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> « De 'audace, encore de "audace, toujours de I'audace »
disait Danton en 1792. Certes, mais la fin justifie-t-elle
toujours les moyens ? On est en droit de se le demander a la
lumiere de I"actualité récente en matiére de thérapies inno-
vantes pour la dystrophie musculaire de Duchenne (DMD).
L'annonce du décés du premier patient ayant bénéficié d’une
technologie CRISPR-Cas9 a visée thérapeutique a suscité un
vif émoi dans la communauté myologique au sens large.
Pour mieux comprendre les raisons et les répercussions de
cette issue tragique et de ce qui pourrait s’apparenter, en
premiere lecture, a un fiasco, il faut remonter a quelques
années en arriere. Nul n’est besoin de rappeler, surtout dans
ces colonnes, le mécanisme d’action de cette technique
révolutionnaire de biologie moléculaire co-découverte en
2012 par des chercheuses, 'une américaine, I'autre fran-
caise, toutes deux nobelisées depuis. CRISPR-Cas9 fait
partie des nouveaux outils d’édition du génome capables
de réparer toutes sortes de défauts d’un géne donné. Des
résultats trés concluants, issus notamment des travaux
d’€ric Olson au Texas, ont déja été obtenus dans des
modeles cellulaires et animaux (souris, chien) de la DMD.
S’il y avait consensus pour penser que CRISPR-Cas9
constitue un outil trés puissant promis a un bel avenir,
les avis restaient et restent partagés quant au meilleur
timing pour tester la technique chez I’lhomme malade, la
crainte du off-targeting et le manque de recul, malgré le
succes de I’expérimentation animale, étant souvent mis
en avant par les partisans d’un certain attentisme.

Ce saut dans I'inconnu a néanmoins été franchi par une
biotech américaine dans des conditions trés particuliéres.
Cure Rare Disease n’est pas une start-up de la biopharma
comme les autres. Basée a Boston, elle se revendique a but
non lucratif et vise a apporter des solutions thérapeutiques
issues de la connaissance des genes, dont CRISPR-Cas9
mais pas seulement, pour les maladies génétiques rares
en général et les ultra-rares en particulier. Son président-
fondateur, Rich Horgan, un jeune entrepreneur primé par
le magazine Forbes, avait une raison supplémentaire de
s'intéresser au sujet: son frere cadet Terry, souffrait de
DMD. Apres avoir levé suffisamment de fonds pour financer
un premier essai clinique, le jeune trentenaire s’est lancé

m/s hors série n° 1, vol. 38, décembre 2022
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L’innovation thérapeutique
a tout prix ?

J. Andoni Urtizberea

dans un essai que I'on pourrait qualifier de compassionnel. Le seul patient
sélectionné pour I’étude était relativement dgé (27 ans), non-ambulant
et vraisemblablement a un stade avancé de sa maladie. Ce malade n’était
autre que son frere Terry. U'essai référencé CRD-TMH-001 a regu la béné-
diction a la fois de la Food & Drug Administration (FDA) et des conseillers
scientifiques de Cure Rare Disease parmi lesquels figurent d’éminents
spécialistes comme Monkol Lek et Robert J. Brown. Avant méme que le
patient bénéficie, au cours de cet été 2022, d’une injection intraveineuse
unique d’un AAV contenant des éléments du systeme CRISPR-Cas9, des voix
s’étaient élevées, notamment en Europe, pour dénoncer cette fuite en avant
tout en alertant sur la crainte qu’une telle étude ne prouve rien in fine.
Terry Horgan est décédé a 27 ans dans des circonstances encore peu
claires. La communication autour de cet événement tragique reste tres
verrouillée au motif, en grande partie légitime, qu’une enquéte d’imputa-
bilité est en cours. A ce stade, les experts en sont donc réduits & spéculer
sur implication de plusieurs facteurs. Si les dangers liés a Iutilisation des
AAV en clinique humaine commencent a étre bien documentés, ce n’est pas
vraiment le cas pour I'édition génomique de type CRISPR-Cas9. Les autres
facteurs a potentiellement incriminer concernent I’dge du patient et le fait
qu’une cardiomyopathie, généralement inéluctable a ce stade de la mala-
die, aurait pu décompenser a Ioccasion de cette thérapie.

Toujours est-il qu’un sentiment de gachis prédomine apres cet échec. D’au-
cuns craignent méme que le principe de 'utilisation de I’édition génomique
en clinique humaine ne soit remis en cause et qu’'un moratoire soit mis en
place comme cela avait été le cas, dans les années 1990, lors des premiéres
expérimentations humaines de thérapie génique a base d’adénovirus. Pour
Rich Horgan, il s’agit sans doute d’une triple peine : son frére n’est plus ; un
sentiment de culpabilité doit I’habiter méme si lui et son frére ont agi en
toute connaissance de cause ; les investisseurs et donateurs risquent fort
de se détourner de Cure Rare Disease, au moins pour un moment. ¢
Therapeutic innovation at all costs?
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> histone désacétylase 6 (HDAC6) est envi-
sagée aujourd’hui comme une cible thérapeu-
tique de choix dans le traitement de nombreuses
maladies. U'expression de HDAC6 est fortement
augmentée dans un ensemble varié de mala-
dies. Depuis une dizaine d’années, une pléiade
de nouveaux inhibiteurs sélectifs de I'activité
de HDAC6 ont été synthétisés et caractérisés.
De nombreuses études ont démontré I'effica-
cité et les effets bénéfiques des inhibiteurs de
HDAC6 dans différents cancers, maladies neu-
rodégénératives ou inflammatoires, ainsi que
dans diverses maladies neuromusculaires. Tous
les mécanismes d’actions de HDACé expliquant
I’effet de son inhibition dans les pathologies ne
sont pas encore connus. Nous avons récemment
montré que HDACé, via la régulation du réseau
de microtubules, joue un r6le au niveau des jonc-
tions neuromusculaires en contrélant I"achemi-
nement des récepteurs de I'acétylcholine. <

HDAC6, une désacétylase aux multiples visages

Son nom est trés évocateur : histone désacétylase 6 ou
encore HDAC6. Bien que membre de la grande famille
des histones désacétylases (HDACs), HDAC6 est cyto-
plasmique et n’est pas connue pour désacétyler les
histones nucléaires. Le rle de HDAC6 est décidément
tout autre : elle est impliquée dans des processus bio-
logiques indispensables au fonctionnement cellulaire,
notamment la liaison et le transport des protéines
ubiquitinées et la désacétylation de protéines cyto-
plasmiques. HDAC6 se distingue donc nettement des
autres HDACs. Membre de la classe Ilb de la famille
HDAC, I’histone désacétylase 6 est une protéine cyto-
plasmique de 1215 acides aminés (Figure 1) composée

Vignette : image confocale AiryScan illustrant une jonction neuromusculaire murine
et son réseau de microtubules. Fluorescence verte (tubuline tyrosinée), rouge
(tubuline acétylée), et bleue (récepteur de I'acétylcholine).
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de cing domaines caractéristiques bien spécifiques [1]. Les différents
domaines comprennent a son extrémité N-terminale un signal d’export
nucléaire (NES) conservé qui empéche son accumulation dans le
noyau. Ensuite, on retrouve les deux domaines catalytiques (DD1 et
DD2) responsables de I’élimination du groupe acétyl d’un résidu lysine
spécifique. Le quatrieme domaine S€E14 garantit que HDAC6 s’ancre de
maniere stable dans le cytoplasme. Enfin, a son extrémité C-terminale
se localise un domaine & doigt de zinc de liaison & I'ubiquitine (UBD)
interagissant avec les composants de la voie ubiquitine-protéasome
[2]. €n effet, grdce & son domaine de liaison & I'ubiquitine, HDAC6
joue un role essentiel dans la réponse cellulaire aux protéines mal
repliées et agrégées. HDACH participe au recrutement des agrégats de
protéines ubiquitinylées dans I"agrésome [3]. On notera également
que HDAC6 est le seul membre de la famille HDAC qui possede deux
domaines catalytiques désacétylases en tandem. Cette duplication est
nécessaire a I'activité de désacétylation de la tubuline, mais elle reste
encore mal étudiée. En définitive, cet ensemble de domaines fait de
HDAC6 une enzyme unique au sein de la famille des HDACs.

HDAC6 est principalement connue pour son activité désacétylase de
protéines cytoplasmiques. Au début des années 2000, le premier subs-
trat physiologique identifié de HDAC6 fut I'ai-tubuline [4]. €n effet,
HDAC6 a été décrite pour la toute premiere fois comme une désacé-
tylase spécifique capable de réguler I"acétylation des microtubules.
Comme leur nom l’indique, les microtubules sont des tubes de petit
diametre, des filaments cylindriques du cytosquelette présents dans
le cytoplasme de toutes les cellules eucaryotes et sont constitués de
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Figure 1. HDAC6 : structure et fonction. Plusieurs processus cellulaires sont
régulés par HDAC6 qui désacétyle de nombreux substrats cytoplasmiques grdace

a ses deux domaines désacétylases.

tubuline a et de tubuline B. Uacétylation de la tubuline o a lieu au
niveau de la lysine 40 qui est située dans la lumiére des microtubules.
Les modifications post-traductionnelles des microtubules, telles que
I’acétylation, la tyrosination, la polyglutamylation et la polyglycy-
lation, sont importantes pour la régulation de la polymérisation/
dépolymérisation des microtubules [5]. €n particulier, I"acétylation
de P'o.-tubuline est un déterminant et un marqueur de la stabilité
des microtubules. €lle est notamment connue pour réguler les dépla-
cements intracellulaires dépendant des microtubules. Depuis plus
de 15 ans, de nombreux autres substrats cytoplasmiques de HDACé
ont été identifiés tels que la cortactine, HSP90, la survivine, Ku70, la
[B-caténine, p53, HIF-1a., K-ras, Tat, 14-3-3C, Hsc70, HMGN2, Samé8,
DNAJAL, MYH9, et RIG-I. Ces nouveaux substrats sont impliqués dans
de nombreux processus cellulaires tels que "adhérence, la motilité et
la migration cellulaire, la formation d’agrésomes, la réponse au stress,
I’hypoxie, I"expression des genes, le cycle cellulaire, ou la mort cellu-
laire via "apoptose. HSP90, une protéine chaperonne, fut le deuxieme
substrat de ’HDAC6 identifié aprés la tubuline [6]. Cette protéine est
surexprimée en réponse au stress cellulaire et agit sur les protéines
impliquées dans les signalisations prolifératives/anti-apoptotiques
et dans le contrdle du cycle cellulaire. Lacétylation de HSP90 régule

m/s hors série n° 1, vol. 38, décembre 2022

sa stabilité ; en désacétylant HSP90, HDAC6 régule
les niveaux de HSP90 et contréle ainsi de nombreuses
oncoprotéines et la propagation de la réponse cellulaire
a inflammation [6].

Les nouveaux inhibiteurs sélectifs de HDAC6
et la pertinence thérapeutique de cette
inhibition

Au cours des derniéres décennies, la compréhension
croissante des mécanismes épigénétiques a permis Iex-
pansion rapide des connaissances sur le role des HDACs
dans le développement du cancer. Les inhibiteurs de
HDACs représentent une classe de médicaments antitu-
moraux intéressante compte tenu de la série de réponses
moléculaires et biologiques qu’ils induisent et de leur
faible toxicité pour les cellules normales. €tant donné
que les HDACs modulent diverses fonctions cellulaires
notamment celles impliquées dans la survie des cellules
et qu’elles sont souvent surexprimées dans les cancers,
la découverte des liens entre I’acétylation des histones
et les pathologies malignes a incité au développement
de nouveaux médicaments ciblant les HDACs. Dix-huit
HDACs ont été identifiées a ce jour chez ’lhomme et sont
regroupées dans différentes classes qui tiennent compte
de leurs spécificités structurelles et/ou catalytiques.
Dans de nombreuses maladies, I’expression et I'activité
des HDACs sont accrues et les inhibiteurs généraux des
HDACs exercent leurs effets biologiques via I’hyperacéty-
lation d’un grand nombre de protéines cellulaires impli-
quées dans la mort cellulaire, I'arrét du cycle cellulaire,
la sénescence ou encore I'autophagie. De maniere repro-
ductible, "augmentation de I'acétylation des protéines
est inversement corrélée a la prolifération et a la survie
des cellules, conduisant ainsi a I'arrét de la croissance
et a la mort des cellules tumorales. Sur cette base, les
inhibiteurs d’HDACs ont fait I’objet de nombreux essais
cliniques (Tableau I). Certains inhibiteurs ont démontré
un potentiel thérapeutique prometteur dans des patho-
logies telles que le lymphome cutané a cellules T, les
syndromes myélodysplasiques ou le lymphome diffus a
grandes cellules B. Le ginivostat, un inhibiteur général
d’HDACs, a montré son efficacité dans des modeles de
souris dystrophiques et est cours d’évaluation clinique
pour la dystrophie musculaire de Duchenne [7,8]. Dans
les modéles animaux, une récupération fonctionnelle et
morphologique a été démontrée dans des muscles de
souris dystrophiques traitées avec la trichostatine A, un
inhibiteur général des HDACs [9]. De méme, I’adminis-
tration d’un inhibiteur général des HDACs dans un modele
de souris atteinte d’amyotrophie spinale permet aux
motoneurones de la moelle épiniere d’étre protégés de



Inhibiteurs des HDACs

Vorinostat

Ginivostat

Ricolinostat (ACY-1215, rocilinostat)

Acide Valproique
Acide butyrique
Nicotinamide
Citarinostat (ACY-241)
Romidepsine
Trichostatine A
Tubastatine A
Tubacine

Nexturastat A (NextA)
HPOB

ACYy-1083

ACY-775

Cy-738

WT161

Sirtinol

Cambinol

Cible des HDACs
Toutes classes
Toutes classes

Classe I1b (HDAC6)
Classe | et lla

Classe | et Ila

Classe Il

Classe I1b (HDAC6)
Classe |

Toutes classes

Classe IIb (HDAC6)
Classe I1b (HDAC6)
Classe I1b (HDAC6)
Classe IIb (HDAC6)
Classe I1b (HDAC6)
Classe I1b (HDAC6)
Classe IIb (HDAC6)
Classe 11b (HDAC6)
Classe 111 (Sirtl et Sirt2)

Classe 11 (Sirtl et Sirt2)

Essai Clinique
Phase | /11 /111
Phase | /1l
Phase | /1l
Phase | /1l
Phase | /1l
Phase | /1l
Phase |

Phase |
Pré-Clinique
Pré-Clinique
Pré-Clinique
Pré-Clinique
Pré-Clinique
Pré-Clinique
Pré-Clinique
Pré-Clinique
Pré-Clinique
Pré-Clinique

Pré-Clinique

Tableau I. Classification des inhibiteurs de HDACs dans les essais cliniques.

la dégénérescence augmentant ainsi la durée de vie de ces souris [10].
Cependant, une certaine toxicité des inhibiteurs généraux des HDACs
limite leur utilisation chez I’homme. Elle pourrait étre due a leur manque
de spécificité qui réduirait leur profil de tolérance. Afin de préserver
leurs effets bénéfiques tout en réduisant leur toxicité, des composés
plus sélectifs ont été développés. La classe I1b, et notamment HDACS, est
apparue comme une arme thérapeutique de choix.

HDAC6 est devenue une molécule prometteuse en raison de ses fonc-
tions et des substrats non-histones qu’elle cible. D’autre part, I'inhi-
bition de HDACé ne semble pas causer de toxicité sévere, comme
le montre la bonne tolérance des différents inhibiteurs développés
ayant une capacité préférentielle a inhiber HDAC6. En résumé et
compte tenu de I’effet des inhibiteurs de HDACé sur la progression
de plusieurs maladies, cette enzyme représente une cible pharma-
cologique potentielle pour permettre une inhibition sélective dans
la famille des HDACs, réduisant ainsi les risques de toxicité liés aux
effets non spécifiques des inhibiteurs généraux des HDACs. Au cours
de la derniére décennie, de nombreux inhibiteurs sélectifs de HDAC6
ont été développés et étudiés jusqu’a présent. Surtout, et lorsque
I’on consideére 'inhibition de HDAC6 comme une approche thérapeu-
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tique pour les maladies, il est important de mention-
ner que les souris déficientes en HDAC6 présentent un
développement normal et que I’hyperacétylation de la
tubuline, observée dans la plupart des tissus en raison
de I"absence de HDAC6, n’a que des effets négligeables
[11]. Pensemble de ces données démontre que les
souris survivent bien sans HDAC6 et que I’hyperacéty-
lation de la tubuline n’est pas préjudiciable au déve-
loppement normal des mammiféres. Les différentes
études réalisées montrent que 'inhibition de HDAC6 a
surtout des effets en conditions pathologiques, sug-
gérant que HDAC6 fonctionnerait comme un facteur de
réponse au stress. Cette hypothese se vérifie au niveau
moléculaire puisque "expression de HDAC6 est contro-
lée par les facteurs de transcription Fox0, notoirement
impliqués dans la réponse au stress. La régulation de
I’expression de HDAC6 par les facteurs FoxO explique
sans doute I’augmentation de I’expression de HDACé
dans de nombreuses situations pathologiques [12]
(Tableau I1).



