort cellulaire dans plusieurs tissus 333, l'identification de la fuite des cathepsines dans
le cytosol comme étant secondaire a des Iésions de la membrane lysosomale dans la DMD pourra aider a
mieux comprendre la dégénérescence des myofibres dans les dystrophies musculaires, et offrira
potentiellement de nouvelles pistes thérapeutiques. Il est cependant nécessaire de mieux caractériser les
conséquences de la fuite des cathepsines dans le muscle tout particulierement, et de caractériser
davantage d’autres protéases lysosomales qui seraient libérées par les lysosomes endommagés, et qui
participeront potentiellement a la mort cellulaire 1332,

Lendommagement des lysosomes est connu pour causer une activation des voies de contréle de la qualité

221 pour cela, nous avons voulu évaluer les différentes voies de remplacement,

des lysosomes
d’élimination et de réparation des lysosomes dans le muscle DMD. Tout d’abord, nous avons vérifié la
localisation du facteur de transcription TFEB, régulateur principal de la biogenese lysosomale et de
I'autophagie. Une translocation de TFEB dans le noyau des fibres musculaires, et des myoblastes de souris
Dmd™#4% 3 été détectée, corrélant avec la surrégulation de certains génes impliqués dans la structure et
la fonction lysosomale, dont les cathepsines. Cela indique que la voie de remplacement des lysosomes
endommagés est activée dans le muscle dystrophique. Cependant, cette translocation est surtout
perceptible dans les fibres centronuclées dans le muscle des souris Dmd™*“< (fibres régénératives). Il
serait donc intéressant d’étudier la différence d’activation de la biogenése lysosomale entre les fibres

régénératives et les fibres pré-nécrotiques (ou fibres en cours de dégénération).
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Nous avons aussi évalué la voie ESCRT impliquée dans la réparation de la membrane lysosomale. Un
recrutement de CHMP4B, protéine du complexe ESCRT, a été observé au niveau des lysosomes dans le
muscle des souris Dmd™®“<, Toutefois, il est difficile de conclure sur le degré d’activation et la pertinence
de cette voie dans le muscle dystrophique. En effet, la voie ESCRT permet surtout la réparation de petits
dommages de la membrane lysosomale 2°%326:333] || semble que dans le muscle des souris Dmd™**%, |es
dommages lysosomaux indiqués par le recrutement de galectine-3 soient considérables, et dans ce cas les
voies de remplacement et d’élimination des lysosomes altérés seront probablement plus sollicitées.

En ce qui concerne I"élimination des lysosomes endommagés, nous avons voulu évaluer le processus
d’autophagie sélective des lysosomes (ou lysophagie). Dans le muscle des souris Dmd™#%, nous avons
observé une colocalisation entre les lysosomes endommagés (LAMP2+/LGALS3+) et le marqueur des
autophagosomes LC3B. Ces spots positifs marquent des lysosomes élargis séquestrés par des doubles
membranes d’autophagosome. Toutefois, des analyses plus profondes seront nécessaires pour évaluer la
fonctionnalité de la lysophagie. En effet, il est logique que l'efficacité de la lysophagie soit corrélée au flux
autophagique. Or, dans le muscle DMD, des défauts d’autophagie sont connus [*°-*>2 et pourraient causer
une altération de dégradation des lysosomes endommagés. Nous avons d‘ailleurs montré une
accumulation de SQSTM1 (p62), un substrat autophagique, dans le diaphragme et le TA des souris Dmd™
4% indiquant une réduction du flux autophagique. Cependant, il est intéressant de noter que les défauts
d’autophagie dans DMD n’ont jamais été attribués a un défaut lysosomal primaire, mais plutét a une
perturbation de la signalisation de mTOR [150:152],

Or, l'autophagie nécessite la fusion des autophagosomes avec des lysosomes acidiques ™%, La
perméabilisation de la membrane lysosomale cause une basification du pH des lysosomes 33#. Une faible
acidification des lysosomes est la cause de défauts d’autophagie dans les maladies non liées aux protéines
d’autophagie ¥33%7] Ainsi, les défauts d’autophagie dans la DMD pourraient &tre secondaires aux
altérations lysosomales. Une autre argumentation dans ce sens est la pathogenéese de la maladie de
Pompe, ol l'accumulation du glycogéne dans les lysosomes active la lysophagie pour éliminer les
lysosomes endommagés, ce qui meéne a une surcharge autophagique et un défaut de fusion entre les
autophagosomes et les lysosomes, endommageant encore davantage la fonction lysosomale et causant un
stress cellulaire %, Cela contribue directement a I’évolution de la maladie de Pompe dans le muscle, avec
la mise en place d’un stress oxydatif et d’une réponse inflammatoire 3%,

Il est donc possible de raisonner que les défauts lysosomaux dans la DMD peuvent étre la cause du blocage
autophagique, et impliqués ainsi dans plusieurs mécanismes pathologiques de la maladie. Ces questions
nécessiteront des études plus profondes et permettront de mieux comprendre la pathogenése dans le
muscle DMD.

Les dérégulations de cholestérol dans le muscle DMD corrélent avec les dégats lysosomaux et exacerbent

le phénotype dystrophique

Nous avons précédemment démontré que le métabolisme du cholestérol est dérégulé dans le muscle DMD
(1791 avec notamment une accumulation de cholestérol dans le muscle des patients DMD et des souris
Dmd™ , ainsi que l'activation de la voie SREBP responsable de la biosynthése et de I'absorption de
cholestérol.
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Dans la suite de cette investigation, et de la démonstration de dégats lysosomaux importants dans le
muscle DMD, nous avons émis I’hypothése que le cholestérol pourrait s'accumuler dans les lysosomes
endommagés. Effectivement, en chargeant un analogue de cholestérol dans des myotubes dérivés de
cellules iPS de patients DMD, une accumulation spécifique du cholestérol a été détectée dans les lysosomes
des myotubes DMD, contre une distribution plus homogene dans les myotubes controles. Cela est indicatif
d’un défaut de trafic intracellulaire du cholestérol.

Ces résultats supportent les indications liant le cholestérol aux dérégulations du systéeme endolysosomal.
La question était alors d’étudier aussi I'effet du cholestérol sur le muscle en général. Cette question a été
en partie abordée par les travaux de P.Bernarchez, qui ont montré qu’une augmentation du cholestérol et
des lipides participe a l'exacerbation du phénotype dystrophique dans des modeles de DMD et de
dystrophie des ceintures (LGMDR2). Cependant, dans ces études, les souris dystrophiques étaient croisées
avec des souris KO pour le géne Apoe qui participe a I'efflux du cholestérol des tissus périphériques [33033%-
341 Or, le géne Apoe est surrégulé dans le muscle des souris Dmd™®, des chiens GRMD et des patients
DMD (Figure 33). Cette surexpression de Apoe est probablement due a un mécanisme cellulaire de
compensation pour éliminer I'excés de cholestérol dans le muscle. Ainsi, I'extinction de ce géne chez la
souris Dmd™, bien qu’exacerbant le phénotype, génére un modéle biaisé qui ne représente pas
précisément les dérégulations du métabolisme du cholestérol dans la DMD.

Pour étudier I'effet du cholestérol sur le muscle dans un contexte physiologique et pathologique, ainsi que
son effet sur le systétme endolysosomal, des souris WT et Dmd™*#% ont été mises sous une diéte lipidique
riche en cholestérol. Une augmentation de la fibrose musculaire a été détectée seulement chez les souris
dystrophiques sous diéete riche en cholestérol, indiquant une exacerbation du phénotype dystrophique
avec cette diete. Ensuite, nous avons étudié I'accumulation du cholestérol dans le muscle. Conformément
a ce que nous avons montré précédemment 7%, le muscle dystrophique s’est avéré présenter une charge
plus importante de cholestérol, augmentant encore chez les souris sous diéte riche en cholestérol. Et
surtout, cette accumulation de cholestérol est localisée dans les lysosomes chez les souris dystrophiques
mais pas chez les souris WT.

Egalement, nous avons évalué l'effet de la diéte riche en cholestérol sur les dégats lysosomaux. Une
augmentation significative des |ésions lysosomales a été détectée chez les souris Dmd™®“*“sous diéte riche
en cholestérol, visibles par essai de puncta de galectine mais aussi au niveau de I'expression de la galectine-
3 en protéine et en ARNm. De facon intéressante, quelques puncta ont été détectés aussi chez les souris
WT sous diéte lipidique. Ces résultats indiquaient que le cholestérol est accumulé dans les lysosomes
endommagés du muscle dystrophique, et que I'exces de cholestérol participe a 'augmentation de ces
dégats lysosomaux.

Bien que lI'accumulation de cholestérol et de lipides dans le muscle dystrophique ait été décrite auparavant
(1711731 'origine et les conséquences de ces dérégulations dans les dystrophies musculaires sont encore
non élucidées. Ici, nous montrons que le cholestérol est accumulé surtout dans le lumen des lysosomes du
muscle dystrophique. Ce serait la cause d’'une dérégulation du trafic intracellulaire du cholestérol. La
dérégulation du trafic du cholestérol peut influencer plusieurs voies métaboliques, notamment la voie
médiée par les facteurs de transcriptions SREBP. Ces facteurs se localisent dans le RE, et leur activation et

leur translocation dans le noyau dépend du niveau de cholestérol dans le RE. Ainsi, une accumulation de
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cholestérol dans le lysosome et une dérégulation de son trafic pourraient étre la cause de l'activation de la
voie SREBP observée dans le muscle des souris Dmd™® [17°] et donc de I'activation de la biosynthése
endogene et I'absorption de cholestérol. En outre, I'accumulation du cholestérol dans le lysosome pourrait

causer une altération du flux autophagique 34%3431,

Nous montrons aussi que I'accumulation de cholestérol corréle avec une perméabilisation de la membrane
lysosomale. Cependant, il reste a déterminer si I'accumulation du cholestérol est la cause des dégats
lysosomaux, ou si les Iésions de la membrane lysosomale surviennent avant. En effet, I'accumulation du
cholestérol et d’autres lipides dans le compartiment lysosomal pourrait étre indicative d’'une altération de
la dégradation et du transport des lipides, a la suite d’un défaut du systeme endolysosomal, comme est le
cas dans plusieurs maladies de surcharge lysosomale 3%¥, Mais 'accumulation de cholestérol et d’autres

lipides dans les tissus périphériques pourrait aussi causer une lipotoxicité ayant des effets déléteres sur de
nombreux mécanismes cellulaires, comme le stress oxydatif, le mécanisme énergétique, I'activation du

systéme immunitaire 3%l et aussi le stress lysosomal 1381,

Les dérégulations de cholestérol et les dommages lysosomaux ne sont pas entierement corrigés par la

thérapie génique par microdystrophine

Lapproche de thérapie génique par transfert de microdystrophine est actuellement la piste thérapeutique
la plus prometteuse pour le traitement de la DMD. Cependant, les premiers résultats cliniques ont montré
des effets moins efficaces que chez les animaux modeéles. Pour cette raison, nous avons voulu évaluer si le
transfert de la microdystrophine permettait de restaurer les dérégulations métaboliques et cellulaires dans
le muscle, surtout les perturbations du métabolisme du cholestérol et les dégats lysosomaux.

Deux doses d’AAV9 (512 vg/kg er 3813 vg/kg) délivrant la séquence codante de la microdystrophine ont
été administrées chez des souris Dmd™® . Un effet dose a été observé, comme attendu, au niveau de la
correction de la fonction musculaire et des différents parametres biomoléculaires et histologiques. Une
réduction significative du cholestérol musculaire n’a été obtenue qu’avec la haute dose d’AAVr.

En ce qui concerne les dommages lysosomaux détectés par l'essai de puncta de galectine, le degré de
correction est variable selon le muscle. Toutefois, des dégats lysosomaux restent détectables méme avec
une dose haute d’AAVr qui permet la transduction de toutes les fibres musculaires. Cela est par exemple le
cas pour le muscle TA, dans lequel la microdystrophine est exprimée uniformément dans toutes les fibres
a haute dose, mais ou d’'importants dégats lysosomaux sont toujours visibles. Ces résultats indiquent que
I'expression de la microdystrophine ne serait pas suffisant pour la correction des lésions de la membrane
lysosomale. Il serait donc intéressant de combiner la thérapie génique a un traitement ciblant ces
dérégulations du systéeme endolysosomal.

Le cholestérol lysosomal est une cible thérapeutique dans la DMD

Dans la deuxieme partie de ce projet, notre but était de développer de nouvelles approches thérapeutiques
combinées. Aprés avoir identifié une accumulation du cholestérol dans le lysosome du muscle DMD, et sa
corrélation avec des dégats lysosomaux, nous avons voulu identifier des molécules capables d’éliminer le
cholestérol des lysosomes.
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Pour cela, nous avons sélectionné dans la littérature plusieurs molécules qui activent le systeme
endolysosomal. Les molécules sélectionnées ont un profil de sécurité connu chez 'Homme, et certaines
sont déja approuvées par les agences réglementaires pour |'utilisation chez 'Homme.

Avant de tester un candidat médicament in vivo, nous avons voulu valider 'effet de ces molécules in vitro.
Pour cela, un systeme de criblage in vitro a été développé. Le principe est d’induire I'accumulation de
cholestérol spécifiquement dans le lysosome. Pour cela, un inhibiteur pharmacologique du transporteur
lysosomal de cholestérol NPC1 a été utilisé (U18666A). Le traitement des myoblastes immortalisés avec du
cholestérol soluble ou avec un analogue fluorescent du cholestérol (NBD-Cholestérol) a montré une
localisation spécifique du cholestérol dans les lysosomes des cellules traitées avec U18666A, comme
attendu B%!, l’inhibition de NPC1 dans le muscle cause donc une accumulation de cholestérol dans le
lysosome.

Ensuite, nous avons adapté les essais d’efflux de cholestérol 1347348 en ytilisant le NBD-cholestérol et une
lignée cellulaire myogénique. Le principe consiste a traiter des myoblastes immortalisés avec U18666A plus
la molécule a tester, et a évaluer la sortie du cholestérol des myoblastes, en mesurant la fluorescence des
cellules et du milieu. La plupart des molécules testées ont montré une augmentation significative du taux
d’efflux de cholestérol, ainsi qu’une réduction de la charge cellulaire en cholestérol. Leffet des drogues a
aussi été confirmé dans des myotubes différenciés et par microscopie confocale. Ces résultats nous ont
permis de valider que le ciblage du systeme endolysosomal permet aussi d’agir sur I'accumulation du
cholestérol intracellulaire. En effet, en agissant sur le systéme endolysosomal, nous cherchons a améliorer
le trafic intracellulaire du cholestérol et d’autres lipides 3"}, ce qui permettrait en méme temps de
normaliser le métabolisme cellulaire du cholestérol médié par la voie SREBP. De cette fagon, nous évitons
d’inhiber directement la voie SREBP par des molécules comme les statines, qui peuvent avoir des effets
secondaires sur le muscle 3% et qui n‘ont pas montré un effet bénéfique en combinaison avec la
microdystrophine 329,

Il faut cependant noter que le systeme utilisé reste un systéme artificiel, avec une modulation
pharmacologique de cellules contréles. Bien qu’il permette de recapituler le phénotype observé avec des
myotubes dérives d’iPS de patients DMD en termes d’accumulation de cholestérol, il reste un systeme
limité qui ne représente pas completement les dérégulations métaboliques de la DMD. En plus, ce systeme
ne permet pas d’identifier des molécules qui inhibent I'accumulation de cholestérol, mais uniquement les
molécules qui accélerent I'élimination du cholestérol.