Cancers

Diabete

Maladie cardiaque

Maladie inflammatoire

Maladie neurodégénérative

Maladie neuromusculaire
Maladie osseuse

Maladie psychique

Maladie pulmonaire

Maladie

Astrocytome

Cancer de "ovaire

Cancer du sein

Carcinome épidermoide
Carcinome hépatocellulaire

Carcinome urothélial
Glioblastome multiforme

Leucémie aigiie myéloide

Leucémie lymphoide chronique
Lymphome cutanés

Lymphome diffus a grandes cellules B
Lymphome du manteau

Lymphome T périphérique

Myélome multiple

Rétinopathie diabétique

Fibrose cardiaque

Protéinopathie cardiaque

Maladie inflammatoire chronique de I'intestin
Ostéoarthrite

Polyarthrite rhumatoide

Amyotrophie spinale

Maladie d’Alzheimer

Maladie de Charcot-Marie-Tooth (CMT2)
Maladie d’Huntington

Maladie de Parkinson
Sclérose latérale amyotrophique

Syndrome de Rett

Dystrophie musculaire de Duchenne
Achondroplasie

Dépression

Bronchopneumopathie chronique obstructive

Hypertension artérielle pulmonaire

Journal

2008 - BMC Cancer

2008 - Clinical Cancer Research

2017 - Nature Cell Biology

2004 - Clinical Cancer Research

2004 - Cancer Science

2009 - Cancer Letters

2012 - Oncology Reports

2014 - Cancer Biology & Therapy

2017 - Cancer Letters

2020 - Cell Death & Disease

2005 - Leukemia

2011 - Oncology

2008 - Histopathology

2009 - Histopathology

2010 - Expert Opinion on Therapeutic Targets
2009 - British Journal of Haematology

2014 - Epigenetics

2020 - Antioxidants

2016 - Cardiology

2014 - PNAS

2017 - Biological and Pharmaceutical Bulletin
2020 - The American Journal of Pathology
2015 - International Journal of Rheumatic Diseases
2011 - Biochemical and Biophysical Research Communications
2013 - Journal of Alzheimer’s Disease

2013 - EMBO Molecular Medicine

2015 - Translational Research & Clinical Interventions
2018 - Nature Communications

2013 - Molecular Neurodegeneration

2013 - Molecular Neurodegeneration

2013 - Journal of Biological Chemistry

2013 - Human Molecular Genetics

2015 - Journal of Molecular Medicine

2022 - Nature Communications

2016 - Human Molecular Genetics

2012 - Plos One

2005 - The New England Journal of Medicine
2017 - Scientific Reports

Tableau Il. Listes des maladies présentant une surexpression et/ou hyper activité de HDAC6.
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La surexpression et I"augmentation de I'activité de HDAC6 sont asso-
ciées a I'étiologie de plusieurs cancers, du lupus érythémateux dis-
séminé, de maladies inflammatoires et de maladies neurologiques
diverses telles que le syndrome de Rett ou les maladies d’Alzheimer et
de Parkinson. La tubacine fut la premiere molécule identifiée capable
d’inhiber sélectivement HDAC6 [13]. Les inhibiteurs identifiés depuis
sont indiqués dans le Tableau /. Linhibition de HDAC6 par la tubacine
provoque Iacétylation de la tubuline qui induit I’apoptose dans les cel-
lules de leucémie aigué lymphoblastique, diminue la mobilité cellulaire
et inhibe I'interaction entre HDAC6 et les moteurs moléculaires de la
famille des dynéines. Bien que les données précliniques obtenues avec
la tubacine soient prometteuses, la haute lipophilie de ce composé
n’a pas permis d’envisager des essais cliniques. Pour remédier a cette
limitation, la tubastatine A, un dérivé de la tubacine, a été développée
[14]. Parmi tous les inhibiteurs sélectifs de HDAC6, la tubastatine A
est le composé le plus connu, le plus utilisé et le plus de spécifique de
HDAC6 par rapport aux autres HDACs. La tubastatine A a initialement
été décrite pour son effet neuroprotecteur [15]. Depuis, son action
protectrice a été démontrée dans différentes maladies neurodégénéra-
tives, neuromusculaires, inflammatoires, dans les cancers, les fibroses
et les hypertensions artérielles. Malgré des résultats précliniques tres
prometteurs, ce composé s’est révélé avoir une biodisponibilité réduite
limitant grandement son intérét thérapeutique. €n conclusion, la tuba-
cine et la tubastatine A ne sont pas pour I'instant optimisées pour une
administration orale et n’ont donc pas été testées dans des essais cli-
niques de phase I. A ce jour, parmi les nombreuses molécules capables
d’inhiber sélectivement HDAC, le ricolinostat (ACY-1215, rocilinostat)
et le citarinostat (ACY-241) apparaissent comme les candidats médi-
caments les plus prometteurs et sont actuellement évalués dans des
essais cliniques de phase | et Il. Le ricolinostat est le premier inhibiteur
sélectif de HDAC6 a générer des résultats prometteurs dans les essais
cliniques. Cependant, malgré une trés bonne tolérance [16], activité
du ricolinostat en tant qu’agent unique est limitée et les combinaisons
avec d’autres molécules thérapeutiques (non inhibitrices de HDAC6) se
sont révélées plus efficaces. Le citarinostat est un dérivé du ricolinos-
tat. Il est administrable par voie orale grdce a une meilleure solubilité
que les autres inhibiteurs. Le ricolinostat et le citarinostat sont actuel-
lement évalués en mono- et polythérapies dans des essais cliniques de
phase | et Il chez des patients atteints de cancers. Ils semblent poten-
tialiser "action des agents anticancéreux ce qui permet d’espérer qu’ils
augmenteront le taux de guérison des patients qui présentent une forte
expression de HDAC6 (Tableau I1).

Lintérét thérapeutique de I'inhibition de HDAC6 a également été
investigué dans d’autres pathologies que le cancer. Des études ont
montré que HDAC6 joue un r6le central dans les chondrodysplasies
a membres courts causées par des mutations de FGFR3 [17]. Dans
cette étude préclinique, les auteurs montrent que le traitement
avec des inhibiteurs de HDAC6 améliore la croissance osseuse. La
tubastatine A a également des effets anti-inflammatoires et anti-
rhumatismaux significatifs dans les modeles de polyarthrite rhu-
matoide et participe ainsi a limiter la destruction des articulations
via I'inhibition des voies de signalisation du TNF-c. et de I’IL-6 [18].
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Enfin, HDAC6 a également été proposée comme une
cible pertinente dans les maladies neurodégénératives
comme la sclérose latérale amyotrophique (SLA) [19].
La suppression de HDACé prolonge considérablement
la survie des souris modéles de SLA et maintient
I'intégrité des axones moteurs. A noter toutefois que
I"inhibition de HDAC6 ne permet pas de retarder I’ap-
parition des symptomes. D’autre part, le laboratoire
de Ludo Van Den Bosch a examiné I'impact de I’inac-
tivation de HDAC6 dans différents modeles murins de
la maladie de Charcot-Marie-Tooth (CMT) [15,20]. Ces
modeéles de souris CMTs reproduisent les symptomes
humains qui affectent le transport axonal et dimi-
nuent les niveaux de tubuline acétylée. Ils montrent
que I’hyperactivation de HDAC6 est associée aux CMTs
et concluent que I'inhibition de HDAC6 améliore les
déficits axonaux en préservant le transport axonal via
les microtubules et en favorisant la réinnervation des
muscles.

Réle de I’inhibition de HDAC6 et de I’axe
microtubule-HDAC6-paxilline dans la formation
et le maintien de la jonction neuromusculaire

Comme décrit précédemment, I'inhibition de HDAC6
réduit, dans les CMT, la perte axonale et préserve
les jonctions neuromusculaires. Les jonctions neuro-
musculaires (JNM) sont les synapses qui permettent
la transmission de I'influx nerveux aux muscles pour
contrdler leur contraction. Chez les vertébrés, la trans-
mission synaptique s’effectue grace a la libération
d’acétylcholine par la terminaison nerveuse qui active
les récepteurs nicotiniques de I"acétylcholine (RACh)
localisés dans la membrane musculaire. Lorsqu’ils lient
I'acétylcholine, ces récepteurs initient la dépolarisa-
tion de la membrane musculaire qui va entrainer la
contraction musculaire. Le réseau de microtubules joue
un rdle important pour la stabilisation des jonctions
neuromusculaires [21]. Les jonctions neuromuscu-
laires hébergent une sous-population de microtubules
stables et régulés par différentes modifications post-
traductionnelles telles que la tyrosination et I'acéty-
lation [22,23]. La région sous-synaptique des fibres
musculaires produit activement les constituants de la
membrane post-synaptique de la JNM. Ceci implique
une activité importante de transport de vésicules entre
I’appareil de Golgi et la membrane le long des microtu-
bules et suggere I'implication de microtubules stables.
€n 2020, nous avons montré que HDACé est accumu-
lée au niveau des jonctions neuromusculaires [24].
Cette accumulation de HDAC6 laisserait supposer une
désacétylation et une déstabilisation globale des
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Figure 2. Organisation schématique d’une JNM. Inhibiteur endogéne de HDAC6 (en orange), la paxilline (en bleu/violet) colocalise parfaitement

avec les RAChs (en vert) au niveau des domaines synaptiques. La présence de la paxilline induit une diminution de I’activité de HDAC6 qui est suivie

d’une hyperacétylation du réseau de microtubules (barres en violet). Il en résulte qu'a I’emplacement des RAChs, les microtubules sont stabilisés,

ce qui favorise 'acheminement des RAChs et permet la formation d’une jonction neuromusculaire mature. A I'inverse, HDAC6 s’accumule aux JNM,

seulement avec une distribution plus large que les RAChs. €n absence de paxilline, HDAC6 peut davantage désacétyler les microtubules (barres

bleu foncé).

microtubules de la jonction neuromusculaire. Il n’en est rien grace
& la présence de la paxilline, un inhibiteur endogéne de HDAC6. A
la JNM, la paxilline est parfaitement colocalisée avec le RACh alors
que HDAC6 est distribuée de facon plus large (Figure 2). Il en résulte
qu’a "emplacement du RACh, HDAC6 est inhibée et que les microtu-
bules sont acétylés, alors qu’ailleurs HDAC6 est active et désacétyle
les microtubules. Ceci permet de créer un réseau de microtubules
stables dirigés directement vers les molécules de RACh présentes
dans la membrane en face des zones de libération de I’acétylcholine,
tout en déstabilisant les microtubules qui ne sont pas dirigés vers
ces zones.

HDAC6 étant impliquée dans la dégradation des protéines au cours de
P’atrophie musculaire [12] et dans la stabilisation des JNM [24], nous
avons traité avec la tubastatine A des souris modeles de la myopa-
thie de Duchenne dans lesquelles on observe une atrophie des fibres
musculaires et une fragmentation des JNM. Les souris injectées avec la
tubastatine A pendant un mois montrent une réelle amélioration de la
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masse et de la fonction musculaire, ainsi qu’une réduc-
tion significative de la fragmentation des JNM. Linhibi-
tion de HDAC6 s’avere donc étre une nouvelle stratégie
thérapeutique a explorer dans les myopathies [25].

Conclusion

Les microtubules étant au cceur de la vie de toutes les
cellules, il n’est pas étonnant que I'inhibition de HDAC6
ait un impact dans une grande diversité de situations
pathologiques. D’autant que nos travaux ont récem-
ment montré que HDAC6é régule la signalisation du
TGF-P en désacétylant le facteur Smad3. Cette nouvelle
cible biologique de HDACé donne un éclairage nouveau
sur les effets bénéfiques de Iinhibition de HDACé dans
les maladies neuromusculaires, les cancers et les mala-
dies inflammatoires.
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La grande diversité de pathologies dans lesquelles Iinhibition de HDAC6
semble avoir un effet bénéfique interpelle et il ne faudrait pas voir les
inhibiteurs de HDAC6 comme une panacée. HDAC6 apparait de plus en
plus comme une protéine modulatrice de processus biologiques divers et
il est probable que 'utilisation clinique des inhibiteurs de HDAC6 s’avere
surtout intéressante pour potentialiser ’action d’autres molécules théra-
peutiques, comme ce que les études cliniques déja réalisées suggerent. ¢

SUMMARY

HDAC6, a very specific deacetylase with a potential therapeutic role
The cytoplasmic histone deacetylase 6 (HDAC6) is defined today as a
new key player in the treatment of many diseases. Overexpression of
HDAC6é was observed in a variety of diseases. Over the past ten years,
plenty of new selective inhibitors of HDACé activity have been synthe-
sized and characterized. Many studies have shown the high efficiency
and beneficial effects of HDAC6 inhibitors in many diseases such as
cancers, neurodegenerative, inflammatory, or neuromuscular diseases.
The mechanisms of HDAC6 action that explain the benefit of its inhibi-
tion in various pathologies are still unknown. We have recently shown
that HDACé, via the regulation of the microtubule network, plays a role
at the level of neuromuscular junctions by controlling acetylcholine
receptor delivery. ¢
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> La dystrophie musculaire oculopharyngée est
une des maladies en rapport avec des expan-
sions pathologiques de triplets nucléotidiques.
Sa physiopathologie est encore imparfaitement
connue méme sila présence d’agrégats au niveau
des noyaux de la fibre musculaire semble jouer
un role déterminant. Les travaux fondamentaux
présentés ici permettent de mieux comprendre
leur composition et leur role délétere. Autant
d’éléments qui pourraient déboucher sur des
voies thérapeutiques nouvelles. <

La dystrophie musculaire oculopharyngée

La dystrophie musculaire oculopharyngée (DMOP)
est une maladie génétique rare caractérisée par une
expansion de triplets nucléotidiques. €n France, sa pré-
valence est estimée a 1/100000 alors qu’elle est beau-
coup plus élevée ailleurs du fait d’effets fondateurs
comme dans la population du Québec (1/1000) et dans
la communauté juive-ouzbéke originaire de Boukhara
et ayant migré en Israél (1/600). La DMOP est due a une
expansion excessive de 11 a 18 triplets GCN (codant des
alanines) située dans le premier exon du géne PABPNI
codant la poly(4)-binding protein nuclear 1 (Figure 1A)
[1]. PABPNI est un facteur de polyadénylation ubiqui-
taire [2]. Uexpansion anormale d’alanines dans le géne
PABPNI conduit a I'apparition d’agrégats protéiques
tubulofilamenteux dans les noyaux des muscles des
patients atteints de DMOP [3,4] (Figure 1B). Clinique-
ment, les patients concernés par la DMOP présentent
une faiblesse des muscles releveurs de la paupiére
supérieure conduisant & une chute des paupiéres (pto-
sis), un déficit des muscles pharyngés conduisant & des
troubles de la déglutition (dysphagie), et une faiblesse
progressive des muscles des membres proximaux [1].
La DMOP est une maladie autosomique dominante et la
plupart des patients sont hétérozygotes. Les patients
homozygotes sont eux plus sévérement touchés et les
patients hétérozygotes pour un allele de grande taille
(plus de 13 GCN) présentent généralement des symp-
témes plus précoces et plus séveres [5].
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De nombreuses études ont émis I’hypothése d’un rdle délétére des
agrégats nucléaires qui seraient responsables de plusieurs types de
perturbations tels que le dysfonctionnement du systéeme ubiquitine-
protéasome [6,7], 'altération de I’épissage des ARN messagers
(ARNm) [8], I'apoptose [9] et le stress du réticulum endoplasmique
[10]. De plus, il a été démontré que la réduction des agrégats
nucléaires améliorerait le phénotype dans les modéles cellulaires et
animaux de la DMOP [6,9-14]. Une approche thérapeutique promet-
teuse ciblant les agrégats via 'autophagie a déja fait I'objet d’un
essai clinique de phase Il a base d’injections intraveineuses de tré-
halose [15]. Malgré tous ces éléments encourageants, la contribution
exacte de ces agrégats nucléaires a la maladie humaine reste peu
claire. €n effet, une étude récente chez la drosophile a mis en évidence
une absence de corrélation entre le phénotype musculaire et I’agré-
gation de PABPN1 [16]. De plus, certaines caractéristiques patholo-
giques observées dans la DMOP telles que I’altération de la fonction
mitochondriale sont a priori a ce jour sans relation directe avec les
agrégats de PABPN1 [17].

Caractérisation des agrégats nucléaires dans la DMOP

Dans ce contexte, et afin de mieux caractériser les agrégats intranu-
cléaires de PABPN1 dans la DMOP, notre équipe a récemment mené une
vaste étude [18] permettant la constitution et "analyse d’une grande
cohorte de 90 biopsies musculaires issues de 73 patients DMOP de
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Figure 1. A. Expansion d’alanines dans le géne PABPN1. B. Agrégats nucléaires dans les muscles de patients DMOP.

Figure 2. A. Agrégats de PABPNI :

un complexe ribonucléoprotéique.

D
N fonc t onp
e/

B. réle toxique progressif des agré-
gats nucléaires conduisant a une

perte de fonction.

>

grégat

ARN

Niveau minimum de PABPN1 nécessaire

génotypes et d’dges différents, et ce grace a une collaboration inter-
nationale. Nous avons montré que I’dge et le génotype influencent les
agrégats protéiques : le pourcentage de noyaux des fibres musculaires
(ou myonuclei) contenant des agrégats PABPN1 augmente avec I’dge ;
la protéine chaperonne HSP70 colocalise plus fréqguemment avec les
agrégats PABPN1 ayant une plus grande expansion de polyalanines.
Nous savons depuis plusieurs années que les agrégats présents dans
la DMOP sont de véritables complexes ribonucléoprotéiques contenant
entre autres les protéines PRMT1 et HSP70 [19], de I'ubiquitine [20],
et des ARNm [21]. Dans cette nouvelle étude, nous avons identifié
des nouveaux composants des agrégats PABPNI a savoir : la chape-
ronne principale du réticulum endoplasmique GRP78/BiP, la protéine
ribosomale RPL24, et la protéine de I’autophagie p62 (ou SQSTMI,
séquestome 1) (Figure 24). Nous avons également observé que les
myonuclei contenant des agrégats sont plus gros que ceux sans agré-
gats. Une proportion similaire d’agrégats est observée dans les dif-
férents muscles a "exception du muscle pharyngé qui présente moins
d’agrégats. Nous faisons I"hypothese que cette faible proportion est
due a la perte des fibres musculaires dans ces muscles pharyngés : le
niveau d’expression de la protéine PAPBN1 dans ces muscles est parti-
culierement faible par rapport aux autres muscles et autres tissus. Ce
niveau faible combiné a ’accumulation d’agrégats qui séquestrent et
donc dépléetent le PABPN1 fonctionnel a I'intérieur de la fibre muscu-
laire entrainent une dégénérescence de cette derniere. Pour confirmer
cette hypothése et étudier le statut des agrégats de PABPN1 dans une
fibre en régénération, nous avons généré un modele de xénogreffe de
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> Age

muscle humain permettant de greffer des échantillons
de biopsies de muscles humains DMOP dans le membre
postérieur d’une souris immunodéficiente. Les fibres
musculaires DMOP humaines commencent par dégénérer
puis, quelques mois aprés la xénogreffe, régénerent. Les
agrégats PABPNL s’y reforment rapidement mais a un
niveau moins élevé par rapport a la biopsie musculaire
initiale. 'ensemble de nos données obtenues sur des
biopsies musculaires provenant de patients atteints de
DMOP (augmentation avec I’dge, séquestration de pro-
téines essentielles) va dans le sens du modéle proposé
par Apponi et al. [22] dans lequel les agrégats auraient
un rdle toxique (en partie par séquestration) condui-
sant a une perte progressive de fonction (Figure 2B).
Ce modele expliquerait pourquoi la DMOP est une dys-
trophie musculaire d’apparition tardive affectant un
ensemble bien spécifique de muscles qui sont caracté-
risés par leurs faibles niveaux d’expression de PABPNL.

Le stress du réticulum endoplasmique : une piste
thérapeutique ?

Plus de quarante ans aprés la premiere description des
agrégats nucléaires [4], vingt ans aprés I'identification
de la cause génétique [1], et malgré "accumulation
des connaissances, il n’existe toujours pas, a ce jour, de
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Figure 3. A. Séquestration de la chaperonne GRP78/BIP dans un agrégat nucléaire de PABPN1. B. Schéma du stress du réticulum endoplasmique.

traitement curatif pour la DMOP. Plusieurs approches cellulaires [23],
géniques [24-26] et pharmacologiques [10,27] sont en cours d’étude a
des stades pré-clinique et clinique. Aujourd’hui encore, cependant, les
seules thérapies proposées aux patients sont des traitements sympto-
matiques destinés a améliorer la déglutition telle que la chirurgie par
myotomie ou la dilatation cricopharyngée [28]. Ces interventions ont
toutefois une efficacité limitée dans le temps. Lidentification de nou-
velles cibles thérapeutiques porteuses d’avenir est donc indispensable.
Comme la protéine chaperonne Hsp70, la protéine GRP78/BIP est
séquestrée dans les agrégats nucléaires de PABPN1 [18] (Figure 3A).
GRP78 est la chaperonne principale du réticulum endoplasmique (RE)
ol elle se lie aux peptides nouvellement synthétisés et transloqués
dans le RE pour les stabiliser et permettre I"acquisition de leur confor-
mation [29]. Dans certaines conditions pathologiques telles que le
cancer, GRP78 peut se délocaliser du RE et étre retrouvé dans d’autres
compartiments cellulaires [30]. On ne sait pas si la délocalisation de
GRP78 en dehors du RE pourrait minorer la quantité de GRP78 présente
dans le RE ou affecter la capacité de conformation du RE.