A la suite des résultats in vitro, nous avons sélectionné une drogue (drogue X) pour la tester dans le
contexte d’une thérapie combinée chez les souris Dmd™>*%, Cette drogue a été sélectionnée pour son
profil de sécurité trés bien connu, et pour son autorisation d’administration chez les patients par les
autorités réglementaires. Des souris Dmd™>*% ont été traitées avec une dose suboptimale d’AAV-
microdystrophine, avec la drogue X, ou avec une succession des deux (un pré-traitement avec la drogue X
7 jours avant l'injection du vecteur). Un effet positif de la drogue X seule a été observé sur le phénotype
dystrophique des souris (légére augmentation de la force musculaire, diminution du biomarqueur MYOM3,
réduction de la fibrose dans le GA). Toutefois, la microdystrophine seule semble avoir un effet bénéfique
plus important que la drogue X seule. Le plus intéressant est I'effet additif bénéfique de la microdystrophine
et de la drogue X. En fait, la thérapie combinée a permis une augmentation significative de la force

107



musculaire, une restauration des biomarqueurs sériques ainsi qu’une correction de la fibrose dans le
diaphragme. Cela indique que la combinaison de la drogue X a la thérapie génique par microdystrophine
améliore son effet, méme pendant une période de traitement assez courte.

Surtout, le traitement avec la drogue X ne semble pas influencer le niveau d’expression de la
microdystrophine, ce qui signifie que I'effet additif de la drogue X est indépendant de I'expression de la
microdystrophine. L'évaluation les dégats lysosomaux chez les souris traitées a montré une correction
presque compléete avec le traitement avec la drogue X seule et avec la thérapie combinée, mais pas avec la
microdystrophine seule. Cela indique clairement que |'effet apporté par la drogue X est médié, au moins
en partie, par la correction des lésions de la membrane lysosomale, qui ne sont pas corrigées par la
thérapie génique par la microdystrophine a dose suboptimale.

Ces résultats préliminaires montrent que le systeme endolysosomal est une cible thérapeutique
intéressante dans le cadre des dystrophies musculaires, qui a notre connaissance n’a jamais été étudiée
encore comme cible thérapeutique dans la DMD. Il faut cependant noter que cette étude a été réalisée
chez des souris jeunes et pendant une période courte. |l serait donc nécessaire de valider ces résultats sur
une durée de traitement plus longue. D'autres analyses de cette étude sont encore en cours, notamment
I’évaluation des dérégulations métaboliques et d’autres critéres dystrophiques (comme I'inflammation, la
nécrose, la régénération musculaire et I'évaluation des voies de lysosome et de cholestérol).
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CONCLUSION

Dans la premiere partie de ce projet, nous avons pu acquérir de nouvelles connaissances ayant des
implications diagnostiques et thérapeutiques dans la myopathie de Duchenne, mais aussi dans d’autres
myopathies. En effet, I'identification des dommages spécifiques de la membrane des lysosomes dans le
muscle dystrophique est inédite. Lessai de puncta de galectine représente une méthode efficace et rapide
pour identifier les dégats lysosomaux sur des coupes de muscles, et peut servir comme un biomarqueur
des dégats lysosomaux dans les myopathies (Demande de brevet européen n° EP23194414.1). Une
méthode de quantification et d’analyse spécifique des spots de LGALS3+/LAMP2+ est en cours de
développement. Le but serait de quantifier précisément, de facon automatisée, le nombre de spots par
fibre musculaire sur un large nombre de fibres. Cela permettra d’évaluer l'effet des interventions
thérapeutiques sur la correction des dégats lysosomaux dans les maladies musculaires.

La détection des dégats lysosomaux par essai de puncta de galectine-3 a aussi été réalisée dans d’autres
modeles animaux de dystrophies des ceintures et d’autres myopathies (résultats non présentés). La
survenue de lésions lysosomales serait donc un mécanisme commun a plusieurs myopathies, et participera
probablement a la dégénérescence musculaire. Ainsi, I'identification de ces lésions de la membrane
lysosomale dans le muscle, et d’'une méthode pour les détecter et les quantifier, représente une avancée
importante dans la compréhension de la pathogenése des myopathies. Des études plus profondes sur
I'impact de ces lésions sur le muscle seront nécessaires pour permettre de déterminer leur importance
parmi les autres mécanismes pathologiques.

Nous avons aussi progressé dans notre compréhension des dérégulations du métabolisme du cholestérol
dans la DMD. Le cholestérol serait surtout accumulé dans le lumen des lysosomes dans le muscle
dystrophique, perturbant le trafic lipidique intracellulaire. La supplémentation en cholestérol dans la diete
d’animaux dystrophiques cause une augmentation des lésions du lysosome et une exacerbation du
phénotype dystrophique. Ces nouvelles connaissances permettent d’avoir une meilleure compréhension
de la dérégulation du cholestérol dans la myopathie de Duchenne, et permettront le développement de
meilleures stratégies thérapeutiques et de modeles plus représentatifs de la pathologie observée chez les
patients.

En outre, ces connaissances nous ont permis de développer un systeme de criblage simple, rapide et
efficace. En détectant l'efflux du cholestérol lysosomal en dehors des cellules, nous avons pu sélectionner
une molécule et faire une preuve de concept in vivo.

Le systeme d’évaluation des molécules in vitro pourrait étre adapté pour un criblage haut débit, et adapté
a d’autres pathologies. Notamment, ce systeme pourrait étre utilisé pour le criblage de médicaments pour
les maladies de surcharge lysosomale.

Les données préliminaires de la thérapie combinée de I'AAV-microdystrophine et de la drogue X constituent
une preuve de concept inédite pour l'utilité de la correction des lésions lysosomales en combinaison avec
la thérapie génique dans la DMD (Demande de brevet européen n° EP23194612.0). Une des limites
actuelles de la thérapie génique par AAVr est I'importance des doses nécessaires pour obtenir I'effet
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thérapeutique souhaité chez les patients. Cela représente une cause fréquente de toxicité hépatique et
rénale, ainsi que de réponse immunitaires sévere. La combinaison de la thérapie génique avec des
traitements complémentaires efficaces et sans effets indésirables majeurs, permettra potentiellement de
réduire les doses des vecteurs utilisées en clinique, tout en conservant I'effet thérapeutique voulu.
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MATERIELS ET METHODES

I- Expérimentation Animale

Les souris Wild-Type (WT) C57BL/10J et C57BL/6), et les souris Dmd™® (C57BL/10ScSn-Dmd™®/}), Dmd™®
4% (B6R0s.Cg-Dmd™™-4<"/]) ont été fournies par Charles Rivers Laboratories, Miserey-France. Elles sont
élevées en cage avec des cycles réguliers de 12 heures de jours/12 heures de nuit, dans une installation
barriére exempte d’organismes pathogeénes spécifiques (E.O.P.S), avec eau et nourriture ad libitum. Toutes
les procédures d’expérimentations animales ont été conduites selon les directives francaises et
européennes pour les soins et |'utilisation d’animaux a des fins expérimentales. Les procédures ont été
approuvées par le comité d'éthique de Généthon et le ministere de I'Enseignement supérieur, de la
Recherche et de I'innovation selon les numéros APAFIS #19736 (DAP2018-024-B) et #35896 (DAP2022-004-
C). Seulement des souris males ont été utilisées pour nos études.

La diéte riche en cholestérol pour les souris WT et Dmd™®“< a été fournie par SAFE (diéte 260HF
supplémentée avec 20g cholestérol / kg).

La drogue ‘X’ a été fournie par sigma sous forme de poudre, et dissoute dans I'eau de biberons des souris,
qui est changée deux fois par semaine.

Le vecteur AAV-microdystrophine a été dilué dans du sérum physiologique selon le titre de chaque
protocole et injecté par voie intraveineuse dans la queue des souris.

I-1 Evaluation de la fonction musculaire

Les procédures d’évaluation de la fonction musculaire étaient réalisées en suivant les recommandations de
TREAT NMD pour les modeéles animaux de la DMD 359,

I-1-1 Test d’échappement :

Le test d’échappement permet de mesurer la force musculaire globale exercée par I'animal a la suite d’'un
stimulus. La souris est placée dans un tube de 30 cm de long aux deux extrémités ouvertes. Sa queue est
reliée a un capteur de force et est pincée afin d’induire I'échappement de I'animal. La force déployée est
alors mesurée par le capteur de force. Lopération a été réalisée 5 fois, la moyenne des 5 forces mesurées
a été normalisée au poids de I'animal.