De maniere intéressante, GRP78 est un acteur clé de la réponse aux
protéines mal-conformées (ou UPR pour Unfolded Protein Response)
(Figure 3B) [31]. €n effet, & I’homéostasie, une proportion du GRP78
est fixée sur les trois protéines transmembranaires du réticulum : IREL,
PERK et ATF6. Divers stress cellulaires (redox, calcique) ou condi-
tions physiopathologiques (vieillissement, maladie) peuvent rompre
I’lhoméostasie protéique (protéostase) et conduire & I'accumulation de
protéines mal-conformées dans la lumiere du RE. €n réaction, la fraction
de GRP78 fixée aux trois senseurs transmembranaires du RE se détache
pour augmenter la capacité de conformation de ce dernier. Ceci entraine
Iactivation des trois voies de signalisation qui composent 'UPR; les
protéines IREL, PERK et ATF6 vont conduire a diverses adaptations
visant a rétablir la protéostase du RE : arrét de la traduction protéique,
synthese de chaperonnes, dégradation des protéines mal-conformées
etc. La délocalisation de la protéine GRP78 en dehors du RE pourrait
ainsi impacter, chez les patients DMOP, la capacité du RE a répondre a
un stress du RE. Nous avons montré I’existence d’un stress réticulaire
chronique dans les muscles de la souris Al7, modeéle murin de la DMOP
[10]. De plus, un traitement au guanabenz acétate, via I'amélioration
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de la réponse UPR [32], réduit les agrégats nucléaires
et améliore le phénotype et la fonction musculaire des
souris A17 [10]. A ce jour, I'existence d’un stress réticu-
laire ou la pertinence d’une telle stratégie thérapeutique
chez ’homme reste a démontrer. Le RE est le siege de
la conformation des protéines résidentes du RE et des
protéines de la voie sécrétoire. A ce titre, le RE participe
a la protéostase cellulaire globale. Celle-ci implique de
nombreux acteurs (protéines chaperonnes, modifications
post-traductionnelles) et systémes de régulation (sys-
témes autophagie-lysosome et ubiquitine-protéasome)
qui sont décrits comme étant dérégulés dans les muscles
des patients DMOP [6,7,33]. Ainsi, le développement et
P'utilisation de drogues pouvant pallier simultanément
les différentes défaillances de la protéostase pourraient
s’avérer €tre une stratégie thérapeutique de premier plan
dans la DMOP. ¢

SUMMARY

Oculopharyngeal muscular dystrophy (OPMD) is one of
the diseases related to pathological expansions of tri-
nucleotides. Its pathogenesis remains unclear although
the presence of aggregates within the nuclei of the
muscle fiber seems to play an important role. The basic
research studies presented here help understand their
composition and their deleterious role. These elements
may result in new therapeutic avenues. ¢
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Les maladies neuromusculaires a début néonatal ou
périnatal sont généralement tres séveres. Leur diagnos-
tic requiert une méthodologie rigoureuse afin de déter-
miner le plus rapidement possible la cause de la mala-
die et contribuer ainsi a établir le pronostic vital qui en
découle. Les myopathies congénitales séveres associées
ou non a une akinésie, a des malformations ou a une
arthrogrypose, sont des pathologies trés hétérogenes,
le plus souvent avec des symptomes qui apparaissent
généralement avant la naissance (hydramnios, hypo-
mobilité feetale, etc.). De nombreux génes appartenant
a plusieurs groupes de maladies neuromusculaires sont
a l'origine de ces myopathies séveres a révélation trés
précoce.

L’étude de la biopsie musculaire en période néonatale
est souvent motivée par la gravité extréme du tableau
clinique et par les renseignements, plus ou moins spé-
cifiques, qu’elle est en mesure d’apporter. €n effet,
cette analyse a pour but de rechercher ou de valider
un diagnostic précis, voire une étiologie moléculaire
donnée. Les résultats de cette étude aident également
a envisager I’évolution prévisible de la maladie au cours
de cette période néonatale et immédiatement apres.
Dans le cadre d’une étude rétrospective, nous avons
repris ’ensemble des biopsies musculaires réalisées en
période néonatale élargie et analysées dans un méme
centre du GHU Pitié-Salpétriére a Paris (d’abord dans
les unités Inserm 153 et 523 du Pr Michel Fardeau, puis
dans I’Unité de Morphologie Neuromusculaire de I’Insti-
tut de Myologie du Dr Norma B. Romero) de 1970 & 2021
inclus (soit sur une période de cinquante-deux ans).
Les objectifs assignés a I’étude étaient les suivants :

- Estimer la fréquence des différentes maladies neu-
romusculaires rencontrées chez les patients en période
néonatale.

- €valuer la pertinence de I'analyse d’une biopsie mus-
culaire chez ces nourrissons pour établir un diagnostic
précis de la maladie, ainsi qu’une orientation sur les
investigations complémentaires a effectuer, le pronos-
tic et la prise en charge.

« Apprécier I'importance et I'intérét de I’étude « systé-
matique » en microscopie électronique, en particulier
pour les myopathies congénitales.

- Déterminer la pertinence et la justesse des analyses
morphologiques dans I’orientation des études molécu-
laires.
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« Apprécier la contribution apportée par les études morphologiques
dans la validation ou la rectification de ces étiologies.

Matériel et méthodes

Sur plus de 600 biopsies musculaires de nourrissons agés de 0 a
6 mois de vie regues pour analyses, 535 ont été sélectionnées pour
cette étude. Les nouveau-nés avaient au minimum un 4ge gesta-
tionnel de 21 semaines. Les autres cas n'ont pas été retenus du fait
de I’absence d’informations complémentaires et/ou de mauvaises
conditions de prélevement ne permettant pas d’effectuer des ana-
lyses pertinentes.

Toutes les biopsies musculaires étaient chirurgicales, requérant des
gestes trés précis et délicats accomplis par des professionnels expé-
rimentés. Elles ont été prélevées, pour la plupart, sur les muscles
quadriceps et deltoide. Il s’agissait plus rarement d’autres sites de
prélevement comme les muscles biceps brachial, jambier antérieur ou
grand droit. Linterprétation des anomalies musculaires sur les échan-
tillons de ces nourrissons tenait bien évidemment en compte de I’Gge
gestationnel du bébé. Ceci a permis d’avoir une évaluation précise
du développement musculaire du patient au moment de la biopsie,
comme la présence de centralisations nucléaires et/ou la persistance
de fibres B de Wohlfart [1].

La cohorte de 535 nourrissons est composée de 54 % de gargons et de
46 % de filles.
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Les cas ont été classés en tenant compte des différents domaines/
tableaux cliniques afin de faciliter 'interprétation des résultats et leur
corroboration avec les hypothéses diagnostiques formulées avant la
biopsie musculaire. Les données cliniques, biologiques et moléculaires
ont été rétrospectivement analysées.

Deux groupes ont été constitués : le premier groupe correspond a des
patients étudiés entre 1970 et 1999, le deuxieme groupe comprend
ceux analysés entre 2000 et 2021. Le choix de deux périodes distinctes
est justifié par I"évolution des techniques de biologie moléculaire a
visée diagnostique, soit par séquencage Sanger, soit en NGS (next-
generation-sequencing) sous forme de panels de génes ou d’exome
entier.

Pour quelques cas appartenant au premier groupe, I'identification du
défaut moléculaire a pu étre réalisée rétrospectivement. €n revanche,
pour les cas plus récents (deuxiéme groupe), I’étude moléculaire a été
réalisée chaque fois que cela était possible. Cette démarche d’analyse
des deux groupes consécutifs nous a permis de réaliser de fagon plus
fiable, la confirmation ou Iinfirmation des hypothéses diagnostiques
formulées au moment de la biopsie musculaire.

Les patients ont été ensuite classés selon deux critéres :

— Un critere clinique reprenant les principaux éléments du tableau
clinique.

— Un critére morphologique établi lors de I’étude histoenzymologique.
Pour le premier critére, nous avons proposé une classification selon le
phénotype clinique des différents patients. Cette classification a été
établie pour faciliter 'interprétation des résultats des analyses de la
biopsie musculaire et effectuer une corroboration avec les hypothéses
diagnostiques initiales.

Critere clinique

Tous les patients présentaient une hypotonie majeure généralisée
comme symptdme principal, le plus souvent en association avec une
amyotrophie. La notion d’une atteinte respiratoire et/ou d’une dépen-
dance @ une assistance respiratoire a également été prise en compte.
Cing groupes, avec deux sous-groupes pour le premier d’entre eux, ont
ainsi été définis :

— Groupe 1: hypotonie globale majeure et amyotrophie, comprenant
un sous-groupe 1A (avec ou sans assistance respiratoire) et un sous-
groupe 1B (avec arthrogrypose et/ou dysmorphie/malformations -
avec ou sans assistance respiratoire)

— Groupe 2 : hypotonie globale et amyotrophie avec atteinte multi-
systémique (hyperlactacidémie, cytolyse hépatique )

— Groupe 3 : hypotonie globale et amyotrophie avec cardiomyopathie
— Groupe 4 : hypotonie globale et amyotrophie avec élévation des
créatines-phosphokinases (CPK)

— Groupe 5 : hypotonie globale et amyotrophie avec atteinte du sys-
téme nerveux central au premier plan

Critére morphologique

La classification morphologique a été établie a partir des observations
de la biopsie musculaire. Nous avons étudié les prélevements muscu-
laires de fagon assez homogene avec la réalisation systématique d’un
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large panel de techniques histologiques et histo-enzy-
mologiques (Figure 1).

Une étude en microscopie électronique a pu étre envi-
sagée chaque fois que I’on disposait d’un prélevement
spécifique fixé dans de bonnes conditions.

A la suite de ces études morphologiques, plusieurs
groupes de maladies musculaires ou d’anomalies ont
été identifiés :

— Myopathies congénitales (myopathie congénitale
structurales et myopathies congénitales sans anoma-
lies spécifiques).

— Maladies musculaires métaboliques.

— Maladies du nerf périphérique, du motoneurone et de
la jonction neuromusculaire (JNM).

— Dystrophies musculaires (BM : DM Congénitale & DM
Progressive).

— Lésions inflammatoires.

— Anomalies peu significatives.

— Muscles sans anomalies morphologiques.

Analyse des données

Un recensement de la totalité des 535 cas a été
effectué en fonction du tableau clinique prévalant
au moment de la demande de la biopsie musculaire,
et en fonction des criteres morphologiques iden-
tifiés. Un pourcentage a été calculé pour chaque
présentation clinique et pour chaque critere mor-
phologique. Ces données sont représentées dans les
Figures 2 et 3.

€nviron 43 % des biopsies analysées correspondaient a
un pattern morphologique évoquant des erreurs innées
du métabolisme. On trouve ensuite, par ordre de fré-
quence, les myopathies congénitales puis les Iésions
musculaires par atteinte du nerf périphérique, du
motoneurone ou de la JNM. Dans le groupe des myo-
pathies congénitales qui représente environ 20 % des
cas, 17 % correspondent aux myopathies congénitales
structurales et 3 % s’apparentent a des myopathies
congénitales plus rares, sans |ésions spécifiques, mais
dont le tableau pouvait parfois faire évoquer des ano-
malies du développement.

Les autres groupes étaient moins représentés : 8 %
correspondaient a des dystrophies musculaires, dont
des DM progressives ou congénitales et 1 % seulement
a des lésions inflammatoires importantes.

Deux autres groupes ressortent du lot: I'un corres-
pondant a celui ou les anomalies observées sont peu
évocatrices d’un diagnostic morphologique particulier
(10 %), et I’autre regroupant des cas de biopsies de
muscle sans anomalie histologique ou histoenzymo-
logique observée au moment de I’analyse (8 %), ce



Figure 1. Panel de techniques cytochimiques et histo-enzymologiques effectué a partir d’un prélévement de muscle chez un patient contréle Ggé de
1 mois. A : La coloration Haematoxyline - éosine (HE) permet d’observer la structure générale de la biopsie : taille et bord des fibres, position des
noyaux. |l peut étre observé de la fibrose, de I’inflammation, du nerf et des vaisseaux sanguins. B : Le Trichrome de Gomori (TG) permet de visualiser le
contingent mitochondrial dans les fibres. Il peut étre observé des fibres de type Ragged Red Fiber, des vacuoles bordées, des inclusions telles que des
batonnets, corps cytoplasmiques, corps réducteurs et des agrégats tubulaires. C: Le PAS montre la distribution du glycogéne dans les fibres muscu-
laires. D : La SDH montre I’activité du complexe 2 de la chaine respiratoire mitochondriale. € : La NADH-TR (enzyme présente dans les mitochondries,
le réticulum sarcoplasmique et les tubules T) permet d’apprécier I'aspect du réseau intermyofibrillaire. F : La MENAD montre I’aspect du réseau inter-
myofibrillaire. Il peut étre observé des inclusions granulaires et des corps réducteurs. G : La phosphorylase avec ou sans AMP permet de voir la présence
ou I’absence d’activité liée aux maladies glycogéniques. H : 'OR0 met en évidence la distribution des lipides a I'intérieur des fibres musculaires. I : La
COX montre I"activité du complexe 4 de la chaine respiratoire mitochondriale, partiellement codée par I’ADN mitochondrial. J : UATPase a pH 9,4 permet
d’observer les fibres musculaires de type 1 (fibres de type lent et résistant, de couleur claire) et de type 2 (fibres de type rapide, de couleur foncée).
K : UATPase a pH 4,63 permet de voir les fibres musculaires de type 1 (de couleur foncée), de type 2a (fibres de type rapide et résistant, de couleur
intermédiaire) et de type 2b (fibres de type rapide et peu résistant, de couleur claire). L : 'ATPase a pH 4,35 permet de distinguer les fibres de type 1
(de couleur foncée), de type 2 (de couleur claire) et parfois de type 2c (fibres en régénération, de couleur intermédiaire).
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® Groupe 1A
¥ Groupe 1B
B Groupe 2
" Groupe 3
Groupe 4

® Groupe 5

Figure 2. Distribution (en %) des présentations cliniques des 535 cas selon les

cinq groupes définis.

' Myopathies
congénitales

® Maladies musculaires
métaboliques

m Nerf périphérique,
motoneurone & JNM

m Dystrophies
musculaires

m Lésions
inflammatoires

B Anomalies peu
significatives

m Muscles sans anomalie
histologique

Figure 3. Distribution (en %) des 535 cas étudiés selon les groupes de patholo-

gies ou d’anomalies retrouvées.

qui correspondrait a des muscles considérés comme « normaux » et
pouvant étre utilisés comme controle.

La répartition des aspects histologiques de cette grande cohorte en
fonction des deux périodes étudiées (248 cas pour la période 1970-
1999 et 287 cas pour la période 2000-2021) est représentée dans les
Figures 4 et 5.

Pour la premiére période, il existe un pourcentage de 32 % correspon-
dant aux anomalies liées aux maladies musculaires métaboliques,
contre environ 18 % de lésions avec une myopathie congénitale et
17 % des Iésions compatibles a une atteinte du nerf périphérique, du
motoneurone ou de la JNM.

Dans la seconde période, la prépondérance des maladies musculaires
métaboliques pourrait étre en partie expliquée par I’étroite colla-
boration que le laboratoire avait établie a "époque avec les équipes
parisiennes dédiées a I’étude des erreurs innées du métabolisme, en
I’occurrence celle de I’hopital Necker Enfants malades et celle de
I’hdpital Robert Debré. Ces différents hopitaux nous ont confié systé-
matiquement les échantillons musculaires de "ensemble des patients
qu’ils avaient étudiés, dans un premier temps pour les analyses
enzymatiques du muscle et dans un second temps pour les analyses
moléculaires complémentaires. Cette étude morphologique systéma-
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tique de la biopsie musculaire de patients avec atteinte
métabolique s’est interrompue en 2017. Actuellement,
de telles demandes restent sporadiques, les investi-
gations moléculaires ayant pris le pas sur la biopsie
musculaire, celle-ci étant prescrite plutot en seconde
intention et si nécessaire.

Les biopsies en faveur d’une atteinte du nerf périphérique
ou du motoneurone ont été beaucoup plus fréquentes
dans la premiére période, environ 17 % contre 4 % dans la
seconde. Ceci est en rapport direct avec la mise en place
de I’étude moléculaire du gene SMNI qui a bouleversé
ordre de priorité des examens complémentaires pour
le diagnostic positif de I’amyotrophie spinale infantile.
Le diagnostic moléculaire de cette pathologie génétique
est facilement réalisable dans la plupart des différents
établissements hospitaliers et la biopsie musculaire nest
plus demandée en premiere intention dans cette indica-
tion. On observe le méme phénomene pour les dystrophies
musculaires : le nombre de cas de patients présentant
une dystrophie musculaire et pour lesquels une biopsie
musculaire a été demandée était moindre durant la
seconde période de I’étude.

On constate également une importante différence du
nombre de cas dans les deux périodes, dans le groupe
«sans anomalie histologique » dont I’étude morpho-
logique n’a pas apporté d’élément évocateur d’un
diagnostic. &n effet, au cours de la premiere période
environ trois fois plus de biopsies étaient normales par
rapport a la seconde période (12 % versus 4 %).

Les informations des différents groupes cliniques avec
celles de patterns morphologiques ont été croisées a
posteriori (Figure 6).

Les tableaux cliniques classés 1A et 1B se sont révélés
majoritaires dans plusieurs groupes morphologiques.
En effet, I’hypotonie majeure et I’amyotrophie avec
ou sans atteinte respiratoire, associées ou non a une
arthrogrypose, sont des symptomes observés plus par-
ticulierement dans les myopathies congénitales, les
atteintes du motoneurone, les dystrophies musculaires
et les biopsies sans anomalie histologique.

Par ailleurs, nous avons observé que dans le cadre des
maladies musculaires métaboliques, la présentation
clinique avec des atteintes multisystémiques était la
plus fréquente. Néanmoins, les tableaux cliniques sont
assez variés dans ce groupe : par exemple, une atteinte
du systéme nerveux central et éventuellement une
atteinte hypotonique seule.

Concernant le groupe des dystrophies musculaires, il
était attendu que le tableau clinique 4, dont les symp-
tomes sont I’hypotonie générale et ’amyotrophie avec
élévation des CPK, soit majoritaire. Malheureusement,
nous n’avons pas obtenu dans nos archives I'information
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Figure 4. Distribution (en %) des maladies ou lésions histologiques correspondant a la période 1970-1999 (248 cas).
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Figure 5. Distribution (en %) des maladies ou lésions histologiques correspondant a la période 2000-2021 (287 cas).
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Figure 6. Répartition (en %) des tableaux cliniques en fonction des groupes morphologiques (sur la totalité des 535 cas étudiés).