I-1-2 Test d’agrippement :

Le test d’agrippement permet d’évaluer surtout la force des membres (antérieurs et/ou postérieurs),
permettant de surveiller la progression de la maladie. La souris est suspendue par sa queue sur une barre
métallique fixée a un transducteur de force, et la force produite lors de la traction sur la barre peut étre
mesurée de maniere répétée. Trois mesures ont été faites, et la force maximale des pattes antérieures a
été normalisée au poids de la souris.
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I-2 Prélevements et Sacrifice

Pour les prélevements sanguins, les souris ont été anesthésiées avec de I'isoflurane, ou un mix de kétamine
(100mg/kg) / xylazine (10mg/kg), et le sang de la veine retro-orbitale a été récupéré sur des capillaires secs
puis centrifugé a 8000rpm pendant 10 minutes. Le sérum est ensuite récupéré et stocké a -80°C jusqu’au
moment des analyses.

Les souris ont été sacrifiées par élongation cervicale a la fin de I'étude, et des prélévements de muscles et
de tissus pour les analyses biomoléculaires et histologiques ont été faits. Pour cela, les muscles ont été
disséqués, disposés transversalement sur des bouchons de liege et congelés dans de I'isopentane refroidi
dans l'azote liquide, ou congelés directement dans l'azote liquide dans des tubes. Les prélevements sont
conservés a -80°C jusqu’au moment des analyses.

II- Génération du vecteur AAV-microdystrophine

11-1 Construction microdystrophine

La construction de microdystrophine utilisée dans les études in vivo a été déja décrite B?°!. Aussi appelée
OH-MD1-uDys, cette construction est notre version optimisée de la microdystrophine développée par les
laboratoires de Jeffrey Chamberlain (H2mDys) et George Dickson (MD1uDys) 27! qui est utilisée dans les
études précliniques de Généthon chez le modeéle canin 2%, Cette version de microdystrophine manque le
domaine C-terminale et les répétitions de spectrine 4-20 (uDys-A4-23ACt). Notre séquence inclut en plus
une optimisation supplémentaire des codons (pour I'Homme), une suppression des sites de méthylation
CpG, une suppression des cadres de lecture ouverts (ORF) antisens et des ORF sens supérieurs a 100 pb.
Cette séquence a été insérée dans une cassette de transcription sous le contréle du prometteur musculaire
Spc5.12, et encapsidée dans un vecteur AAV de sérotype 9 ciblant les muscles squelettique et cardiaque.

Promoteur Transgéne Sérotype AAV

H1 H4

) H2
OH-MD1-pdys | SpeS.12 ABD R1 ) R2 | R3 ’\Ru 9

Figure 59. Construction de microdystrophine utilisée dans les études in vivo.

11-2 Production du vecteur AAV recombinant

Des cellules HEK293-T ont été cultivées en suspension (ensemencées a 0,25x10° cellules/mL) sous agitation
a 37°C et a 5% CO2 en atmosphére humide dans du milieu Freestyle F17 (Life technologies, réf. A13835-
01), supplémenté avec : GlutaMAX-l a 4nM (Life technologies, réf. 35050-038), Pluronic F-68 a 0,08% (Life
technologies, réf. 24040-032), Anti-clumping agent (Life technologies, réf. 01-0057AE). Trois jours apres
I'ensemencement des cellules, elles ont été transfectées avec trois plasmides codant pour les protéines
auxiliaires de I'adénovirus (pAd Helper), les protéines Rep et Cap de I'AAV et la cassette d'expression du
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transgene flanquée d'ITRs. Trois jours aprés la transfection, les cellules sont récoltées, lysées
chimiquement, traitées avec de la benzonase (Millipore) et filtrées. Les capsides virales ont été purifiées
par chromatographie d'affinité, formulées dans du PBS stérile, et le stock de vecteurs a été stocké a -80°C.

Les titres des stocks de vecteurs AAV ont été déterminés a |'aide d'analyses quantitatives en temps réel
(qPCR). Pour cela, 'ADN viral a été extrait avec le MagNA Pure 96 DNA et le kit viral NA small volume (Roche
Diagnostics) selon les instructions du fabricant. La PCR a été réalisée avec un mélange Absolute ROX
(Tagman, Thermo Fisher Scientific), en utilisant les amorces spécifiques a I'ITR, sens 5'-
CTCCATCACTAGGGGTTCCTTG- 3’, antisens 5'-GTAGATAAGTAGCATGGC- 3’ et la sonde VIC 5'-
TAGTTAATGATTAACCC-3'.

Ill- Culture cellulaire

I11-1 Culture de cellules dérivées de cellules souches pluripotentes induites
iPS

Les cellules iPS humaines ont été cultivées sur des plaques recouvertes de matrigel (Corning) dans du
milieu mTeSRplus (Stem Cell Tech) et passées a I'aide de ReleSR (Stem Cell Tech). La génération des cellules
iPS et leur différenciation en cellules musculaires ont été réalisées en adaptant une méthode basée sur
I'expression d’un transgéne décrite précédemment 3°%321 Briévement, les cellules iPS expriment les
transgenes Baf60c et MyoD inductibles avec l'ajout de doxycycline dans le milieu. Ensuite, les cellules
exprimant le transgéne sont dissociées et ensemencées a 60 000 cellules / cm?. Pour la différenciation, les
cellules dites engagées sont conservées dans un milieu de croissance (SKM2, AMSbiokit) supplémenté avec
200ng/mL de doxycycline pendant 2 jours, puis passées dans un milieu de différenciation (SKMO03 plus,
AMSDbiokit) supplémenté avec 200 ng/mL de doxycycline pendant 5 jours supplémentaires.

I11-2 Culture de myoblastes humains immortalisés

Les lignées de myoblastes immortalisés sont cultivées en adhérence dans des flasques dans un milieu de
croissance de muscle squelettique (Promocell, réf. C-23060), complété avec un mix de suppléments
(Promocell réf. C-39365), 15% de sérum de veau feoetal (Gibco 10270-106), 1% de GlutaMAX (Thermo
Scientific, réf. 35050061) et 1% de gentamycine (Life technologies, réf. 15750-037). Les myoblastes sont
passés a une confluence entre 60-70%.

Pour la différenciation en myotubes, les myoblastes sont ensemencés dans des plaques de 6 puits ou des
plagues de 35 mm pour microscopie (lbidi, réf. 81158). Une fois les cellules confluentes, le milieu de
croissance est remplacé par un milieu de différenciation (Promocell, réf. C-23061), et les analyses sont
faites 6-7 jours apres.

Lignée cellulaire Reference/Source
Human iPSC — Control AGO8C5 dérivé de fibroblastes sains (AG08498 - Coriell
Institute)
Human iPSC — DMDdEx45 Coriell GM25313
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Human immortalized myoblasts — | C25 — Institut de Myologie
Healthy donor

Tableau 5. Lignées cellulaires utilisées.

I11-3 Détection de puncta de galectine-3 par traitement avec LLOMe

200K myoblastes humains immortalisés sont placés sur une boite a fond transparent pour microscopie
(~60 000 cellules/cm?), dans un milieu de croissance de muscle squelettique (Promocell, réf. C-23060)
complété par 10% de sérum bovin feetal. L'essai est effectué le jour suivant lorsque les cellules sont a 60-
70% de confluence, ou sont laissées a croitre jusqu'a confluence, puis le milieu est remplacé par un milieu
de différenciation (Promocell, réf. C-23061) et les cellules sont laissées se différencier pendant 7 jours en
changeant le milieu tous les deux jours. Les cellules sont traitées avec une solution de LLOMe (Santacruz,
réf. sc-285992) a une concentration finale de 2,5 mM dans le milieu, pendant 20 min a 37°C. Les cellules
sont ensuite lavées brievement 2 fois avec un tampon HBSS (Hanks' Balanced Salt Solution, calcium &
magnesium, Gibco), puis fixées avec une solution de PFA a 4% (Thermo Scientific, réf. 28906) pendant 15
minutes, lavées avec du PBS 3 fois et perméabilisées pendant 10 minutes avec du Triton a 0,25%. Les
cellules sont lavées avec du PBS 3 fois et bloquées avec du sérum de chevre a 10% (Agilent, réf. X090710)
pendant 40 minutes a température ambiante. L'incubation avec Il'anticorps primaire anti-LGALS3 est
réalisée pendant la nuit a 4°C (SantaCruz, réf. sc32790, Dilution au 1/50¢ dans 1% de sérum de chévre).
Ensuite, les cellules sont lavées 3 fois avec une solution de TBST (Tween20 0,1%, Tris-buffered saline) et
incubées avec une solution d'anticorps secondaire pendant 2 heures a 4°C (Molecular Probes GAM-
IgG1 594, réf. A21125, dilution au 1/200° dans 1% de sérum de chévre). Enfin, les cellules sont lavées 3
fois avec du PBS et du DAPI-Fluormount-G est ajouté a la boite. Les cellules sont imagées avec un
microscope confocal LEICA TCS-SP8 (Leica, Allemagne) en utilisant un objectif 63x APO CS2 1.4 NA. Les
images sont acquises a l'aide du logiciel LAS X et traitées avec ImagelJ pour les figures finales.

I11-4 Essais de fluorescence in vitro

Pour les essais incluant des sondes fluorescentes, les cellules sont ensemencées dans des plaques
spécifiques pour microscopie (lbidi, Réf-81158 ou Mattek P35G-1.5-14-C). Les sondes sont diluées dans le
milieu selon les concentrations indiquées dans le Tableau 6. Ensuite, les cellules sont fixées avec une
solution de paraformaldéhyde a 4% (Thermo Scientific, réf-28906) pendant 15 minutes, lavées avec du PBS
puis montées avec du Fluoromount-G avec ou sans DAPI (Southern Biotech, réf. 0100-20 et 0100-01). Les
images ont été acquises avec un microscope confocal spectral LEICA TCS SP9 (Leica, Allemagne)
fonctionnant avec le logiciel LASX (Leica, Allemagne), a l'aide d’objectifs HCL PL APO CS2 40X 1.30 NA (ou
63X 1.40 NA) a immersion d’huile.

Sonde Fournisseur Référence Concentration finale Temps
dans le milieu d’incubation a
37°C
NBD cholestérol Invitrogen N1148 2,5 uMou 5 uM 4h
LysoTracker Red Invitrogen L7528 75 nM 30 min - 4h
DND 99
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Dextran TMRM Invitrogen D1817 100 pg/mL 6 heures de
chargement dans
le milieu puis 18
heures de
‘chasing’
Magic Red Immunochemistry SKU-937 1X 30 minutes
Cathepsin B assay, Technologies

Tableau 6. Sondes utilisées pour les essais de fluorescence in vitro.

I11-5 Criblage de drogues par efflux de cholestérol

50 000 cellules ont été ensemencées par puit dans une plaque noire de 96 puits (Falcon, 353376), dans un
milieu de croissance musculaire des myoblastes (Promocell, réf. C-23060). Le lendemain, les cellules sont
traitées par les drogues, diluées dans du milieu frais. 24 heures plus tard, 1 lavage de PBS est fait, et un
mélange de NBD-cholestérol (Invitrogen, réf. N1148) conjugué a une solution de BSA (bovine serum
albumine) est rajouté (5mM NBD-cholestérol - 0,2% BSA). Pour la préparation de cette solution, le NBD-
cholestérol est dilué au 1/20° dans une solution a 4% de BSA, le mélange est vortexé vigoureusement
pendant 1 minute, ensuite cette solution est diluée au 1/20° dans un milieu DMEM (Gibco, Réf. 11966-025)
sans sérum, supplémenté avec 1% de gentamycine (Life Technologies, Réf.15750-037). La plaque est
incubée 4h a 37°C, ensuite le milieu est transféré dans une nouvelle plaque noire (Perkin Elmer, 6005270)
et la fluorescence de la plaque est lue a l'aide d’un lecteur de plaque (PerkinElmer Enspire,
émission/excitation = 469/537nm). Pour la lyse des cellules, une incubation est faite avec un tampon de
lyse (Qiagen, ref. 158906) pendant 30 minutes sur un agitateur a température ambiante. Le lysat est ensuite
homogénéisé a I'aide d’une pipette et la fluorescence est acquise a I'aide du lecteur de plaque.

IV- Analyses moléculaires

IV-1 Extraction des protéines et Western Blot

Les muscles congelés sont découpés a l'aide d’un cryostat en des coupes de 10um d’épaisseur. Un tampon
de lyse RIPA (Thermofisher Scientific, Réf-89901) est ajouté et les échantillons sont lysés a I'aide de
I'appareil Beadmill 24 (Fisherbrand) pendant 40 secondes a 6m/s. Les échantillons sont ensuite centrifugés
pendant 10 minutes a 2000 rpm a 4°C. Le surnageant est récupéré et traité avec une solution de DNAse
(1/1000, Millipore) et un inhibiteur de protéases PIC (Protease Inhibitor Cocktails, Roche) pendant 30
minutes. La concentration totale des protéines est mesurée en utilisant le kit Pierce® BCA Protein Assay
(Thermo Fisher Scientific, réf. 23225). Des quantités égales de protéines (entre 15 et 25 ug) sont chargées
et séparées sur des gels pré-coulés de 4-12% bis Tris (Thermo Fisher Scientfic). Ensuite, les protéines sont
transférées sur des membranes de nitrocellulose a I'aide du systeme iBlot 2 Dry Blotting (Thermo Fisher
Scientific), et une quantification des protéines totales est faite en utilisant le kit Revert Total protein Stain
(Li-Cor). Apres ringage, les membranes sont incubées avec une solution de blocage (Odyssey Blocking
Buffer, Li-Cor) pendant 1h a température ambiante, puis avec une solution contenant les anticorps
primaires dilués dans 50% de solution de blocage a 4°C pendant la nuit (les détails des anticorps utilisés
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sont présentés dans le Tableau 7). Les membranes sont ensuite lavées 3 fois avec une solution de TBST
(Tween 20 0,1%, Tris-buffered saline), et incubées avec les solutions des anticorps secondaires dilués au
1/10000 (IRdye, Li-Cor). Les membranes sont scannées a I'aide de I'appareil Odyssey CLx (Li-Cor), et les
images sont analysées avec le logiciel Image studio Lite (Li-Cor). Pour cela, les pixels des bandes d’intérét
sont quantifiés, et le signal est normalisé au signal d’une protéine de référence (GAPDH) ou aux protéines

totales de |’échantillon.

Anticorps Fournisseur Référence Espéce Dilution
Primaire
Anti-GAPDH Sigma PLA03023 Chevre polyclonal | 1/1000
Anti-GAPDH Sigma G9545 Lapin polyclonal 1/1000
Anti-CTSB Cell signaling 31718 Lapin monoclonal | 1/1000
Anti-LGALS3 R&D AF1197 Chevre polyclonal | 1/1000
Anti-TFEB ThermoFisher A303-673A Lapin polyclonal 1/1000
Scientific
Anti-LAMP2 Abcam Ab13524 Rat monoclonal 1/1000
Anti-SQSTM1 Sigma PO067 Lapin polyclonal 1/1000
Anti-CHMP4B PTG 13683-1-P Lapin polyclonal 1/500

Tableau 7. Anticorps primaires utilisés en WB.