21

m/s hors série n® 1, vol. 38, décembre 2022




22

44 cas 79 cas 42 cas 22 cas 1cas 31 cas 29 cas
. Nerf .
Myopathies Maladies périphérique, Dystrophies Lésions Anomalies Muscles
congénitales musculaires &0 urone  musculaires  inflammatoires . PeY sansanomalie
métaboliques 2 JNM significatives histologique
® Groupe 1A 3% @ 24 % 9% 4 3% 4 100% 4 5% 4 1% &
= Groupe 1B 16 % 4% 14 % 14 % 0% 0% 24 %
= Groupe 2 2% 8% 4 2% 0% 0% 6% 14 %
» Groupe 3 5% 18 % 0% 0% 0% 26 % 3%
Groupe 4 2% 0% 2% 14 % 0% 0% 3%
w Groupe 5 2% 16 % 2% 0% 0% 32 % 14 %

Figure 7. Répartition (en %) des tableaux cliniques en fonction des groupes morphologiques sur la période 1970-1999 (248 cas).

du taux des CPK pour tous les patients. Toutefois, on remarque que pour
les cas avec augmentation du taux des CPK, la présentation clinique se
compléte en général des tableaux cliniques 1A et 1B.

Les analyses obtenues montrent que les patients avec une hypotonie
et une atteinte prédominante du systéme nerveux central (tableau
clinique 5) sont classés soit dans le groupe ol les anomalies morpho-
logiques sont peu significatives sur la biopsie musculaire, soit dans
celui ol aucune anomalie morphologique n’est observée. Quant aux
myopathies avec présence de lésions inflammatoires, elles sont trés peu
fréquentes.

Nous avons effectué le méme type d’analyse pour les deux périodes de
I’étude. Les croisements entre données cliniques et données morpho-
logiques sont représentés dans les Figures 7 et 8.

Les patients des tableaux cliniques 1A et 1B, présentant une hypotonie
majeure et généralisée avec arthrogrypose avec ou sans assistance
ventilatoire, correspondent réellement a un nombre trés important.
Ce tableau clinique est représenté surtout dans le contexte des myo-
pathies congénitales, des myopathies avec atteintes neuropathiques
du motoneurone ou éventuellement dans les rares cas présentant des
Iésions inflammatoires ou éventuellement des dystrophies. Cependant,
I’atteinte multisystémique est toujours majoritaire dans le cadre des
maladies musculaires métaboliques. Nous avons observé des anoma-
lies peu significatives soit avec une atteinte centrale trés importante
soit éventuellement avec des hypotonies presque isolées.

Les analyses obtenues pour les patients évalués aprés I’année 2000
mettent en évidence encore une fois, une présentation clinique majori-
taire des groupes 1A et 1B. Ces tableaux sont majoritaires dans les myo-
pathies congénitales comme pour les atteintes du nerf périphérique ou
du motoneurone et dans plusieurs formes de dystrophie musculaire. €n
outre, on observe toujours I"atteinte multisystémique en particulier dans
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le cadre des maladies musculaires métaboliques. Pour
cette période, cette atteinte multisystémique est notée
également pour deux cas présentant une atteinte inflam-
matoire. €n général, les atteintes du systéeme nerveux
central sont plus observées dans le groupe d’anomalies
peu significatives ou celui des biopsies sans anomalie
histologique.

Analyse des données des biopsies musculaires
étudiées en microscopie électronique

Parmi les 535 biopsies musculaires étudiées, 120 (22 %)
ont été analysées en microscopie électronique (ME).
Dans les cas restants, soit nous n’avons pas regu
d’échantillon spécifique destiné a cet effet (19 %), soit
il a été décidé de ne pas procéder, de principe, a cet
examen (58 %).

Dans la cohorte exclusive des « myopathies congénitales
structurales » (MC) représentant 94 patients au total, 74
cas (79 %) ont bénéficié d’une investigation ultrastruc-
turale [2]. €n revanche, pour 14 cas (15 %), le labora-
toire n’a pas regu de prélévement pour les études en ME
et pour 6 cas (6 %), cette étude n'a pas été complétée.
Pour ces derniers, il s’agit en général des enfants d’une
méme fratrie pour lesquels un seul cas a été caractérisé
en ME, ou, pour certains, une absence compléte de fibres
musculaires sur I’échantillon concerné.

Nous avons classé les apports de I"étude en ME selon
la pertinence de ces investigations pour le diagnostic
définitif du patient et/ou pour I'orientation des études
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Figure 8. Répartition (en %) des tableaux cliniques en fonction des groupes morphologiques sur la période 2000-2021 (287 cas).

Myop,u.t.hles Nombre de cas
congénitales

| és décisif
structurales en ME classes decisits

Total de Myopathies

L, . 28 37
Congénitales (74 cas)
MC entre 1970-1999 9 6
(21 cas)
MC entre 2000-2021 19 31

(53 cas)

Nombre de cas
classés contributifs

Nombre de

cas classés Ininterprétable

confirmatifs
8 1
6 0
2 1

Tableau I. Pertinence de ’étude ultrastructurale en fonction des deux périodes étudiées et pour le seul groupe des myopathies congénitales (MC).

moléculaires et des prises en charge cliniques. Nous avons ainsi évalué
que certaines analyses ultrastructurales ont pu étre soit « décisives »
pour 'orientation définitive du diagnostic, soit « contributives », soit
« confirmatives ». Les données sont regroupées dans le Tableau |.
L'apport de I"étude en ME a été considéré « décisif » lorsque I'inves-
tigation a apporté des éléments majeurs qui n’avaient pas pu étre
observés lors de I"étude histoenzymologique simple. Des éléments
primordiaux ont ainsi été fournis pour orienter I’étude moléculaire qui
s’en est suivie. Ceci correspond par exemple, a la découverte de Iésions
de type cap, corps cytoplasmique ou bdtonnets, des anomalies de la
jonction neuromusculaire et des anomalies des noyaux, ou d’autres
lésions plus rares (autophagie, inclusions autres, etc.).

L'apport de I’étude en ME a été jugé « contributif » lorsque I’explo-
ration a pu apporter des éléments d’analyses complémentaires et
confirmer les anomalies observées avec les techniques d’histo-enzy-
mologie.

m/s hors série n® 1, vol. 38, décembre 2022

Lapport de I’étude en microscopie électronique a été
considéré « confirmatif » lorsque I’analyse ultras-
tructurale (ME) a mis en évidence ou a confirmé les
mémes types d’anomalies déja observées en optique.
L’étude en microscopie électronique a pu valider les
analyses observées au préalable mais n’a pas apporté
d’éléments supplémentaires pour I'orientation ou
pour la définition du diagnostic ou pour d’autres
apports.

Les Figures 9 a 14 montrent des exemples de myopathies
néonatales séveéres liées respectivement aux geénes
RYR1, NEB, STAC3, DNM2, CNTNAPI, pour lesquelles les
investigations en ME ont été décisives pour orienter le
diagnostic [3-7].

Parmi les 94 cas classés myopathies congénitales struc-
turales, pour 56 d’entre eux (60 %) I’étude moléculaire
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Figure 9. Coupes sériées de la biopsie musculaire d’un patient de 20 jours, atteint d’une myopathie congénitale liée au géne RYR1 : HE (A), NADH
(B), SDH (), ATP 9,40 (D) montrent une importante inégalité de la taille de fibres musculaires avec de nombreux noyaux centralisés/internalisés
(fleche) et des désorganisations de la structure interne des fibres musculaires. Les coupes observées en microscopie électronique (€, F) révelent
de larges zones de désorganisation, le plus souvent uniques dans une fibre, d’étendues variables évoquant des « cores » non structurés. Présence
également de noyaux internalisés (€) (fleche) [3].

Figure 10. Coupes sériées de la biopsie musculaire d’un patient de 1 mois atteint d’une myopathie congénitale liée au géne NEB : HE (A), TG (B),
ATP 9,40 (€) montrent une importante inégalité de la taille de fibres musculaires avec petitesse des fibres de type 1, associée a la présence de
mini-inclusions notamment en périphérie de petites fibres (fleches). Les coupes observées en microscopie électronique décélent des inclusions de

type « cytoplasmic bodies » (D), « rods » () et des noyaux avec élargissement de I’espace entre les deux membranes de I'enveloppe nucléaire
(F) (fleches).
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Figure 11. Coupes sériées de la biopsie musculaire d’un patient
de 11 jours atteint d’une myopathie congénitale liée au géne
STAC3 : HE (A), NADH-TR (B) montrent une importante inéga-
lité de la taille de fibres musculaires avec atrophie de fibres
de type 1, évoquant une CFTD, sans anomalies de la maille
du réseau intermyofibrillaire ni la présence d’inclusions.
Cependant, les coupes observées en microscopie électronique
remarquent de nombreuses citernes dilatées correspondant a
des triades (€, D) (fleche).

Figure 12. Coupes en HE (A) et NADH (B) de la biopsie muscu-
laire d’un patient de 1 mois (Gge gestationnel 29 semaines)
atteint d’une myopathie congénitale liée au gene DNM2 qui
montrent un nombre important de fibres musculaires avec
des noyaux centralisés ressemblant a des myotubes, avec
un remaniement de la structure laissant un halo clair autour
de la fibre (fleches). Les coupes observées en microscopie
électronique (€ et D) montrent de nombreux myotubes avec
la particularité de présenter un nombre préservé de cellules
satellites pour I’dge de I'enfant [4]. Cette caractéristique la
différencie des myopathies congénitales myotubulaires liées
au géne MTMI car celles-ci ont comme spécificité un nombre
réduit de cellules satellites (fleche) [7].

Figure 13. Coupe en HE (A) de la biopsie musculaire d’un patient de 14 jours (dge gestationnel 34 SA), atteint d’une myopathie liée au gene CNT-

NAPI qui montre une variabilité de la taille des fibres musculaires, mais dans I’ensemble aucune anomalie spécifique d’une myopathie particuliére.

€n revanche, les coupes observées en microscopie électronique discernent de nombreuses jonctions neuromusculaires anormales avec un appau-

vrissement de crétes (B) (fleches).
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Figure 14. Coupe en HE (A) de la biopsie musculaire d’un patient de 1 mois, atteint d’une myopathie congénitale avec des anomalies des noyaux
sans caractérisation moléculaire (LMNA, EMD, SYNE1, SYNE2, FHLI, SUNI, SUN2, and TTN ont été exclus et une étude complémentaire en exome

est en cours), qui montre une variabilité de la taille des fibres musculaires, mais dans I’ensemble aucune anomalie spécifique d’une myopathie

particuliere. Toutefois, les coupes observées en microscopie électronique discernent d’importantes anomalies des noyaux en particulier un élargis-

sement de I’espace de I’enveloppe périnucléaire (B) et un épaississement anormal de la lamina (€) (fléches).

Nombre total

Myopathies congénitales identifiées

de cas
Myopathie congénitale (MTMI) 17
Myopathie congénitale (ACTAI) 10
Myopathie congénitale (RYRI) 10
Myopathie congénitale (NEB) 7
Myopathie congénitale (ASCCI) 2
Myopathie congénitale (EX0SC3) 2
Myopathie congénitale (STAC3) 2
Myopathie congénitale (TTN) 2
Myopathie congénitale (DNM2) 1
Myopathie congénitale (KLHL40) 1
Myopathie congénitale (LMOD3) 1
Myopathie congénitale (My018B) 1
Total des MC identifiées 56

Nombre de cas Nombre de cas

< 2 mois entre 2 et 6 mois
13 4
6 4
8 2
4 3
2 0
1 1
1 1
2 0
1 0
1 0
1 0
1 0
41 15

Tableau II. Répartition des génes incriminés dans [’ensemble des cas de myopathies congénitales et en fonction de I’dge de I’enfant (<< 2 mois, ou

2-6 mois).

a permis d’identifier un géne causal (MTM1, ACTA1, RYR1, NEB, ASCCI,
EXOSC3, STAC3, TTN, DNM2, KLHL40, LMOD, My018B). Pour les autres,
soit les analyses moléculaires effectuées jusqu’a ce jour n'ont pas
permis d’identifier le géne en cause, soit ce sont des cas trés anciens
qui nont pas pu étre étudiés génétiquement, par manque d’échantillon
d’ADN.

Parmi les génes identifiés pour les différents cas de MC, les plus
fréqguemment rencontrés sont les génes MTMI, ACTAL, RYRI et NEB
(Tableau 1) [3, 5-7]. On remarque également que dans la période
néonatale stricte (< 2 mois de vie), I"étude moléculaire s’est montrée
plus pertinente.

€n dehors des myopathies congénitales structurales, les études molé-
culaires ont pu étre réalisées dans d’autres groupes de maladies ; ainsi
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un certain nombre de génes ont pu étre identifiés tels
que LAMAZ, SMN1, DM1, DMD, CNTNAPI, etc.

Dans le contexte des erreurs innées du métabolisme, les
dosages enzymatiques étaient réalisés régulierement
par les services respectifs, en particulier les complexes
de la chaine respiratoire mitochondriale. Plus tard, les
études moléculaires étaient effectuées en systéma-
tique aussi bien en utilisant de ’ADN génomique ou de
’ADN mitochondrial. Malheureusement, nous n’avons
pas forcément toutes les informations génétiques pour
ces cohortes de maladies musculaires métaboliques
mais plusieurs anomalies moléculaires ont été consta-
tées, par exemple, dans les genes NARP, GFM1, MTO1.



Conclusion

Cette étude rétrospective a permis d’une part de constituer une
casuistique d’un important nombre de biopsies musculaires analysées
durant la période néonatale et périnatale, et d’autre part, de faire une
revue précise des entités pathologiques observées dans cette période
ainsi que leur fréquence respective.

Sur les 535 cas révisés :

— 82 % des cas ont montré des anomalies spécifiques ou hautement
suggestives d’un diagnostic particulier dans la biopsie musculaire ;

— 18 % des cas n'ont pas montré d’anomalie histologique ou ont pré-
senté des anomalies peu significatives.

Nous avons également démontré avec précision la pertinence de
I"apport de I'étude en microscopie électronique (décisif, contributif,
confirmatif) pour valider un diagnostic définitif, conduire les études
moléculaires et orienter la prise en charge des patients.

Nous avons réalisé une corrélation directe avec les résultats des
études moléculaires effectuées pour chaque cohorte de patients. De
plus, cela a permis également d’affirmer ou de confirmer le diagnostic.
Dans le cadre de myopathies congénitales structurales, la fréquence
de genes en cause s’établit comme suit: MTMI, ACTAI, RYRI, NEB,
ASCCI, €X0SC3, STAC3, TTIN, DNM2, KLHL40, LMOD, My018B, méme s'il
reste encore de nombreux cas en cours de caractérisation. ¢

SUMMARY

Muscle biopsy in the neonatal and perinatal period: a retrospective
study of 535 cases

Neuromuscular diseases with neonatal or perinatal onset are usually
very severe. Their diagnosis requires rigorous studies in order to deter-
mine the cause of the disease and thus help to establish the vital
prognosis. Neonatal muscle biopsy studies are driven by the extreme
severity of the clinical picture. The aim of this analysis is to search for
orvalidate a precise diagnosis and etiology. Numerous genes are at the
origin of these severe neonatal myopathies, for some of them anoma-
lies of a specific gene could be identified.

We re-evaluated 535 biopsies performed in the neonatal period and ana-
lyzed at the GHU Pitié-Salpétriére in Paris from 1970 to 2021 inclusive (i.e.
over a period of fifty-two years). The cohort is composed of 54% boys and
46% girls. This retrospective study allowed us to build up a casuistry of
muscle biopsies analyzed during this period of life, and to make a precise
review of the pathological entities and their frequency.

Of the 535 cases reviewed: 82% of the cases showed specific or highly
suggestive muscle abnormalities of a particular diagnosis ; and 18% of
the cases showed no or insignificant histological abnormalities

We have also demonstrated with precision the relevance of the contri-
bution of the electron microscopy study (as decisive, contributory,
confirmatory) to validate a definitive diagnosis, to conduct molecular
studies and to guide the management of patients.

In the strict context of structural congenital myopathies, the frequency
of genes involved is as follows: MTMI, ACTAI, RYRI1, NEB, ASCCI, EXOSCS,
STAC3, TTN, DNM2, KLHL40, LMOD, My018B, although many cases are still
under investigation. ¢
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Introduction

Notre pratique de psychologues cliniciennes aupres de
patients suivis dans le service de Neuromyologie de I’hGpi-
tal de la Pitié-Salpétriere démontre que I'annonce dia-
gnostique d’une myopathie a 'dge adulte est un moment
fondateur du parcours de soins tout autant que du par-
cours de vie des patients. Ces derniers témoignent d’un
rapport paradoxal @ cette annonce, partagés qu’ils sont
entre soulagement et inquiétude. Uannonce reste durable-
ment gravée dans leur mémoire, méme des années apres.
Elle impacte la relation au médecin et induit des effets
psychologiques au long cours. A partir d’échanges avec
I’équipe de myologues cliniciens du service de Neuromyo-
logie, nous constatons également que, loin d’étre un sujet
d’intérét réservé aux patients, "annonce préoccupe aussi
beaucoup les médecins qui la délivrent.

Dans le domaine de la santé publique, 'annonce en neu-
romyologie se référe a I"annonce d’une « mauvaise nou-
velle » au sens ol la Haute Autorité de la Santé I'entend.
L’annonce se définit ainsi comme un moment « qui change
radicalement et négativement I'idée que se fait le patient
de son étre et de son avenir» [1]. Plusieurs articles,
notamment dans le champ de I'oncologie et de la neuro-
logie, ont mis en évidence que I"annonce conditionne aussi
bien I"engagement du patient dans le parcours de soins
que la possibilité, pour lui, de s’approprier subjectivement
sa maladie [2,3]. €n ce sens, recevoir un diagnostic peut
induire chez le patient de la confusion, de la détresse a
long terme, du ressentiment [4], et/ou un état anxieux
et dépressif [5]. Du point de vue du médecin, délivrer une
«mauvaise nouvelle » est aussi un acte émotionnellement
pesant et difficile & formuler [6,7]. Les données de la lit-
térature confirment que cette pratique est une importante
source de stress et qu’elle peut conduire a des sentiments
de culpabilité et de colére. Elle renverrait également a la
peur de la mort, a la désapprobation, et a la crainte de ses
propres réactions émotionnelles tout autant qu’a celles du
patient [6,8,9].