IV-2 Extraction des ARN totaux et RT-qPCR

Les ARN totaux sont extraits a partir de prélévements ou des coupes de muscles préalablement congelés.
Pour cela, 400uL de solution de Nucléozol (Macherey-Nagel réf.740404) sont ajoutés par échantillon, et les
tissus sont broyés a l'aide de I'appareil BeadMill 24 (Fisherbrand) a une vitesse de 6m/s pendant 40
secondes. Ensuite, 160uL d’eau DNAse/RNase free est rajoutée, et les tubes sont mélangés
vigoureusement puis incubés a température ambiante pendant 10 minutes. Les échantillons sont ensuite
centrifugés a 12000 g pendant 15 minutes a 20°C. Lextraction de I'ARN total est faite de fagcon semi-
automatisée en utilisant I'appareil Ideal-32 (ID solutions) a I'aide de billes magnétiques (Macherey-Ngel,
Réf. 744503.12). Les échantillons d’ARN sont ensuite traités et purifiés avec la DNAse pendant 30 minutes
a 37°C (TURBO DNA-free kit, ThemoFisher Scientific). Les concentrations des ARN sont mesurés a I'aide
d’un appareil Nanodrop, et 1 pg d’ARN est utilisé par échantillon pour la transcription inverse en ADN
complémentaire (ADNCc), faite a I'aide du kit RevertAid H Minus First Strand cDNA synthesis (ThermoFisher
Scientific, K1632) selon le programme suivant : 10 minutes a 25°C — 1h15 a 42°C — 10 minutes a 70°C. Les
échantillons de cDNA sont dilués au 1/9¢ et stockés a -20°C jusqu’a I'analyse par PCR quantitative (qPCR).

La PCR quantitative était faite en utilisant un LightCycler 480° (Roche) avec les essais PCR SYBR Green
(ThermoFisher Scientific, réf.4309155). Les séquences des amorces utilisées sont présentées dans le
Tableau 8. Chaque réaction était faite en duplicata, et les résultats obtenues pour Rplp0 sont utilisés pour

la normalisation de I'expression des génes selon la méthode de dérivative secondaire de Livak 13*3!,

Amorce sens Amorce anti-sens

AGATTCGGGATATGCTGTTGGC TCGGGTCCTAGACCAGTGTTC

Rplp0
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Lgals3 AGACAGCTTTTCGCTTAACGA GGGTAGGCACTAGGAGGAGC
Tfeb GCAGCCACCTGAACGTGTA TGTTAGCTCTCGCTTCTGAGT
Lamp2 TGTATTTGGCTAATGGCTCAGC TATGGGCACAAGGAAGTTGTC
Ctsd GCTTCCGGTCTTTGACAACCT CACCAAGCATTAGTTCTCCTCC
Ctsb TCCTTGATCCTTCTTTCTTGCC ACAGTGCCACACAGCTTCTTC
Atp6vih GGATGCTGCTGTCCCAACTAA TCTCTTGCTTGTCCTCGGAAC
Abcal TGGTGATGCGGAAGTTTCTG TTGTCACAACTGGCTTCAGG
Apoe TGCTGTTGGTCACATTGCTG TAATCCCAGAAGCGGTTCAGG
u-dystrophin GATTGAGAAGCTGCTGGACC TCTGGTGGTGTAGCTGGAAG

Tableau 8. Amorces d’oligonucléotides utilisées pour les essais de PCR quantitative par essais SYBR Green. Des
solutions méres d’amorces sens + anti-sens de 4uM sont préparées. Une concentration finale de 0,2uM est utilisée par
réaction.

IV-3 Extraction ADN et quantification de VGCN

LADN génomique (ADNg) est extrait a partir des prélevements ou des coupes de muscles et d’organes
préalablement congelés. Les coupes de tissus sont lysées a l'aide de l'appareil FisherBrand avec une
solution de RIPA (ThermoFisher Scientific, réf. 89901) pendant 40 secondes (vitesse =6 m/s). Les
échantillons sont ensuite centrifugés pendant 10 minutes a 2000 g a 4°C et le surnageant est récupéré.
LADN est extrait avec le kit d’extraction NucleoMag Pathogen (Macherey-Nagel, réf. 744210.4) a I'aide de
I'appareil KingFisher (ThermoFisher Scientific, réf. 5400640). La concentration de I’ADN est quantifiée a
I'aide de I'appareil Nanodrop, et les échantillons sont dilués a une concentration de 10 ng/uL pour la
guantification des VGCN par PCR quantitative, a l'aide des essais SYBR Green (ThermoFisher Scientific,
réf.4309155). Les amorces pour p-dystrophin et Rplp0 (Tableau 8) sont utilisées pour la quantification du
de nombre de vecteurs et la normalisation.

IV-4 Analyse de Lipidomique

Des muscles GA de souris ont été broyés dans une solution de PBS et dilués a 5 mg de tissu /mL (n=4 par
groupe). Lanalyse lipidomique dite ‘shotgun’ a été faite par Lipotype (Dresden, Allemagne). Cette
technique comprend l'extraction automatisée des échantillons, une perfusion directe automatisée des
échantillons et la spectrométrie de masse a haute résolution qui saisit des étalons internes spécifiques aux
classes lipidiques. Brievement, I'extraction des lipides a été faite en utilisant du chloroforme et du
méthanol 3%, Les échantillons ont été dopés avec des étalons internes spécifiques aux classes de lipides
avant l'extraction. Apres séchage et remise en suspension dans le mélange d'acquisition de spectrométrie
de masse, les extraits lipidiques ont été soumis a une analyse par spectrométrie de masse. Les spectres de
masse ont été acquis sur un spectrométre de masse hybride quadripdle/Orbitrap équipé d'une source
d'ions nano-flow electrospray automatisée en mode d'ions positifs et négatifs. Le logiciel ‘LipotypeXplorer’
est utilisé pour I'identification des lipides sur les spectres de masse. Le traitement et I'analyse des données
sont effectués a I'aide du systéeme d’information et de gestion de Lipotype et du logicel web LipotypeZoom.
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IV-5 Quantification du cholestérol libre dans des biopsies musculaires

Des coupes de muscles sont pesées (entre 10-20 mg) puis broyés en utilisant un mix de
chloroforme/Isopropanol/NP-40 (7:11:0,1) pendant 1 minute a laide de l'appareil Beadmill 24
(Fisherbrand). Les échantillons sont ensuite centrifugés a 15000 g pendant 10 minutes. Les surnageants
sont transférés dans de nouveaux tubes, séchés a 50°C puis centrifugés a vide pendant 30 min. Le culot est
alors re-suspendu dans le tampon du kit de quantification de cholestérol a concentration de 20 ug/uL, et
vortexé fortement. La quantification du cholestérol libre est faite en dupliqua en utilisant le kit Amplex Red
Cholesterol (Invitrogen, réf. A12216), en suivant les instructions du fournisseur. Les concentrations de
cholestérol sont normalisées au poids du tissu pour chaque échantillon.

IV-6 Analyses de transcriptome

Pour I'analyse de transcriptome des souris Dmd™®, 'ARN a été extrait du diaphragme de souris de 5
semaines et de controles WT. La qualité de I'ARN des échantillons a d'abord été vérifiée a l'aide du
Bioanalyzer 2100 (Agilent). Les échantillons dont I'indice d'intégrité de I'ARN était supérieur a 8 ont ensuite
été utilisés pour le séquencage de I'ARN (Genewiz). Le Stranded Total RNA Library Prep Kit (Illumina) a été
utilisé pour créer les librairies de séquencage, qui ont été séquencées selon le protocole Illumina sur
I'instrument NovaSeq (lllumina), ce qui a permis d'obtenir environ 20 millions de lectures paires par
librairie. Les lectures en paires ont été filtrées et soumises a un contréle de qualité a I'aide de fastp. lls ont
ensuite été cartographiés sur le génome GRCm38/mm10 a l'aide de HISAT2 et des tableaux de comptage
ont été générés a l'aide de htseqg-count.

Pour les transcriptomes du GRMD et de patients DMD, les données ont été collectées sur la base de
données de NCBI (chiens GRMD de 6 mois, muscle GA medial, réf. GSE68626 - patients DMD < 7 ans, réf.
GSE38417).