Une revue semi-systématique de la littérature récente
[10] a permis de dresser plusieurs constats :

1) seuls 29 articles portent sur I’annonce en neurologie ;
2) parmi ces 29 articles, huit concernent I’annonce dia-
gnostique des maladies neuromusculaires se déclarant
a I’age adulte, et trois seulement ont été publiés dans
des revues scientifiques & comité de lecture [11-13] ;
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3) des 29 articles retenus sur I’an-  france.

nonce en neurologie, dont 8 en neuro-
myologie, 4 invariants sont apparus, & savoir : (a) un effet pharmakon
de "annonce, entre choc et soulagement du coté des patients, et entre
satisfaction et impuissance du coté des médecins ; (b) I'importance
du cadre (lieu, accompagnement) ; (c) I’influence de la temporalité
de I"annonce (la durée de la consultation, la possibilité de différentes
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consultations d’annonce et I’écart entre le moment de I’annonce et
I’expression des premiers symptdmes) ; enfin (d) le risque de malen-
tendus liés non seulement aux effets d’un potentiel « scotome audi-
tif », c’est-a-dire le fait que le patient n’entend que des fragments
d’information, mais aussi @ une « sélection mnésique » qui implique,
quant a elle, que le patient n’entende pas n’importe quels fragments
d’information, mais principalement les plus négatifs et les plus
angoissants. Ces effets peuvent étre la conséquence des mouvements
défensifs de chaque protagoniste.

4) €nfin, cette méme revue semi-systématique [10] montre que sur
un plan méthodologique, les études ont été exclusivement menées de
maniere rétrospective, c’est-a-dire a partir du souvenir de "annonce. Pour
autant, I’exploration du vécu de cette annonce en neuromyologie, y com-
pris dans "apres-coup, reste restreinte puisque les trois études publiées
dans des revues scientifiques ne portent que sur deux pathologies : les
dystrophies musculaires des ceintures [11] et la dystrophie musculaire de
type FSH [12,13]. De surcroit, une seule de ces trois études porte préci-
sément sur I"annonce diagnostique [13], laquelle date de plus de 25 ans.
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Il est également a noter, toujours sur le plan méthodologique, que les
articles sur ’annonce diagnostique explorent rarement le point de vue
des médecins (seulement 4/29) : ils se focalisent principalement sur
I’expérience unique des patients. Ainsi, la recherche n’explore finale-
ment pas la dimension relationnelle de la consultation d’annonce de
maniere écologique, autrement dit dans le réel du phénomene étudié.
L'annonce en neuromyologie se révele donc une thématique peu étu-
diée alors qu’elle recouvre des enjeux cruciaux. Tout d’abord, ces deux
derniéres décennies ont été marquées par les progrés considérables
des connaissances scientifiques concernant les maladies neuromus-
culaires. Des techniques de plus en plus performantes permettent aux
patients d’obtenir, plus ou moins rapidement, un diagnostic de pré-
cision, I'objectif étant a chaque fois de réduire le temps de Ierrance
diagnostique. Pour d’autres patients, "incertitude diagnostique
demeure, provoquant un sentiment de « double peine » : celle de la
maladie elle-méme, et celle de ne pas pouvoir bénéficier d’un trai-
tement spécifique ou de ne pas pouvoir intégrer un protocole d’essai
thérapeutique. U'essor assez récent des thérapies innovantes dans le
domaine des maladies neuromusculaires est également venu modifier
substantiellement les modalités de communication entre le médecin
et le patient [7] mais aussi I’expérience des patients. Nous assistons
ainsi @ un changement progressif de paradigme dans les maladies neu-
romusculaires passant d’une maladie incurable - donc sans espoir - a
la possibilité d’une perspective d’un traitement, méme si celui-ci
n’existe pas toujours au moment de I’annonce.

Il faut prendre ensuite en compte que dans la plupart des maladies
neuromusculaires, il existe une dimension génétique spécifique et donc
un risque potentiel de transmission familiale. €n ce sens, ces patholo-
gies impactent de maniére importante la qualité de vie des patients et
celle de leur famille [12, 14, 15].

Annoncer et recevoir un diagnostic de maladie neuromusculaire carac-
térisée par la chronicité de son évolution, 'absence de traitement
curatif, le risque de transmission familiale et I’existence ou non d’es-
sais thérapeutiques, représentent une véritable épreuve et un enjeu de
communication : comment annoncer la maladie et accompagner les
patients dans la subjectivation de cette mauvaise nouvelle ?

Méthodologie

Notre projet de recherche comportait deux études : I’'une rétrospective,
et I’autre prospective (Figure 1).

Une étude rétrospective

Au regard des constats exposés ci-dessus, le premier objectif de notre
recherche était de proposer un état des lieux concernant le souvenir
de "annonce d’une maladie neuromusculaire en explorant, de maniere
rétrospective et globale, et a distance de I’annonce, les représenta-
tions des patients. Dans ce but, nous avons mis en place une premiére
étude menée auprés de trente patients ayant regu I’annonce de leur
diagnostic depuis au moins un an. Nous avons demandé a cette pre-
miére série de patients de faire le récit du souvenir de leur annonce au
cours d’un entretien semi-directif.
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Une étude prospective

Un second objectif de notre recherche a été d’analyser
cette annonce en neuromyologie par le prisme d’une
méthodologie innovante, mettant en lumiére le proces-
sus relationnel tel qu’il se construit au cours de I'entre-
tien d’annonce. Pour cela, nous avons élaboré une
étude prospective s’intéressant, d’une part, a la dyna-
mique relationnelle qui se créée entre les protagonistes
durant la consultation d’annonce et aux problémes de
compréhension entre ce qui est énoncé par les méde-
cins et entendu par les patients et, d’autre part, aux
représentations des deux protagonistes a la suite de
ces consultations d’annonce. Pour ce faire, nous avons
audio-enregistré les consultations d’annonce, que
nous avons complétées par des entretiens semi-direc-
tifs avec les médecins-annonceurs (le jour méme de
I’annonce) puis avec les patients ayant recu I’annonce
(dans les trois mois suivant la consultation d’annonce).
Ces deux études ont été réalisées a I’Institut de Myo-
logie, dans le service de Neuromyologie de I’hdpital de
la Pitié Salpétriere a Paris, en collaboration avec les
services régionaux de ’AFM-Téléthon. Cette recherche a
été approuvée par le comité d’éthique CERAPHP.5 sous
le numéro d’avis 2019-10-02, *00011928, et a fait Iob-
jet d’un dépot a la CNIL sous la référence 2218654v0.

Résultats

Nous présentons ici les résultats préliminaires de ces
deux études tels que rapportés sous forme de commu-
nication affichée lors du congres Myology 2022 a Nice
(12-15 septembre 2022).

Résultats préliminaires de I’étude rétrospective

Trente patients ont été inclus. 19 d’entre eux ont été
recrutés par le service de Neuromyologie et 11 par les
services régionaux de I’AFM-Téléthon. L’échantillon se
compose de 19 femmes et de 11 hommes avec un dge
médian de 53 ans (29-83, 0 = 15,80). Au moment de
I'annonce, les patients avaient en moyenne 42 ans (20-
71, Me40,5, 0 = 15,54). Le temps moyen écoulé entre
annonce et I'entretien de recherche était de 11 ans
(1-37, Mel0, O = 9,86). Seize patients étaient atteints
de myopathies (dystrophie myotonique de type 1 ou
DM1 (5), FSH (2), dysferlinopathie (2), autres (6), non
étiquetée (1); 8 patients étaient atteints de formes
variées de myasthénie, et 6 patients avaient une patho-
logie du nerf périphérique (amyotrophie spinale (2),
Charcot-Marie-Tooth ou CMT (3), polynévrite (1)).

Uensemble de ces récits audio-enregistrés et retrans-
crits ont été soumis a une analyse des données lexicales
grdce au logiciel Nvivo (Version Release 1.7). Cet outil
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Figure 1. Design de la recherche.

d’aide a la gestion et a I'analyse des données permet notamment de
recourir a 'analyse lexicométrique, c’est-a-dire a I’étude statistique
du langage. Grace a cela, le calcul de la fréquence et de "occurrence
des mots dans les verbatims permet d’organiser et de mettre en évi-
dence les structures signifiantes les plus fortes afin de dégager I'infor-
mation contenue dans les données textuelles.

Nous avons ainsi exécuté une requéte des 1000 mots les plus utilisés
par les patients sur I’ensemble des 30 verbatims recueillis. Le choix de
la longueur des mots était de cinq lettres au minimum, afin d’éviter
que les résultats ne soient perturbés par des mots-outils comme les
déterminants. Nous avons restreint cette requéte au calcul des mots
dont la forme était exactement identique, ce qui exclut les recherches
a partir des formes radicales et des synonymes, ceci afin d’éviter
les erreurs d’automatisation de recherche lexicale. Pour illustrer ces
résultats, nous avons fait le choix d’une représentation par nuage de
mots, laquelle propose une mise en valeur des mots dont la taille de
police est corrélée a leur fréquence d’apparition dans les récits de
patients (Figure 2).

Ces résultats préliminaires mettent tout d’abord en évidence I'occur-
rence de la notion de temporalité avec les mots « aprés » (384 occur-
rences), « temps » (227), « moment » (224), « toujours » (222),
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médecins-annonceurs

(+ 3 mois et + 6 mois)

N=19
patients

« enfin » (183), «encore » (175), « maintenant »
(143), et « suite » (132).

Ensuite, nous observons I'importance de la référence a
I'agir, avec la présence du verbe « faire » (471 occur-
rences). Enfin, le nuage met en lumiére la centralité de
la figure du médecin, évoqué par les différents termes :
« médecin» (175), « docteur» (151) ou bien « neuro-
logue » (137), dont ’addition représente 463 occurrences.
Cette occurrence correspond a la notion la plus saillante.
Afin de compléter I’étude, nous avons également proposé
aux patients, durant ces entretiens, de choisir un mot qui
représente au mieux, selon eux, leur vécu de I'annonce
diagnostique. Cette liste comprenait les mots suivants :
« pédagogique » ; « technique » ; « humaine » ; « bru-
tale » ; « rassurante » ; « sans espoir » ; et «incer-
taine ». 11/30 sujets ont fait le choix du mot « brutale »,
6/30 d’«incertaine », 4/30 de «rassurante », 3/30 de
«sans espoirs », 3/30 d’« humaine », 2/30 de « pédago-
gique » et enfin 1/30 sujet a choisi le mot « technique ».
Ainsi, parmi 30 sujets, 9 ont choisi un mot a valence posi-
tive contre 21 a valence négative.
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Figure 3. Nuage de mots concernant les verbatims des échanges entre médecins

et patients lors des consultations d’annonce de I’étude prospective.

Résultats préliminaires de I’étude prospective

L’étude prospective s’appuie sur I’enregistrement de 19 consultations
d’annonce. Au total, ces consultations impliquent cing médecins (trois
femmes et deux hommes). 11/19 des patients étaient des hommes et
8/19 des femmes. La moyenne d’dge des patients au moment de cette
consultation était de 47 ans (19-76, Me = 47, 0 = 17,65). La répartition
par pathologie s’est faite comme suit: 13 annonces de myopathies
(FSH (5), DM1 (1), canalopathie (1), myopathie des ceintures (1),
myopathie myofibrillaire (2), myopathie de Bethlem (1), dysferlinopa-
thie (1), myopathie liée au collagéne VI(1)) ; cing annonces de neuro-
pathie (neuropathies motrices pures (2), CMT (1), HNPP (1), syndrome

de CANVAS (1)); ainsi qu’une annonce d’ataxie de Friedreich.

Pour cette étude prospective, nous avons de nouveau procédé a une
analyse textuelle représentée par un nuage de mots. La Figure 3 ren-
voie a I’ensemble des échanges entre médecins et patients lors de la
consultation d’annonce, et ce, sans différencier les interventions des

patients de celles des médecins.
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€n premier lieu, et comme dans I’étude rétrospective,
le nuage fait ressortir I'importance de I'agir durant
les échanges que constitue la consultation d’annonce.
On trouve de nouveau la présence centrale du verbe
« faire » dans le nuage (523 occurrences). Cette dimen-
sion de I'agir est renforcée par I'occurrence du verbe
conjugué «allez» (148) qui renvoie, quant & lui, & un
verbe d’action. Deuxiemement, la notion de tempora-
lité est elle aussi de nouveau centrale et apparait avec
les mots «temps » (157 occurrences) et « moment »
(83), accompagnés des marqueurs de temps tels que
«jamais » (132), « encore » (99), et « toujours » (99).
Troisiémement, la notion d’enquéte avec I’occurrence du
mot « probléme » (123 occurrences) apparait prépondé-
rante. Enfin, émerge également la dimension familiale,
avec le mot « génétique » (116 occurrences) couplé a la
présence du mot « enfants » (97 occurrences).

Afin de compléter I’étude, nous avons également pro-
posé aux patients de nommer, en choix libre, un mot
représentant leur vécu de cette annonce, au cours des
entretiens menés environ trois mois aprés I'annonce.
Parmi les mots choisis, nous dénombrons 8/19 mots a
valence positive contre 5/19 mots a valence négative.
Les six sujets restants ne se sont pas exprimés.

Discussion

Les résultats préliminaires de notre recherche font
apparaitre deux éléments communs a I’étude rétros-
pective et a I’étude prospective.

Tout d’abord, I'importance du verbe « faire » dans les
deux cohortes ; celui-ci renvoie a la fonction perfor-
mative de I’annonce, au sujet de laquelle Corbet écrit
en 1994 : « Le terme de fonction performative désigne
ce qui, dans I"échange langagier, possede une force et
conduit "autre a agir. Cette fonction doit faire naitre ou
renforcer un sentiment de capacité chez le malade et sa
famille » [16]. Le recours a I’agir, le « faire », permet
donc aux médecins d’inciter le patient a adopter une
position proactive vis-a-vis de la maladie, afin d’ap-
prendre a vivre avec et non contre celle-ci. Il s’agit alors
de «faire de la kiné », « faire de I’exercice », « faire
des analyses ». €n I'absence de traitements curatifs, le
parcours de soins est assimilé @ un reméde qui compense
I'impuissance liée a I'incurabilité de la trés grande majo-
rité des maladies neuromusculaires. La rééducation et les
aides techniques sont notamment privilégiées comme des
réponses permettant de retarder les évolutions symp-
tomatiques de la maladie. Ces approches permettent
de compenser une impuissance ressentie par le patient
comme par le médecin dans des maladies dont la prise en
charge reste par essence palliative.



Le second résultat de I"analyse textuelle commun aux deux groupes
étudiés fait ressortir la prévalence de la notion de temporalité, aussi
bien dans le souvenir que les patients ont de I"annonce que durant
les consultations d’annonce. Les occurrences du mot « temps »,
«moment » et des marqueurs de temps tels que « apres », « tou-
jours », « jamais », « enfin », « encore », « maintenant », et « suite »,
renvoient ainsi a la dimension évolutive et progressive de la grande
majorité des maladies neuromusculaires. La temporalité psychique
des patients est ainsi affectée par ’annonce, qui revét un aspect
véritablement traumatique : celle-ci « tombe », comme un couperet,
et marque I’histoire subjective des patients d’un avant et d’un apres.
Elle les plonge dans un « futur hypothétique ou I'incertitude régne,
et ou le présent prend un poids considérable. Car la perte de la force
musculaire contraint parallelement a une limitation progressive des
mouvements et a une gestion constante de la dépendance a autrui
dans P’ici et maintenant » [17].

Concernant les résultats spécifiques (non communs) de I’étude
rétrospective, ces derniers mettent en exergue la place privilégiée de
la figure du médecin dans I’aprés-coup de I’annonce, évoquée sous
différents termes : « médecin », « docteur », « neurologue ». Cette
occurrence peut renvoyer a :

- d’une part, la multiplicité des intervenants médicaux cotoyés aussi
bien durant la quéte du diagnostic que dans le parcours de soins
consécutif, ce qui explique la fréquence de leur référence dans les
récits des patients. Ce premier constat nous permet de poser I’hypo-
thése d’une invasion du parcours de soins dans le parcours de vie, et
nous invite ainsi a penser a la maniére dont la subjectivité des patients
peut se trouver aussi bien étouffée par la maladie que par la prise en
charge qui en découle ;

- d’autre part, les résultats font ressortir la place centrale de I’annon-
ceur de la « mauvaise nouvelle » qui reste a jamais gravée en mémoire,
malgré le temps qui passe. Rappelons qu’au temps de la Gréce antique,
I’annonceur de « mauvaise nouvelle » était considéré comme res-
ponsable, et de ce fait, tué [18]. Bien que les us et coutumes aient
fort heureusement changé depuis, on retrouve encore aujourd’hui des
traces de cette pratique dans le langage. Il existe ainsi une expression
anglaise («shooting the messenger ») désignant la tentation de se
débarrasser de celui qui annonce la terrible nouvelle ; expression qui
trouve peu d’équivalents dans la langue frangaise [17] ;

- ce constat de la figure centrale du médecin peut aussi renvoyer a
la place toute particuliere qu’il incarne auprés des patients, avec
cette fois une valence positive. Cette hypothese renvoie aux travaux
de Balint (1970) pour qui le médecin peut étre investi comme un
médicament pour les patients : « le médicament de beaucoup le plus
fréquemment utilisé en médecine [est] le médecin lui-méme. » [19].
Concernant les résultats spécifiques de I’étude prospective lors des
consultations d’annonce, I’analyse textuelle fait ressortir I'utilisation
spécifique du mot « probléme ». Ce dernier renvoie a la notion d’en-
quéte diagnostique menée par le médecin afin de résoudre I’énigme
posée comme un probléeme pour chacun des protagonistes. €n effet,
le patient est en quéte d’une solution a ses symptomes, et le médecin
doit pour cela réaliser une enquéte se rapportant au patient, a ses
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ascendants et collatéraux, pour ainsi résoudre le pro-
bleme du diagnostic de précision.

€n lien avec ce premier résultat, les mots « génétique »
et « enfant » apparaissent également de maniere pré-
pondérante dans cette partie de I’étude. Ils marquent
la place et le poids des explications relatives a la
transmission génétique lors de I’annonce du diagnostic
au patient. Gargiulo (2009) écrit & ce sujet : « Révéler
la dimension génétique d’une maladie neuromusculaire
n’est pas une information médicale comme les autres
car elle touche au « patrimoine » génétique, concerne
et implique toute la constellation familiale. Informer
ses enfants et les autres membres de sa famille est une
tdche d’autant plus difficile qu’il n’existe ni prévention
ni traitement curatif, et que la maladie se déclare a
un dge adulte plus ou moins tardif. Au cas singulier de
maladie se superpose une signification a résonance
groupale et collective [...] De ce fait, les maladies neu-
romusculaires créent une tension forte, conflictuelle,
entre bien individuel et bien commun » [20].

Enfin, I'analyse du choix de mot des patients permet de
comparer le vécu de I'annonce a court terme et celui
a long terme. Cette analyse fait ressortir des mots de
valence plus négative dans I’étude rétrospective que
dans I’étude prospective. Ces résultats peuvent s’expli-
quer par le changement opéré depuis vingt ans dans les
conditions d’annonce, et ce pour deux raisons :

- la sensibilisation a I"annonce des médecins durant leur
formation implique une attention plus particuliére de
leur part et a conduit a un changement des pratiques.
Par exemple, ce qui auparavant pouvait étre annoncé
par un simple courrier ne I’est plus aujourd’hui ;

- de maniére plus subjective, "absence de perspectives
thérapeutiques faisait vivre I"annonce comme une
condamnation sans aucun espoir de guérison ou de
stabilisation. Ainsi, ce qui est nommé comme « brutal »
peut se rapporter au vécu subjectif des patients, du
fait de I'absence de perspectives thérapeutiques et du
risque de transmission a la descendance. U'annonce
reste alors gravée en mémoire comme un événement
qui ne passe pas et qui se réactualise a chaque période
d’aggravation symptomatique, impliquant a chaque
fois de nouvelles pertes fonctionnelles.

Enfin, en référence a la dimension traumatique, nous
faisons I’hypothése que les émotions négatives sont
plus manifestes dans le temps et donc davantage expri-
mées dans I’étude rétrospective que prospective.

Conclusion

Nous présentons ici les résultats préliminaires d’une
vaste étude sur I'annonce du diagnostic de maladies
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neuromusculaires variées apparaissant a I’dge adulte. Ces résultats
seront mis en perspective avec d’autres données et feront I’objet d’une
publication future. ¢
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La perte progressive de la fonction musculaire chez
les patients atteints d’une maladie neuromusculaire
lentement évolutive peut altérer la déglutition, la
toux et la ventilation. Ceci peut ainsi entrainer des
complications respiratoires graves responsables d’une
augmentation de la morbidité et de la mortalité. Une
assistance respiratoire adaptée peut restituer une
expectoration et une ventilation efficaces et donc pré-
venir ces complications. Elle est maintenant envisagée
des les stades précoces de la maladie. Par exemple,
dans des recommandations récentes, une ventilation
non invasive nocturne au masque (VNI) est proposée
des qu’une hypoventilation nocturne est détectée,
avant méme que les gaz du sang diurnes soient altérés
[1].

Malgré une gestion optimale de la ventilation assis-
tée, la progression de la maladie peut entrainer une
augmentation du recours a la ventilation mécanique
durant la journée et lorsque la durée de VNI diurne
devient conséquente (c’est-a-dire plus longue qu’une
sieste). L'utilisation d’une pipette (aussi appelée piéce
buccale) a la place du masque est, du fait de son
caractére non invasif, de plus en plus proposée alors
qu’auparavant une trachéotomie se discutait [2,3]. La
VNI par masque la nuit avec un relais pris le jour par
une piéce buccale permet de maintenir les patients
devenus de plus en plus dépendants de la ventilation
mécanique, dans quasiment les mémes conditions et
lieux de vie. Elle permet d’éviter les complications liées
a la trachéotomie que sont les lésions trachéales et
laryngées, I'infection des voies respiratoires, les baro-
traumatismes, sans compter la lourdeur et le coiit des
soins liés a cette technique invasive.

Les contraintes imposées par la trachéotomie font
que la ventilation invasive n'est proposée que lorsque
I’insuffisance respiratoire ne peut plus étre gérée par
les seules approches non-invasives ou lorsque les tech-
niques d’assistance a la toux ne sont pas suffisamment
efficaces [2, 3]. A ce stade évolutif de la maladie, le
patient peut choisir d’accepter une trachéotomie ou
de ne pas en bénéficier. Dans certains pays ou centres
médicaux, de nombreux patients refusent la trachéo-
tomie considérant qu’il s’agit la d’une intervention
agressive n"améliorant pas nécessairement le pronostic
du fait des complications associées a celle-ci, sans
compter les éventuels probléemes de ressources finan-
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cieres qu’elle engendre et/ou les conséquences négatives qu’elle peut
entrainer sur la qualité de vie. Les médecins contribuent parfois @
cette perception négative de la ventilation mécanique invasive. La fré-
quence des complications de la trachéotomie est un argument souvent
cité en défaveur de ce mode de ventilation assistée.

Ces complications ont été décrites il y a plus de vingt ans et reposent
essentiellement sur des études dans lesquelles la trachéotomie était
effectuée en situation d’urgence ou aigué plutdt qu’a froid [4]. Parmi les
effets secondaires a long terme de la trachéotomie, on peut citer 'aug-
mentation des sécrétions et infections respiratoires, les troubles de la
déglutition (dysphagie), les difficultés d’élocution et de communication
(perte de la parole), la formation dans la trachée de granulomes voire
de véritables fistules trachéo-artérielles a I'origine d’un risque accru
d’hémorragie |étale, et enfin une détérioration de la qualité de vie. Ces
complications sont bien sir possibles, mais elles peuvent étre en grande
partie prévenues par une prise en charge optimisée. Comme pour la VNI, la
gestion de la ventilation invasive par trachéotomie en période péri-opéra-
toire d’une part, et par les établissements de soins de longue durée d’autre
part, s’est améliorée au cours des trente dernieres années. Les complica-
tions précoces et intermédiaires peuvent étre réduites par la réalisation
d’une imagerie préopératoire systématique fournissant des informations
utiles au choix de la voie d’abord chirurgicale et de la canule de trachéoto-
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Dystrophie musculaire
de Duchenne (DMD)

Amyotrophie spinale (SMA)
Patients ventilo-

dépendants concernés Dystrophie musculaire

congénitale (DMC)

Dystrophie myotonique
de Steinert (DMS)

Figure 1. Les principales étiologies des patients neuromusculaires ventilo-

dépendants.

mie. La trachéotomie, lorsqu’elle est programmée, doit étre effectuée par
un chirurgien expert et doit bénéficier de soins postopératoires prolongés
effectués par des équipes expérimentées. Les Iésions trachéales obser-
vées lors du suivi des patients sont le plus souvent provoquées par des
aspirations trachéales traumatiques, un gonflement excessif du ballonnet
de la canule ou par un contact entre la trachée et I'extrémité distale de
la canule. Toutes ces complications peuvent étre évitées par des bonnes
pratiques de soins. La trachéomalacie, par exemple, peut étre évitée en
utilisant dés que possible des canules sans ballonnet (ce qui facilite éga-
lement la phonation). Pour prévenir I'irritation des muqueuses et la for-
mation de granulomes, un protocole qui définit les techniques d’aspiration
doit tenir compte du fait que I’aspiration ne doit jamais dépasser 0,5 cm
au-dela de Pextrémité du tube endotrachéal. De plus, il faut encourager
les soignants et les aidants a utiliser une technique d’aspiration stérile et
a ne pas aspirer les voies respiratoires de maniére systématique mais uni-
quement lorsque cela devient nécessaire. On minimise ainsi I'introduction
d’agents pathogénes. Plus généralement, les suites d’une trachéotomie
doivent étre prises en charge par une équipe multidisciplinaire comprenant
des médecins de différentes spécialités (spécialiste en soins intensifs,
otorhinolaryngologiste), des infirmiéres spécialisées, des kinésithéra-
peutes respiratoires, des orthophonistes et des diététiciens. Cette équipe
doit initier les soins et éduquer le patient, la famille, les aidants et les
soignants intervenant a domicile.

Finalement, une meilleure prise en charge a long terme de la ventilation
invasive couplée aux avancées technologiques du domaine ont consi-
dérablement amélioré la situation de handicap vécue par les patients
ventilo-dépendants et trachéotomisés. Lorsque I'indication est bien
posée, la trachéotomie ne complique pas outre mesure la phonation
[5], la déglutition [6] et la géne respiratoire [7] chez ces patients.
Elle aurait méme tendance a les améliorer. Un travail récent fait en
collaboration avec I’Association Francaise contre les Myopathies (AFM-
Téléthon) montre que la qualité de vie des patients neuromusculaires
trachéotomisés est bonne, voire meilleure sur certains points, chez les
patients atteints de pathologies neuromusculaires ventilo-dépendant
trachéotomisés comparés a ceux en ventilation non-invasive [7].

Pour toutes ces raisons, I’AFM-Téléthon, en accord avec la filiere de
santé neuromusculaire FILNEMUS regroupant les centres de référence
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et de compétences éponymes, a demandé a la Haute
Autorité de Santé (HAS) d’établir des lignes directrices
sur la « place et la gestion de la trachéotomie dans
la prise en charge de la dépendance ventilatoire des
patients atteints de maladies neuromusculaires lente-
ment évolutives » [8].

Ces lignes directrices ne concernent pas seulement les
indications de trachéotomie et ne sont pas non plus en
contradiction avec d’autres recommandations inter-
nationales précédemment publiées [2, 3]. Elles visent
également a améliorer la prise en charge des patients, la
qualité et la sécurité de leurs soins, ainsi que leur qualité
de vie; tout en gardant a Iesprit que la trachéotomie
augmente le colit des soins et limite le nombre d’éta-
blissements en aval capables d’accueillir ces patients.
De plus, il s’agit d’un enjeu éthique important dans la
mesure ou le choix du traitement influe sur la qualité de
vie et sur le pronostic de survie de ces patients.

Ces nouvelles recommandations de bonnes pratiques
concernent toute personne atteinte d’une insuffisance
respiratoire consécutive a une maladie neuromusculaire
lentement évolutive.

Les raisons majeures de cette révision sont donc :

1. Les progres réalisés dans I'assistance ou la suppléance
respiratoire par la ventilation non invasive, notamment
de nouveaux modes de ventilations et le recours a la ven-
tilation par pipette (piéce buccale) ; les progrés dans le
traitement des données issues des études de sommeil, dans
les techniques de toux assistée, avec ou sans aide instru-
mentale et les avancées obtenues par les études cliniques
consacrées aux problemes de phonation et de déglutition
et proposant de nouvelles stratégies de prise en charge [9].
2. Les progreés liés aux thérapies innovantes qui sont
en train de bouleverser 'histoire naturelle des patho-
logies neuromusculaires et qui amenent a de nouvelles
réflexions diagnostiques et éthiques.

3. La réévaluation de I’équilibre bénéfices-risques avec
les risques importants rapportés, suite a une enquéte
nationale diligentée par ’AFM-Téléthon, a des hémor-
ragies trachéales survenues en période post chirurgicale
et qui ont pu entrainer le décés du patient.

Qui est concerné ? (Figure 1)

— Les patients atteints de pathologies neuromuscu-
laires ventilo-dépendants.

— Toutes les catégories d’dge sont concernées a I'ex-
ception du nouveau-né (<< 28 jours).

— Les blessés médullaires et les patients atteints de mala-
dies neurodégénératives a évolution rapide, telles que la
sclérose latérale amyotrophique, sont exclus de ces recom-
mandations de bonne pratique.
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Figure 2. Trachéotomie.

— Les professionnels concernés sont ceux intervenant aupres des
personnes atteintes de maladies neuromusculaires : pédiatres, pneu-
mologues, physiologistes de la respiration et de la déglutition, spécia-
listes du sommeil, anesthésistes-réanimateurs, médecins intensivistes
et réanimateurs, chirurgiens, oto-rhino-laryngologistes (ORL), radio-
logues, médecins de médecine physique et de réadaptation, neurolo-
gues, médecins généralistes, infirmier(e)s, orthophonistes, masseurs-
kinésithérapeutes, et techniciens de ventilation assistée.

Quand ?

La trachéotomie doit étre proposée apres information et discussion
éclairées avec le patient et ses aidants familiaux, aprés échec de la
VNI et des techniques de toux assistée avec aides instrumentales ou
en urgence.

Comment ? (Figure 2)

La décision est prise en réunion de concertation pluridisciplinaire
(RCP).

Recommandations prioritaires pour améliorer la qualité
des soins délivrés aux patients

— La trachéotomie doit étre précédée par des examens complémen-
taires (échographie cervicale et/ou fibroscopie souple trachéale ou
endoscopie selon les pathologies),

— Il est recommandé envisager la trachéotomie qu’apres échec de
la VNI et des techniques d’assistance a la toux. €lle nécessite un
consentement écrit du patient, de sa personne de confiance ou de son
tuteur légal, apres information éclairée, et a la suite d’une réunion de
concertation pluridisciplinaire sur cette question.
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— Excepté en situation d’urgence, il est recommandé
que la trachéotomie soit exclusivement chirurgicale et
réalisée par un opérateur qui en a I’habitude, ce dernier
pouvant étre chirurgien ou réanimateur.

— Le suivi post-chirurgical de la trachéotomie doit étre
réalisé en réanimation jusqu’au premier changement de
canule.

— Tout saignement post-chirurgical précoce nécessite
une évaluation immédiate par un professionnel compé-
tent et au plus vite par "opérateur.

— Apres le premier changement de canule, un passage
en unité de surveillance continue ou structure équi-
valente peut €tre envisagé et une rééducation de la
déglutition et de la phonation est nécessaire.

— €n cas d’encombrement, des techniques de drainage
bronchique, d’aide a la toux, avec ou sans aide ins-
trumentale (in-exsufflateur, relaxateur de pression)
sont recommandées en complément de I"aspiration
trachéale. Elles sont préalablement systématiquement
testées et optimisées a I’hdpital [10].

— L’éducation du patient et la formation des aidants
aux gestes quotidiens et aux conduites a tenir face a
certaines situations d’urgence doivent étre effectuées
avant la sortie de ’hopital.

— Les canules doivent étre changées au minimum tous
les 28 jours.

Identification et gestion des complications
tardives (Figure 3)

La prévention des complications passe par 'utilisation
d’une canule souple et si besoin réajustable. Il est
recommandé de privilégier 'utilisation de canules sans
ballonnet ou de poursuivre le monitoring de la pression
du ballonnet (selon les experts).

— €n cas de trachéomalacie, il faut adapter la longueur
de la canule (grade B).

— Une fistule entre trachée et tronc artério-brachio-
céphalique doit toujours étre suspectée devant la
découverte d’une hémoptysie et doit faire discuter d’un
geste chirurgical en urgence (grade B).

— La trachéotomie doit étre accompagnée d’une réé-
ducation de la phonation et d’une prise en charge de la
dysphagie [11]-

Contre-indications

Elles concernent la personne ou son entourage (refus du
patient s’il est majeur et considéré comme capable, que
cela ait été exprimé ou non par des directives anticipées ;
refus du représentant Iégal) mais aussi du fait de potentiels
obstacles anatomiques a la réalisation de la trachéotomie.
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Figure 3. Complications tardives.

« Suivi post-chirurgical réalisé en réanimation jusqu’au premier changement de canule.

+ Changement de canules au minimum tous les 28 jours.

- Fistule trachéo/TABC : suspectée par hémoptysie — traitement chirurgical urgent (gr. B).

+ Accompagnement : rééducation de phonation et prise en charge de la dysphagie.

+ Bilan ORL recommandé — évaluation de déglutition.

« Aspirations endo-trachéales par sonde souple. Instillations déconseillées.

- €ducation du patient et/ou formation des aidants avant sortie d’hépital.

Perspectives

Il faut ceuvrer au développement de programmes de recherche, d’édu-
cation thérapeutique, de maitrise des aides instrumentales par les
soignants et les aidants, augmenter les centres d’accueil de répit
des familles et des patients, élargir les compétences en permettant
la pratique de I’in-exsufflation par les infirmiéres et des aspirations
trachéales par les aides-soignantes, etc.

Enfin, le développement des thérapies innovantes (qu’il s’agisse ou
non de biothérapies) peut conduire a redéfinir et a adapter de maniére
continue les présentes recommandations [12]. ¢

New HAS recommendations for managing tracheotomy in neuromus-
cular patients

LIENS D’INTERET
Les auteurs déclarent n’avoir aucun lien d’intérét concernant les données publiées dans
cet article.
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Vers une meilleure
détection

des variants
introniques et
autres anomalies
d’épissage
complexes

dans les
dystrophinopathies

Résumé

Les dystrophinopathies sont causées par des altérations du
gene DMD. Environ 1 % des patients restent toutefois sans
diagnostic génétique de certitude, car les méthodes stan-
dard ne détectent pas les variants introniques. Dans 'étude
citée en référence [1], les auteurs ont combiné des analyses
expérimentales et in silico afin d’identifier ces variants patho-
géniques rares chez des patients atteints de dystrophinopathie
sans diagnostic moléculaire. Ils ont aussi déterminé les méca-
nismes de régulation entrainant la production de transcrits
anormaux du gene DMD. Grdce au séquengage du transcrip-
tome (RNA-seq), les chercheurs ont analysé les transcrits DMD
de 20 patients présentant tous un déficit en dystrophine sur
la biopsie musculaire mais chez qui aucun variant exonique
navait été détecté. Le séquencage du génome entier a par
ailleurs révélé des variants introniques dont les conséquences
fonctionnelles ont été interprétées grdce a des outils bio-
informatiques. Un séquencage ciblé de longs fragments d’ADN
a été réalisé dans les cas avec suspicion d’anomalies géno-
miques structurelles. Des transcrits DMD anormaux ont ainsi
pu étre identifiés dans 19 des 20 cas, répartis ainsi : quinze cas
avec un pseudo-exon par rétention de séquences introniques,
un cas avec saut d’exon, deux cas dus a un épissage et poly-
adénylation aberrants, et un cas avec terminaison prématurée
de la traduction. Des variations nucléotiques uniques (ou
SNV pour single nucleotide variation) dans des introns, des
réarrangements chromosomiques et une expansion répétée de
nucléotides ont aussi été détectés comme cause de transcrit
altéré. Ces approches combinées ont donc permis de détecter
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des événements pathologiques causant la maladie, ce qui constitue un pré-
requis pour envisager des interventions thérapeutiques ciblées.

Commentaire

Lerrance diagnostique est une problématique réelle, malgré les énormes
avancées technologiques de ces derniéres années, notamment concernant
les techniques de séquencage & haut débit (ou NGS pour next-generation
sequencing). ’étude présentée ici est un exemple élégant de stratégie com-
binatoire permettant d’identifier des variants difficilement accessibles par
les techniques classiques. Par ailleurs, 'approche reposait aussi sur I’étude
immunohistochimique des biopsies musculaires de patients, afin de n’inclure
que des patients avec un déficit avéré en dystrophine. Cest la complémentarité
des expertises (clinique, histopathologique, chercheurs) qui a fait le succes de
cette étude. A nen pas douter, la combinaison des études de transcrits (RNA-
seq), du génome (WGS pour whole genome sequencing) et 'utilisation des outils
de prédiction informatiques sera aussi tres utile pour d’autres cas de patients
en errance diagnostique.

Cette étude a permis non seulement d’apporter un diagnostic génétique de cer-
titude aux 20 patients inclus, mais elle a aussi mis en évidence des mécanismes
pathologiques complexes, dont certains, comme les rétentions d’introns qui
deviennent exoniques, peuvent étre ciblés par des thérapies d’exon skipping.

A noter que la pertinence de I'étude présentée a été saluée par la World Muscle
Society qui I'a mise en valeur en tant que Publication Highlights sur son site
web [2]. ¢

Towards a better detection of intronic variants and other complex
splicing abnormalities in dystrophinopathies
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Les cellules CAR-T

Des nouvelles armes
dans la lutte contre
la fibrose musculaire ?