IV-7 Quantification de CK dans le sérum

La quantification de la créatine kinase (CK) dans le sérum a été réalisée a I'aide d’un analyseur FUJI DRI-
Chem nx500 (DMV Imaging). 10 pL de sérum dilués ont été déposés sur les plaquettes FUJI DRI-CHEM CPK-
PIlIl (DMV Imaging, réf.15809463), et les concentrations de CK ont été générées automatiquement en unités
internationales par litre de sérums (U/L).

IV-8 Quantification de fragments de MYOMS3 par test ELISA

Des fragments de la protéine structurelle myofibrillaire myomésine-3 (MYOM3) ont été identifiés comme
étant anormalement présents dans les sérums de modéles animaux dystrophiques B> . Pour quantifier
ces fragments dans le sérum des souris, un test immuno-enzymatique (ELISA) de type Meso Scale Discovery
(MSD) a été réalisé. Contrairement a un ELISA classique, le MSD-ELISA, utilise une électro
chemiluminescence (ECL) comme technique de détection, par opposition a une réaction colorimétrique
classique, ce qui permet un intervalle de détection plus large et sensible.

L'anticorps de capture polyclonal anti-MYOM3 (Proteintech Lab, réf. 17692-1-AP) est ajouté dans les puits
d’une plaque Multi-Array contenant des électrodes (MSD, réf. LI5XA-3), et la plaque est incubée a 4°C
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pendant une nuit. La plaque est ensuite lavée 4 fois avec une solution de lavage (PBS + 0,05% de Tween
20), et la saturation des puits est effectuée avec une solution d'albumine sérique bovine (BSA) a 3%
pendant 1 heure a température ambiante. Apreés 3 lavages, les sérums dilués sont ajoutés (dilution au 1/50°
dans une solution de BSA a 1%) et la plaque est incubée 2h a température ambiante sous agitation. Une
gamme standard du peptide MYOM3 a également été utilisée pour le calcul des concentrations. La
révélation se fait a l'aide d'un anticorps monoclonal de souris (Anti-51r20, concu chez Proteogenix©)
couplé a un sulfo-tag (Mesoscale, réf. R31AA-2). La plaque est incubée encore 2 heures sous agitation, puis
lavée 3 fois. Enfin, 150 uL le tampon de lecture MSD-Gold (MSD, réf. R92TG-2) sont ajoutés et la lecture de
I’électro-chemiluminescence est réalisée avec |'automate MESO QuickPlex SQ 120 (MSD). Les
concentrations de MYOM3 sont calculées a l'aide de la gamme standard de MYOM3, et exprimées en

pg/uL.

IV-9 Quantification de LGALS3 par test ELISA

La quantification de LGALS3 dans le sérum des souris a été faite a I'aide du kit ELISA de galectin-3 murin
(Invitrogen, réf. EMLGALS3), selon les instructions du fournisseur. Les sérums ont été dilués au 1/50¢ et les
concentrations de LGALS3 dans les sérums des souris sont mesurées en dupliqua.

V- Histologie et Immunofluorescence

Les muscles ont été disséqués, fixés sur de bouchons en liége et congelés dans de l'isopentane refroidi
dans de l'azote liquide, puis stockés a -80°C. Des cryosections transversales (8um d'épaisseur) ont été
préparées a partir des muscles congelés, séchées a I'air et conservées a -80°C.

V-1 Colorations histochimiques

e Lacoloration H&E a été réalisée conformément aux procédures standards. Cette coloration associe
une coloration nucléaire par I’'hématoxyline a une coloration cytoplasmique par I'éosine.

e La coloration Oil Red O permet d’identifier les lipides hydrophobes en phase liquide. Le corps
coloré appelé Lysochrome, se déplace du solvant dans lequel il se trouve vers le lipide tissulaire, et
les gouttelettes lipidiques sont colorées en rouge et les noyaux en bleu 13°¢),

e La coloration Rouge Sirius permet d’évaluer la fibrose d’un tissu en associant une coloration rouge
pour les fibres de collagéne a une coloration jaune pour le cytoplasme. Brievement, les lames ont
été traitées a l'acétone pendant 1 heure, fixées au formol pendant 5 minutes, puis incubées dans
la solution de Bouin pendant 10 minutes. Les lames sont ensuite rincées a I'eau deux fois et
colorées dans une solution de Rouge Sirius (Sigma, réf. 365548) (dilué dans 0,1% de l'acide
picrique) pendant 1 heure, lavées a I'eau et déshydratées a I'éthanol (70% 1 min, 95% 1 min, 100%
pendant 2 min) et puis éclaircies en bain de xyléne (2 lavages pendant 1 min). Les lames sont
montées dans un milieu de montage et séchées a l'air.
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Les images des colorations histologiques a champ clair ont été numérisées a l'aide d'un scanner de lames
Axioscan Z1 (Zeiss, Allemagne) sous un objectif sec Zeiss Plan-Apochromat 10X/0,45 M27 (ZEISS,
Allemagne). Les images du scanner en tuiles ont été reconstruites avec le logiciel ZEN (ZEISS, Allemagne).
La quantification de la zone positive de fibrose a été réalisée a |'aide du logiciel QuPath.

V-2 Immunohistochimie fluorescente

e Essai de puncta de Galectin-3 sur des coupes transversales de muscles

Les lames sont séchées a température ambiante pendant 10 minutes. Un stylo PAP est utilisé pour dessiner
des cercles autour des sections musculaires, et les lames sont réhydratées dans du PBS pendant 5 minutes.
Les lames sont ensuite fixées dans du paraformaldéhyde a 4 % (Thermo Scientific, réf-28906) froid pendant
3 minutes et lavées 2 fois dans du PBS. Les lames sont ensuite perméabilisées dans un gradient de
méthanol glacé (10 min 70% ; 10 min 95%, 20 min 100%). Apreés 3 lavages avec du PBS (5min), une solution
de sérum de chevre de 10% (Agilent, réf. X090710) est utilisée pour le blocage a température ambiante
pendant 30 min. Une deuxiéme solution de blocage ‘Mouse-on-Mouse’ (Invitrogen, réf. R37621) est ensuite
utilisée pour bloquer la liaison endogene aux immunoglobulines de souris (30 min a température
ambiante). Les lames sont incubées avec la solution d'anticorps primaires anti-LAMP2 et anti-LGALS3 a 4°C
pendant la nuit (Tableau 9). Les lames sont aprés lavées dans une solution de TTBS 3 fois pendant 5
minutes, puis incubées 2h a 4°C dans une solution d'anticorps secondaires dilués au 1/200° dans 1% de
sérum de chévre (Molecular Probes, Alexa GARat 488 réf. A11006, Alexa GAMIgG1 594 réf. A21125). Enfin,
les lames sont lavées dans une solution de PBS 3 fois pendant 5 minutes, rincées dans de |'eau milliQ et
montées avec un milieu de montage DAPI-Fluoromount-G (Southern Biotech, réf. 0100-20). Une fois les
lames séchées, elles sont imagées au microscope confocal spectral LEICA TCS SP8 (Leica, Allemagne)
fonctionnant sous le logiciel LASX (Leica, Allemagne) a I'aide d'un objectif sec HC PL APO CS2 20X 0,75 NA.
Les images acquises sont traitées avec Fiji Imagel pour les figures finales.

e Autres immunomarquages

Les lames sont séchées a température ambiante pendant 10 minutes. Un stylo PAP est utilisé pour dessiner
des cercles autour des sections musculaires, et les lames sont réhydratées dans du PBS pendant 5 minutes.
Ensuite, les lames sont fixées pendant 10 minutes avec une solution de PFA sans méthanol a 4% (Thermo
Scientific, réf-28906), perméabilisées dans du Triton a 0,1 % pendant 5 minutes et bloquées 45 minutes
dans une solution de sérum de chévre de 10 % (Agilent, réf. X090710). Pour les marquages utilisant des
anticorps primaires de souris, un blocage additionnel pendant 30 minutes est fait avec la solution ‘mouse
on mouse’ (Invitrogen R37621). Les lames sont ensuite incubées avec la solution d’anticorps primaire a 4°C
pendant la nuit (détails des anticorps indiquées dans le Tableau 9, les anticorps sont dilués dans 1/10¢ de
la solution de blocage). Les lames sont ensuite lavées 3 fois dans du PBS et incubés 2h a 4°C avec une
solution d’anticorps secondaire (la gamme Alexa de Molecular Probes est utilisée, les anticorps sont dilués
dans 1% de la solution de blocage au 1/200¢). Les lames sont apres lavées trois fois avec du PBS et montées
dans du DAPI Fluoromount-G (Southern Biotech, réf. 0100-20).
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Une fois les lames séchées, elles sont imagées au microscope confocal spectral LEICA TCS SP8 (Leica,
Allemagne) fonctionnant sous le logiciel LASX (Leica, Allemagne) a I'aide d'un objectif sec HC PL APO CS2
20X 0,75 NA. Les images acquises sont éditées avec Fiji Imagel pour les figures finales.

Pour le marquage de la dystrophine, les images ont été numérisées a |'aide du scanner de lames Axioscan
Z1 (Zeiss, Allemagne) sous un objectif sec Zeiss Plan-Apochromat 10X/0,45 M27 (Zeiss, Allemagne) et a
I'aide d'une caméra numérique CMOS ORCA-Flash4.0 (Hamamatsu, Japon). Les images du scanner en tuiles
ont été reconstruites avec le logiciel ZEN (ZEISS, Allemagne), et la taille d'un pixel est de 0,65 um.

o Détection de cholestérol libre par marquage au filipin

La détection du cholestérol libre a été faite avec le fluorophore filipin (Sigma, Réf. SAE008). Le filipin est
incubé avec la solution des anticorps secondaires a une concentration de 100pug/mL.

La ‘wheat germ agglutin’ conjugée a I'Alexa fluor 488 (Invitrogen, W11261) est également incubée avec les
anticorps secondaires et diluée au 1/500¢.

Anticorps Fournisseur Référence Espéece Dilution
Primaire
Anti-LGALS3 Santacruz Sc-32790 Souris monoclonal IgG1 1/50
Anti-LAMP2 Abcam Ab13524 Rat monoclonal 1/200
Anti-LAMININ | Invitrogen PA1-1673 Lapin polyclonal 1/500
Anti-CD11B BD 550282 Rat monoclonal 1/40
Pharmingen
Anti-TFEB ThermoFisher | A303-673A Lapin polyclonal 1/100
Scientific
Anti-CTSB Cell Signaling 31718 Lapin monoclonal 1/400
Anti-LC3B Sigma L7543 Lapin polyclonal 1/100
Anti-CHMP4B | PTG 13683-1-AP Lapin polyclonal 1/200
Anti-DMD Leica NCL-DYSB Souris monoclonal IgG1 1/50

Tableau 9. Liste d’anticorps primaires utilisés pour les essais d’immunofluorescence.

VI- Statistiques et Analyses d’Images

e Analyses Statistiques

Toutes les données ont été analysées avec Graphpad Prism 9 (GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA, USA).
Il a été considéré que les variances sont égales et que les valeurs suivent une distribution normale. Un test
de Student a été utilisé pour la comparaison de la moyenne de deux groupes. Un test ANOVA a une variable
a été utilisé pour la comparaison de 3 groupes ou plus, accompagné d’un test de comparaison multiple de
Tukey. Les barres d’erreur sur les graphs représentent I'écart-type. Les valeurs de la p.value des tests
statistiques ont été représentées sur les graphs de la fagon suivante : * : p<0,05 ; ** : p<0,01 ; *** : p<0,001,
***% . p<0,0001.

e Analyse de la fluorescence cellulaire totale corrigée
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La quantification de la fluorescence cellulaire totale corrigée a été faite avec le logiciel Fiji Image J, en
suivant la procédure décrite par Marwaha & Sharma 7!, La quantification a été faite sur des cellules de
plusieurs images acquises sur des champs multiples. Le nombre de cellules quantifiées est indiqué pour
chaque figure.

e Analyse de colocalisation

Le plug-in JaCOP d’Imagel a été utilisé pour I'analyse de la colocalisation par calcul des coefficients de
Manders. Ces coefficients indiquent la fraction de la fluorescence du signal d’un canal localisé dans les
pixels de fluorescence d’un deuxieme canal.

La fonction de corrélation croisée a été aussi calculée avec le plugin JaCOP. Cette fonction est plus
compatible avec les images a haute résolution et permet de mesurer la corrélation entre deux signaux sur
une distance plus élargie (les pixels n‘ont pas besoin de se chevaucher).
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RESUME DE LA THESE EN FRANCAIS

La myopathie de Duchenne (DMD) est une maladie musculaire dégénérative, rare et progressive, qui
touche principalement les jeunes garcons. Elle est due a des mutations dans le géne DMD codant pour
la protéine dystrophine. Il n‘existe pas de traitement curatif pour la DMD actuellement. Lapproche
thérapeutique la plus prometteuse est la thérapie génique qui consiste a transférer une version
raccourcie de la dystrophine (u-dys) par vecteurs adéno-associés recombinants (AAVr). Toutefois, cette
approche a montré une efficacité limitée chez les patients, ainsi qu’une toxicité liée aux doses
importantes d’AAVr injectés. Le but du travail présenté est de caractériser les troubles métaboliques
et cellulaires dans la DMD, et de développer de thérapies combinées, associant la thérapie génique a
un traitement complémentaire ciblant les troubles identifiés. Nous avons identifié une dérégulation
du métabolisme du cholestérol dans la DMD, qui correle avec une accumulation de cholestérol dans
le compartiment endolysosomal du muscle. De plus, une surexpression et un recrutement de
galectine-3 au niveau des lysosomes ont indiqué des lésions de la membrane lysosomale dans le
muscle dystrophique. Ensuite, nous avons identifié une molécule (Drogue X) capable d’éliminer le
cholestérol lysosomal du muscle. La drogue a permis de corriger les lésions lysosomales chez des
souris modeles de la DMD, et d’'améliorer le phénotype dystrophique. L'association de la drogue X a la
thérapie génique par p-dys a permis d’améliorer son effet, car administrée seule, celle-ci ne corrige
pas les dégats lysosomaux. Lidentification des dégats lysosomaux dans la DMD offre ainsi de nouvelles
pistes thérapeutiques.

TITRE DE LA THESE EN ANGLAIS

Dysregulations of cholesterol trafficking and of the endolysosomal system in Duchenne Muscular
Dystrophy: towards combined approaches

RESUME DE LA THESE EN ANGLAIS

Duchenne muscular dystrophy (DMD) is a rare, progressive muscular dystrophy that affects mainly
young boys. It is caused by mutations in the DMD gene coding for the dystrophin protein. To date,
there is no cure for DMD. The most promising therapeutic approach is gene therapy, which consists of
delivering a shortened version of dystrophin (p-dys) using recombinant adeno-associated viruses
(rAAV). However, p-dys gene therapy showed limited efficacy in patients and toxicity issues linked to
high doses of injected vectors. The aim of the work presented here is to first improve our
understanding of the metabolic and cellular perturbations in DMD, and secondly to develop combined
therapies approaches, associating gene therapy to treatments of identified dysregulations. We have
identified that cholesterol metabolism is dysregulated in DMD muscle, which correlated with a high
cholesterol accumulation in the endolysosomal compartment. An overexpression and recruitment of
galectine-3 (LGALS3) to lysosomes indicated significant lysosome damage in DMD muscle. Moreover,
we have identified a drug (Drug X) capable of removing lysosomal cholesterol from muscle. This drug
corrected lysosome damage in a mouse model of DMD (Dmd™®) and reduced some of the dystrophic
features. The combination of this drug to p-dys gene therapy improved the efficacy of gene therapy,
which did not correct lysosome damage alone. The identification of lysosomal damage in DMD offers
new therapeutic approaches for DMD.
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