Résumé

La reprogrammation de cellules T en CAR-T cells peut
étre réalisée in vivo et permet la destruction sélective
des cellules responsables de la fibrose dans un modeéle
d’insuffisance cardiaque chez la souris. Les CAR-T cells
sont des lymphocytes T génétiquement programmés pour
exprimer un récepteur antigénique chimérique et sont
activés au contact de la cellule exprimant I’antigene
correspondant. Ce concept a été initialement développé
pour cibler différents types de cancers mais pourrait
étre étendu a la destruction, par des cellules T activées,
de tout type cellulaire, pourvu qu’il exprime I’antigéne
d’intérét. La modification génétique nécessaire peut
étre réalisée par des outils classiques (vecteurs viraux)
et aussi par I'introduction d’ARN messagers (ARNm)
codant ces séquences chimériques, d’une maniere plus
transitoire du fait du caractére fugace de la stabilité
des ARNm. Une plus grande efficacité peut également
€tre obtenue en incorporant ces ARNm dans des nano-
particules lipidiques. Les phénomenes de fibrose que I’'on
observe dans de nombreux tissus résultent de I’activation
de cellules spécialisées appelées fibroblastes, cellules
stromales, ou progéniteurs fibro-adipogéniques. Si le
remodelage matriciel est nécessaire dans de nombreux
processus physiologiques, un exces persistant de matrice
extracellulaire sous forme de fibrose peut s’avérer patho-
logique et entrainer des dysfonctionnements tels qu’une
insuffisance cardiaque. La fibrose musculaire est éga-
lement 'une des causes des défauts de régénération
des muscles, dans certains processus myopathiques, et
de leur perte de fonction. U'activation de ces cellules
s’accompagne de I'expression de plusieurs protéines de
surface dont la FAP (Fibroblast Activation Protein) qui
peut étre ciblée par des récepteurs chimériques portés
par des CAR-T cells.

Dans Iétude citée en référence [1], des nanoparticules
lipidiques (LNP) sont décorées d’anticorps anti-CD5, ce
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qui leur permet d’étre captées sélectivement par les cellules T, cette effi-
cacité d’incorporation étant ainsi validée in vitro. Les ARNm codant un
récepteur antigénique chimérique reconnaissant ensuite la protéine FAP
ou des protéines permettant le suivi des cellules (GFP) sont incorporés
dans ces LNP; Pefficacité de transduction est d’abord établie in vitro,
puis in vivo par injection intraveineuse chez la souris. L'expression du
récepteur chimérique de FAP est observée a haut niveau dans les cellules
T des animaux, en particulier dans la rate. Cette expression est transitoire,
comme anticipé. €n étant capables d’extraire les molécules de surface
FAP exprimées par les cellules en contact, ces cellules T modifiées réa-
lisent le phénomene dit de trogocytose in vitro et in vivo, ce qui valide
leur fonctionnalité. Elles sont également capables de tuer les cellules
exprimant la protéine FAP in vitro. Enfin, I’efficacité fonctionnelle est tes-
tée dans un modeéle murin d’insuffisance et de fibrose cardiaques induites
par 'administration continue d’angiotensine Il et de phényléphrine. Aprés
apparition de la fibrose, I'injection intraveineuse de 10 pg de LNP entraine
une amélioration des parameétres fonctionnels (amélioration de la frac-
tion d’éjection, stabilisation des volumes cardiaques) et une régression
en deux semaines de la fibrose cardiaque interstitielle, tandis que les
CAR-T cells sont observées aux sites initiaux de la fibrose.

Commentaire

Cette preuve de concept d’une utilisation alternative des CAR-T cells,
qui ont déja fait leurs preuves dans le traitement de certains cancers,
tire aussi parti des récents progres accomplis dans la conception, la
réalisation et ’administration chez ’lhomme, et ce a trés grande échelle,
de vaccins dits « @ ARN » utilisés pour lutter contre la récente pandémie
de SARS-Cov2. La stabilisation des ARNm obtenue par 'incorporation de
motifs nucléosidiques, I"addition de queues de poly-A et optimisation
de codons a permis d’améliorer leur stabilité et leur efficacité, tout
comme leur incorporation a des LNP décorées d’anticorps de ciblage



spécifiques. Le concept de la production de CAR-T cells in situ permet
ici de s’affranchir des étapes complexes de séparation des populations
cellulaires, de modification génique, d’expansion éventuelle in vitro, de
qualification, et d’administration au patient, toutes choses inhérentes
a ces thérapies par transfert adoptif, ce dernier procédé consistant a
utiliser les cellules T des patients (autologues) apres les avoir potentia-
lisées in vitro. La faisabilité d’une transduction directe in vivo avec ces
nouveaux outils parait meilleure que celle obtenue par 'administration
de vecteurs classiques. Enfin, le caractere transitoire de I'expression
des récepteurs chimériques, conféré par I’utilisation des ARNm qui
sont labiles par nature, permet d’envisager un effet ponctuel, cet effet
pouvant étre renouvelé si besoin, gage de flexibilité et de sécurité de
I’approche. Dans certaines pathologies, en effet, cibler un mécanisme
physiologique tel que la fibrose, un phénomene essentiel a la cicatri-
sation naturelle des tissus, peut s’avérer délétere sur le long terme. La
présence permanente de CAR-T cells n’est pas nécessairement souhaitée,
au contraire des effets recherchés dans le traitement des cancers.

De la fibrose cardiaque a la fibrose qui touche et caractérise de nom-
breuses formes de myopathies, il "’y a qu’'un pas conceptuel que I’'on
aimerait s’autoriser a franchir... |l serait tentant en effet d’expérimenter
cette approche innovante et ces constructions dans des modéles ani-
maux de dystrophie musculaire caractérisés par un ou plusieurs types
de fibrose, tels que les souris DBA2-MDX, les rats DMD-MDX, ou méme
les chiens GRMD par ordre de volume tissulaire croissant. Ce traitement

permettrait-il de rétablir I’équilibre entre dégénéres-
cence et régénération ? Chez ces animaux, il serait en
outre intéressant d’évaluer 'impact simultané sur les
fibroses musculaires cardiaque et squelettique, d’autant
qu’une régression de la fibrose est méme observée ici.
Cependant, il sera nécessaire d’identifier la cible cellu-
laire exacte parmi les différentes sous-populations de
cellules fibrogéniques, d’évaluer I'impact a long terme
sur les différentes sous-populations de lymphocytes T,
et de mieux comprendre le délicat équilibre entre les dif-
férents acteurs cellulaires de la régénération musculaire
(cellules myogéniques, stromales, angiogéniques, pro- et
anti-inflammatoires...). ¢

CAR-T cells: therapeutic weapons to fight muscle
fibrosis?
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nées publiées dans cet article.
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Thermosensibilité
et déficits

en protéine
trifonctionnelle
mitochondriale

Résumé

La P-oxydation mitochondriale des acides gras
(B-0AG) permet la production d’ATP issue des acides
gras dans les tissus trés consommateurs d’énergie
tels que le muscle squelettique, le muscle cardiaque
et le foie. Cette voie métabolique est d’autant plus
importante que I'individu est en situation de jeline. La
[3-0AG repose sur quatre réactions séquentielles (une
déshydrogénation, une hydratation, de nouveau une
déshydrogénation et enfin une thiolisation), I’ensemble
aboutissant a la production d’acyl-CoA et d’acétyl-
CoA. Ce dernier métabolite est ensuite incorporé dans
le cycle de Krebs pour finaliser I'oxydation, permettant
ansi la génération de NADH et FADH, et la fourniture
d’électrons a la chafne respiratoire mitochondriale qui
peut ainsi fabriquer de I’ATP.

Chez ’homme, la B-0AG utilise principalement les
acides gras a 16 et 18 carbones, dits acides gras a trés
longue chaine (AGLC), lesquels abondent dans I’ali-
mentation chez I'adulte. La protéine trifonctionnelle
mitochondriale (MTP pour mitochondrial trifunctional
protein) est un complexe multienzymatique qui cata-
lyse les trois derniéres étapes de la 3-0AG des acides
gras a longue chaine grace a trois enzymes : I’énoyl-CoA
hydratase a longue chaine (LCEH), I’hydroxyacyl-CoA
déshydrogénase a longue chaine (LCHAD) et la cétoa-
cyl-CoA thiolase a longue chaine (LCKAT). Si les LCEH et
LCHAD sont situées sur la sous-unité o et codées par le
méme géne (HADHA), la LCKAT est située sur la sous-
unité [} et est codée par le géne HADHB.

Les déficits en MTP comprennent le déficit généralisé en
MTP, le déficit isolé en LCHAD et le déficit isolé en LCKAT.
Les déficits en MTP sont a 'origine de phénotypes cliniques
trés variables, allant de défaillances cardio-hépatiques
avec hypoglycémie hypocétosique chez le nourrisson,
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jusqu’a, chez I'adulte, des tableaux de myopathie, de rhabdomyolyses
a répétition et de neuropathie périphérique, avec ou sans rétinopathie
pigmentaire. Les situations entrainant une augmentation de la demande
énergétique, ou une restriction de I'utilisation du glucose, telles qu’un
exercice, une fievre ou un jeline, peuvent aboutir @ une décompensation
métabolique chez les patients atteints d’un déficit en MTP.

Dans le cas spécifique de la fiévre, une activité enzymatique réduite
lors de températures corporelles plus élevées peut avoir un impact
supplémentaire sur I'intensité de la décompensation métabolique.
Cela a déja été démontré chez des patients atteints d’autres troubles
de la B-0AG, a savoir les déficits en acyl-CoA déshydrogénase a chaine
moyenne (MCAD), en acyl-CoA déshydrogénase a trés longue chaine
(VLCAD) et en carnitine palmitoyl transférase 2 (CPT2). Cette thermo-
sensibilité est particulierement significative chez des patients portant
des variants faux-sens aboutissant a des activités enzymatiques rési-
duelles relativement élevées et des phénotypes moins séveres.

Les auteurs de article cité en référence [1] ont rapporté cinq patients
atteints d’un déficit en MTP lié a des variants faux-sens du gene
HADHB. Les patients présentaient depuis I’enfance (début du pre-
mier épisode entre 2 et 10 ans d’dge) des symptdmes musculaires
(myalgies, rhabdomyolyse ou faiblesse musculaire) apparaissant lors
d’épisodes fébriles, lors de prises d’alcool, en situation de jeline ou
d’activité physique intense. La sévérité du tableau a parfois nécessité
une hospitalisation, parfois en soins intensifs. Le taux, intercritique
des CPK était dans la norme. Le profil des acylcarnitines a montré des
élévations modérées d’acyl et et hydroxyl-acylcarnitines C14-, C16- et
C18 chez deux patients. Trois patients avaient des profils normaux
entre les épisodes de décompensation. Lélectroneuromyogramme
réalisé chez trois patients a montré des tracés neurogénes chez deux
d’entre eux et des tracés de faible amplitude chez le troisiéme. La
biopsie musculaire réalisée chez quatre patients s’est avérée normale



chez trois d’entre eux, et compatible avec une myopathie métabolique
chez un seul. Un seul patient présentait une rétinopathie modérée mais
avec des électrorétinogrammes (ERG) normaux.

Chez quatre patients, les activités enzymatiques de LCHAD, LCKAT et
SCHAD ont été analysées sur fibroblastes. Les activités LCHAD et LCKAT
étaient modérément réduites par rapport a la référence chez tous les
patients. Cependant, les activités enzymatiques résiduelles étaient
relativement élevées par rapport a celles des patients avec déficit en
MTP déja rapportés dans la littérature. La culture des fibroblastes a
40 °C versus 37 °C a nettement diminué I'activité des LCHAD et LCKAT
chez trois patients et de la LCKAT de fagon isolée chez un patient, tan-
dis que I’activité de la SCHAD restait stable (contrdle). Une réduction
des niveaux des sous-unités o et 3 a 40 °C versus 37 °C a été égale-
ment observée en immunoblot chez trois patients.

Limpact fonctionnel de cette réduction de I'activité enzymatique en
lien avec "augmentation de la température a été démontré par I’étude
des flux de AGLC et du test de charge au palmitate. Les flux des AGLC
étaient normaux a 37 °C pour tous les patients par rapport aux fibro-
blastes des patients contrdles, mais diminués apres culture des cel-
lules a 40 °C. Le test de charge au palmitate a 37 °C sur les fibroblastes
n’a montré aucune accumulation des carnitines ; par contre, a 40 °C
il a été observé une accumulation des carnitines C12-, C14-, C16- et
OH-C16 chez le patient 1 (le seul a avoir été testé).

Commentaire

Avec cette série de cas, les auteurs veulent attirer I’attention sur la ther-
mosensibilité observée dans certaines erreurs innées du métabolisme,
y compris dans le déficit en MTP [2]. Les cinq patients rapportés dans
I'article présentaient peu de symptomes ou de signes de la maladie en
période intercritique hormis une abolition inconstante des réflexes ostéo-
tendineux. Le caractére paucisymptomatique de la maladie concorde
avec I'impact moindre sur la conformation et la fonction du complexe MTP
des variants faux-sens du gene HADHB découverts chez les cing patients.
Néanmoins, la relative bénignité du tableau clinique contraste avec le
risque de décompensation grave et/ou de rhabdomyolyse qui peuvent
amener a admettre, le cas échéant, le patient en soins intensifs.

Du fait de la normalité, a I’état basal, des CPK, de la biopsie mus-
culaire et du profil des acylcarnitines, et en raison de la réduction
modérée de I'activité enzymatique a 37 °C, le diagnostic peut étre
difficile avec un retard conséquent. Pour éviter cette errance, plu-
sieurs conseils peuvent étre donnés : la réalisation du profil des
acylcarnitines lors des décompensations aigués augmente les chances
de mettre en évidence un profil altéré, car la fievre ou I’exercice
sont de nature a augmenter les concentrations d’acylcarnitine chez
les patients atteints d’un déficit en MTP thermosensible. Les auteurs

insistent aussi sur 'importance du dépistage géné-
tique chez des patients présentant des épisodes de
décompensation compatibles avec une €IM. Le recours
a des panels de genes de maladies métaboliques doit
étre large et encouragé. Tout ceci devrait permettre de
réduire le délai diagnostique de ces maladies poten-
tiellement graves et de déboucher sur des mesures
prophylactiques appropriées. Les mesures préventives
comprennent une restriction des apports en AGLC et une
supplémentation en triglycérides de moyenne chaine
et/ou en glucides. Celles-ci ont montré des effets béné-
fiques chez les patients se pliant a ce régime. Outre ces
conseils diététiques, un traitement antipyrétique éner-
gique est recommandé lors des épisodes fébriles.

Bien que le mécanisme sous-jacent conduisant a la
thermosensibilité du complexe MTP n’ait pas encore été
élucidé avec précision, les auteurs font I’hypothése que
le stress thermique pourrait avoir un effet sur la stabilité
conformationnelle du complexe protéique. Pour étayer
cette théorie, ils sS’appuient sur la diminution marquée des
niveaux des sous-unités o et [3 observée sur 'immunoblot
a 40 °C par rapport a 37 °C chez les patients étudiés. Ainsi,
les variants faux-sens pourraient entrainer des modifica-
tions des acides aminés avec un effet délétere modéré sur
le repliement des protéines, sans modification ou presque
des activités enzymatiques. Néanmoins, I'altération sur
la stabilité conformationnelle globale du complexe pro-
téique peut conduire au dépliement et/ou a I'agrégation
des protéines sous I'effet de températures élevées. Dans
ce contexte, I'utilisation de protéines chaperones pourrait
avoir un intérét thérapeutique. ¢
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Myopathies
inflammatoires et
anoctaminopathies

Les points-clés
pour éviter les erreurs
diagnostiques

Résumé

Les myopathies inflammatoires constituent un sous-
groupe de maladies musculaires tres hétérogenes par
leur présentation clinique, leur profil histologique
et sérologique, leur association ou non a des mani-
festations extra-musculaires, et par leur réponse au
traitement. A ce jour, la stratégie thérapeutique dans
ces myopathies repose davantage sur des recom-
mandations d’experts plutét que sur des conclusions
d’essais de phase 3. Un certain nombre de ces affec-
tions sont, de plus, résistantes a une ou plusieurs lignes
thérapeutiques. Cependant, I’absence de réponse aux
traitements immunosuppresseurs classiques constitue
un drapeau rouge devant amener le clinicien a remettre
en question le diagnostic initial de myopathie inflam-
matoire.

La dystrophie musculaire des ceintures de type R12 liée
& PPanoctamine-5 (ex-LGMD 2L ou anoctaminopathie)
est une affection autosomique récessive causée par des
variants pathologiques du géne ANO5. Les présentations
cliniques associées a cette dystrophie musculaires sont
variées, allant d’une hyperCKémie chronique asymp-
tomatique jusqu’a des myalgies d’effort combinées ou
non a une faiblesse musculaire proximale et/ou distale.
Le début est habituellement tardif, avec un pic autour
de 35 ans chez 'adulte.

Dans I’article cité en référence [1], Marago et al.
présentent quatre observations de patients ayant une
LGMDR12 prouvée chez qui un diagnostic erroné de
myopathie inflammatoire avait été initialement porté.
Il s’agissait de trois hommes et d’une femme, sans
antécédents familiaux de maladie musculaire, dgés
en moyenne de 51 ans (37-72) ; un patient présentait
une intolérance a Ieffort, deux patients avaient des
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myalgies permanentes, et un patient présentait une faiblesse a nette
prédominance distale. Les taux de CPK variaient de 1345 jusqu’a 6 375
UI/L. La prise de corticoides a permis de diminuer le taux de CPK chez
certains. Les auto-anticorps spécifiques des myosites étaient absents
a I'exception d’un patient chez qui la présence d’anti-Mi2 s’est avé-
rée étre un faux positif. 'IRM musculaire mettait en évidence des
signes variables d’infiltration fibro-adipeuse, d’atrophie et d’cedeme
musculaire, prédominant sur la face postérieure des cuisses et des
jambes. Les biopsies musculaires mettaient en évidence des signes
aspécifiques d’atteinte myopathique, sans infiltrat inflammatoire.
Cependant, chez deux patients, on retrouvait une surexpression focale
de I’HLA de classe | faisant évoquer une myopathie nécrosante auto
immune. Tous les patients ont recu plusieurs lignes de traitements
immunosuppresseurs sans efficacité aboutissant a un retard diagnos-
tique important, allant jusqu’a 15 ans pour 'un d’entre eux.

Commentaire

Certaines maladies musculaires génétiquement déterminées consti-
tuent des diagnostics différentiels importants des myopathies inflam-
matoires. Parmi celles-ci, on peut citer plus particulierement certaines
dystrophies musculaires comme les dysferlinopathies, les calpaino-
pathies, ou les dystrophies musculaires facio-scapulo-humérales
(FSHD1 et FSHD2), et des myopathies métaboliques comme la maladie
de McArdle ou la maladie de Pompe [2]. Les observations de Marago
et al. rappellent que I'anoctaminopathie (LGMDR12) peut également
mimer une myopathie inflammatoire. Ces travaux ont aussi le mérite de
relever quelques piéges diagnostiques ayant contribué a un diagnostic
erroné.

— Les taux de CPK peuvent baisser aprés la corticothérapie dans les
dystrophies musculaires donnant I'impression faussement rassurante
d’une réponse positive au traitement.



— La présence d’auto-anticorps, spécifiques ou non, de myosite, doit
toujours étre interprétée dans le contexte clinique, sous peine de
conclure a tort a une myopathie inflammatoire.

— La présence d’un cedeme musculaire a 'IRM en séquence T2/STIR
peut étre observée également dans les myopathies héréditaires et ne
doit pas étre interprétée a I'excés comme une inflammation témoi-
gnant d’une myosite active.

Les anoctaminopathies sont des affections lentement progressives,
volontiers asymétriques, touchant de maniere prédominante les
membres inférieurs. Tout comme les dysferlinopathies dont le phé-
notype est assez proche, avec toutefois un dge de début plus pré-
coce, cette forme de dystrophie musculaire autosomique récessive
s’accompagne fréquemment d’une atteinte distale parfois au premier
plan. Dans les cas d’anoctaminopathie inclus dans I’étude, le carac-
tére distal et/ou sélectif et/ou asymétrique de 'atteinte musculaire
clinique et a I'IRM musculaire aurait pu/di orienter d’emblée vers ce
diagnostic.

Dans le méme ordre d’idée, un article de Hauw et al. signalait en 2021
que 3,2 % de patients atteints de neuropathie de Charcot-Marie-Tooth
(CMT) avaient été diagnostiqués et traités initialement comme une
polyradiculoneuropathie inflammatoire démyélinisante chronique
(CIDP) au sein d’une cohorte de 1104 patients francais diagnosti-
qués [3]. Le surcolit de ces patients traités a tort avait été évalué a
4,6 millions d’euros alors que le colt de I’analyse génétique, si celle-ci

avait été réalisée plus systématiquement, était estimé
a 2,7 millions. Sans faire d’analogie directe entre ces
deux cadres diagnostiques, il serait probablement inté-
ressant de proposer plus précocement "avis d’un centre
de référence expert en pathologie neuromusculaire et
d’analyser un panel de génes de dystrophies muscu-
laires devant toute myopathie inflammatoire résistant
au traitement. ¢

Inflammatory myopathies and anoctaminopathies:
key points to avoid misdiagnosis
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> Le gene RYRI (Ryanodine-Receptor-1) code pour
une protéine-clé dans le processus de couplage
excitation-contraction de la fibre musculaire. Ce
récepteur est le principal canal de libération du
calcium a partir du réticulum endoplasmique [1].
Un certain nombre de phénotypes cliniques sont
imputables aux mutations de ce gene de grande
taille comme rappelé dans la liste établie par
ORPHANET (voir Encadré). Nous décrivons, dans ce
travail, deux phénotypes distincts, et trompeurs a
certains égards, en rapport avec des mutations de
ce gene. <

Observation n°® 1

Dans la premiére famille (famille 1, Figure 1), le propo-
situs présentait un phénotype ayant fait évoquer une
forme pseudomyopathique de syndrome myasthénique
congénital (SMC). Le patient était le seul atteint au sein
d’une fratrie de huit enfants issus d’un couple algérien
consanguin. Comme indiqué sur I'arbre généalogique,
d’autres membres de la parentéle pourraient étre
atteints mais ils n’ont pas été examinés. Lhistoire cli-
nique du patient index était marquée par une hypotonie
néonatale suivie d’une ptose palpébrale fluctuante sur
plusieurs semaines, ainsi qu’une fatigabilité musculaire
trés lentement progressive. Cette fatigabilité apparue
vers de I’Gge de 7 ans pouvait s’aggraver de maniére
nettement fluctuante dans la journée, et parfois méme
sur plusieurs semaines.

Sur le plan fonctionnel, le périmétre de marche était
réduit a 300 metres et le patient présentait des dif-
ficultés a se relever du sol (signe de Gowers positif).
Lexamen clinique révélait une ophtalmoplégie com-
plete avec ptosis bilatéral, un déficit des muscles du
visage y compris au niveau des orbiculaires des yeux,
une dysphagie aux liquides, et enfin un déficit moteur
aux quatre membres prédominant en proximal et a
I’origine d’une démarche dandinante. Le score myas-
thénique était a 55/100. Les données paracliniques
sont résumées dans le tableau comparatif (Tableau ).
LENMG était myopathique avec présence d’un décré-
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ment franc. Une atrophie des fibres de type Il a été retrouvée sur la
biopsie musculaire, comme c’est souvent le cas dans les SMC [2]. Sur
les bases de la clinique et des données de laboratoire, le diagnostic de
SMC a été retenu et a conduit a la mise en route d’un traitement symp-
tomatique a base de pyridostigmine. Certains signes cliniques se sont
améliorés : le périmetre de marche est passé a 500 métres et le score
myasthénique a atteint 65/100. Uétude génétique a permis d’identifier
un variant pathologique a I’état homozygote situé dans I’exon 79 du
gene RYRI. Cette mutation p.R3772W a déja été rapportée dans la lit-
térature [3] en lien avec un phénotype de myopathie congénitale (MC)
et une susceptibilité a I’hyperthermie maligne (HM).

Observation n°® 2

Les patientes de la famille 2 sont deux sceurs d’origine palestinienne
issues d’une union consanguine (famille 2, Figure 2). Leur phénotype
était en faveur d’'une myopathie congénitale avec un déficit moteur
proximal, précoce et non fluctuant, présent aux quatre membres.
Une scoliose sévére avec retentissement respiratoire était également
notée. Leurs données paracliniques sont résumées dans le tableau
comparatif. On retiendra le caractere myopathique de "EMG, la pré-
sence de cores sur la biopsie musculaire et une augmentation signifi-
cative des enzymes musculaires (& six fois la normale). Une mutation
homozygote de I'exon 40 du géne RYRI a été retrouvée dans cette
famille. Ce variant référencé p.T2206M est associé a une susceptibilité
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Figure 1. Famille 1 (phénotype SMC). Les sujets représentés en grisé auraient un

phénotype superposable mais n’ont pas été examinés.
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Age de début
Signe de début
Consanguinité
Retard a la marche
Ptosis

Atteinte bulbaire
Atteinte faciale

Déficit moteur

proximal

Scoliose
Fluctuation
Décrément a I’EMG

Tracé myopathique a
I’EMG

Enzymes musculaires
Biopsie musculaire

Mutation RYRI

Famille 1
Naissance
Hypotonie néonatale

o

++

++

2 fois la normale
Atrophie fibres type Il

p.R3T72W

Famille 2

3 ans

Faiblesse musculaire
"

+

NA

6 fois la normale

Cores sous
sarcolemmaux

p.T2206M

Tableau I. Comparatif des deux phénotypes (NA: non analysé).

a ’HM [4]. Une liste des différents anesthésiques contre-indiqués a
été remise aux deux patientes afin de prévenir ce risque majeur poten-

tiellement létal.
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Commentaire

Ces deux familles porteuses de variants pathologiques
du gene RYRI présentent des phénotypes sensiblement
différents. La famille 1 a un phénotype trés évocateur
de SMC associé a des signes myopathiques tandis que
la famille 2 se présente avec un tableau myopathique
net et franc, sans fluctuation. Le tableau comparatif
illustre bien ces différences phénotypiques.

La méme mutation RYRI que celle identifiée dans la
famille 1 a déja été rapportée chez trois patients issus
de deux familles américaines non-apparentées [3].
Leur phénotype est parfaitement superposable a celui
de notre observation. La biopsie avait également mis en
évidence une atrophie des fibres de type Il, sans présence
de cores. Seule différence notable : I'absence de fluctua-
tion des symptomes et la normalité de I’ENG. Dans cette
famille, aucun traitement par pyridostigmine n’a été
tenté. L'éventail phénotypique des mutations RYRI pour-
rait donc, avec ces observations, s’élargir en direction
des SMC. On note également que cette méme mutation
peut se transmettre selon un mode autosomique domi-
nant et n’entrafne qu’une HM isolée [5]. Des phénotypes
sans atteinte myopathique majeure ont par ailleurs été
décrits en lien avec d’autres mutations de ce géne [6, 7].
Dans la série d’AlBakry [6], deux patients avaient la
méme mutation que celle de la famille 2 sans atteinte
myopathique nette mais avec une ophtalmoplégie. Ce
dernier signe n’avait pas été retrouvé dans notre famille
(famille 2), ce qui illustre la variabilité phénotypique
de cette mutation capable de donner aussi bien un
phénotype SMC qu’un phénotype de myopathie congé-
nitale. Ces éléments étendent le spectre phénotypique
des mutations du géne aussi grand que le gene RYRI
est tres étendu; la susceptibilité accrue a I’HM reste
toutefois leur point commun [8]. La notion de « ryano-
dinopathies » tend a s’imposer et permet d’englober les
myopathies congénitales de type central core disease, la
myopathie a minicore et certaines affections congéni-
tales neuromusculaires [9]. La réponse positive de notre
patient a la pyridostigmine est également retrouvée chez
des patients présentant des phénotypes SMC mais avec
une histologie de MC [10]. Deux autres patients pré-
sentant un phénotype SMC typique et similaire au notre
ont été rapportés [11]. Leur réponse thérapeutique a la
pyridostigmine était |a aussi frappante et une mutation
non-sens du géne RYRI a été incriminée (p.Arg2241%). |
s’agissait d’un phénotype myasthenic-like dont la géné-
tique a permis de poser un diagnostic de certitude de MC.
Des anomalies de la jonction neuromusculaire (JNM)
peuvent étre présentes dans les myopathies congéni-
tales. Chez certains patients atteints de MC, des régions
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Figure 2. Famille 2 (phénotype de myopathie congénitale).

post-synaptiques rudimentaires et un déficit en récepteurs a I’acétyl-
choline ont été retrouvés. La neurotransmission peut s’en trouver com-
promise et la réponse post-synaptique amoindrie [12]. De plus, d’autres
geénes responsables de MC peuvent aussi entrainer des anomalies fonc-
tionnelles de la JNM et des récepteurs qui s’y trouvent. Elles sont plutot
incriminées dans des formes plutdt |étales d’arthrogrypose congénitale
et d’akinésie feetale [13]. Par ailleurs, un séquengage complet du gene
RYRI entrepris chez 39 familles avec épisodes de rhabdomyolyse (avec
ou sans myalgies), a démontré que 14 d’entre elles portaient des muta-
tions de ce gene. La plupart des personnes concernées ne présentaient
pas de faiblesse musculaire et n’avaient pas d’antécédents d’HM [14].
Ceci illustre parfaitement I’expansion des phénotypes associés a ce géne
de trés grande taille.

Les variants du géne RYRI (méme si la protéine codée ne fait pas
partie stricto sensu des protéines de la JNM) doivent étre recherchés
devant tout phénotype myasthenic-like avec ou sans réponse positive
au traitement par la pyridostigmine [15], et ce d’autant plus que les
genes des SMC auront été préalablement éliminés. ¢

SUMMARY

The high phenotypic variability of RYR1 gene mutations

The RYRI gene encodes the ryanodine-receptor 1, a key protein in the
excitation-contraction coupling that takes place in muscle fibers. This
receptor is the main channel responsible for calcium release from the
endoplasmic reticulum [1]. A number of clinical phenotypes are linked to
various mutations in this large gene as shown in a compilation established
by ORPHANET (see table). In this work we describe two distinct, somewhat
misleading, phenotypes in relation to pathogenic variants in this gene. ¢
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Phénotypes associés au gene RYRI — Source
Orphanet 2020

Mutation germinale causale dans Forme létale du syndrome
des ptérygiums multiples ORPHA:33108

Mutation germinale causale dans Hyperthermie maligne de
I’anesthésie ORPHA:423

Mutation germinale causale dans Myopathie a multi-mini-
cores avec ophtalmoplégie externe ORPHA:98905

Mutation germinale causale dans Myopathie a multi-mini-
cores modérée avec atteinte des mains ORPHA:178145
Mutation germinale causale dans Myopathie centronucléaire
autosomique récessive ORPHA:169186

Mutation germinale causale dans Myopathie congénitale
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Mutation germinale causale dans Myopathie congénitale a
début pseudo-myasthénique ORPHA:424107

Mutation germinale causale dans Myopathie congénitale
bénigne des Samaritains ORPHA:324581

Mutation germinale causale dans Syndrome de King-
Denborough ORPHA:99741

Facteur de susceptibilité majeur dans Hyperthermie maligne
induite par I’exercice ORPHA:466650

Gene candidat testé dans Myopathie centronucléaire auto-
somique dominante ORPHA:169189
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>La deuxieme édition de I’€cole Balte de
Neuromyologie s’est tenue du 26 au 27 aolit 2022
a Riga (Lettonie) dans une ambiance un peu par-
ticuliere étant donné la situation internationale.
Ce fut 'occasion pour les auteurs de mesurer le
chemin parcouru par leurs homologues baltes
tant dans le domaine du diagnostic que celui
de la prise en charge des maladies neuromus-
culaires. Cette entreprise difficile mais couron-
née de succes a conduit a I'intégration de trois
centres de référence neuromusculaire baltes
au sein de I’€RN (réseau européen des mala-
dies rares) €uro-NMD. Au-dela de cette forme
de consécration, et méme si beaucoup reste a
faire, au niveau de 'histopathologie musculaire
notamment, les différentes équipes baltes ont
présenté des travaux de recherche clinique tout
a fait remarquables et utiles a 'ensemble de la
communauté myologique. <

Riga, la capitale de la Lettonie, n’est pas seulement une
ville a taille humaine, bon marché, dotée d’une architec-
ture art déco sans pareille, et ou il fait généralement bon
vivre. Elle est aussi un haut lieu du tourisme dit mémoriel.
Tous les guides touristiques, amateurs ou professionnels,
tiennent, a juste titre, a rappeler au visiteur de passage
comment ce petit territoire de la Baltique, a I’instar de
ses deux voisins baltes, la Lituanie et I’E€stonie, s’est
défait, quasiment a mains nues, de I"occupant soviétique
au début des années 1990. Lancien siege de la radio et
de la télévision d’€tat en garde d’ailleurs les stigmates
comme le prouvent les impacts de balles russes toujours
visibles sur la fagade de I’édifice. La ville s’est enrichie
d’un musée consacré a toutes les occupations étrangeéres
de ce petit pays peuplé d’a peine 1,8 million d’habitants,
ravagé a maintes reprises par les invasions des uns et des
autres : un bloc parallélépipédique d’allure sinistre jurant
avec la magnifique architecture hanséatique du centre-
ville avoisinant.

Vignette : Les drapeaux respectifs de la Lettonie, de la Lituanie et de I’Estonie.
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€n cet été 2022, au moment ou le conflit russo-ukrainien continue de
faire rage, les rues de la ville sont constellées de drapeaux bleus et
jaunes et I’on continue symboliquement a déboulonner les quelques
statues ou monuments datant de I’ére soviétique. Comme nous "ont
dit, gentiment mais fermement, nos interlocuteurs lettons, le souvenir
des chars russes et des maniéres détestables de I’occupant est encore
vivace dans les mémoires. Les habitants de Riga ne sont qu’a 200 kilo-
meétres de la frontiére avec la Russie au nord et a 300 km de I’enclave
russe de Kaliningrad en se dirigeant vers le sud-ouest. Les Lettons
redoutent & tout moment, a tort ou a raison, une invasion de la part de
la part du pays voisin. De ce point de vue, le parapluie que leur offre
I’0TAN, organisation a laquelle ils se sont empressés d’adhérer en 2004,
est un atout majeur par rapport aux Ukrainiens.

Faut-il ostraciser pour autant la Russie toute entiere et/ou les rus-
sophones qui comptent pour un bon tiers dans la population actuelle
de la Lettonie ? Ce n'est certainement pas souhaitable, surtout dans
le domaine scientifique et culturel, comme 'un d’entre nous I'a fait
remarquer en préambule de son intervention.

Cest dans cette ambiance tres particuliere faite d’inquiétude mais aussi
de grande convivialité, que s’est déroulée la deuxieme €cole Balte de Neu-
romyologie dans une des salles de conférence de I’hdtel Radisson-Daugava
de Riga les 26 et 27 aoiit 2022 (Figure 1). Cet enseignement étalé sur deux
jours est, pour une grande part, le produit de la Summer School of Myology,
cette école internationale de myologie que nous organisons a Paris depuis
1997 et qui a depuis largement essaimé a travers le monde. Plusieurs
éleves venant de Lettonie ont en effet assisté a la formation théorico-
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pratique dispensée & IInstitut de Myologie dont Baiba Lace (promotion
2010), Viktorija Kenina (Figure 2) et Janis Stavusis (promotion 2015), Signe
Setlere et leva Glazere (promotion 2017), cette derniére ayant méme com-
plété sa formation par un stage pratique de plusieurs mois dans 'unité de
myologie du CHU Raymond Poincaré de Garches dirigée par Pascal Laforét.
Alternant cours théoriques et cas cliniques, dont certains en présence des
patients eux-mémes, I€cole Balte de Neuromyologie a attiré cette année
environ 100 personnes, tres majoritairement issues des trois pays baltes
(Lettonie, Lituanie, Estonie). Les jours précédant et ayant suivi I€cole, ont
eu lieu des formations complémentaires en imagerie musculaire réalisées
sur site & Kaunas (Lituanie) et a Riga (Lettonie), et ce dans le cadre du
programme d’échanges soutenu par I’€RN Euro-NMD. Le corps enseignant
de L€cole était, comme lors de la précédente édition, composé de locaux
(& parts a peu pres égales entre les trois pays baltes) mais aussi d’une
forte délégation frangaise (Pierre Carlier, Edoardo Malfatti et ). Andoni
Urtizberea) pour les raisons évoquées plus haut. A celle-ci se sont agrégés
des régionaux de I’étape comme Anna Rostedt-Punga, en provenance de
la célebre école suédoise d’électromyographie fondée par Erik Stalberg a
Uppsala, et Bjarne Udd, le myologue finlandais bien connu et basé a Tam-
pere. Antonio Toscano, neurologue de Messine et représentant la société
européenne de neurologie, avait fait le voyage tout comme Giorgio Tasca,
neurologue romain, qui a rejoint le groupe secondairement pour la for-
mation en imagerie. Le théme central retenu pour la deuxieme édition de
I’€cole était celui des dystrophies musculaires des ceintures (LGMD pour
limb girdle muscular dystrophy), un domaine de la pathologie neuromus-
culaire dans lequel les Lettons excellent. Apres une série de présentations
destinées a exposer les aspects historiques et les récentes avancées tech-
nologiques dans le diagnostic de ce groupe d’affections neuromusculaires
génétiquement déterminées, nos collegues lettons nous ont fait part de
leurs travaux sur les formes autosomiques dominantes, ou supposées
telles, de calpainopathie (LGMD de type D4). Comme d’autres équipes dans
le monde, ils ont été confrontés a quelques familles dans lesquelles, @ un
phénotype plutdt peu sévere et peu évolutif de LGMD correspondait un seul
variant pathologique du gene CAPN3, la maladie semblant se transmettre
de génération en génération. Ce variant était trés souvent le p.del550A,
celui-la méme rapporté, a de trés nombreuses reprises, en Europe de I’Est.
La recherche d’une possible deuxiéme mutation les a amenés a identifier
un second variant, qualifié d’hypomorphe, dans une région intronique du
geéne CAPN3 généralement peu ou pas explorée par le NGS (next-genera-
tion-sequencing). Ces travaux ont d’ailleurs fait Iobjet d’un article de
tres bon niveau [1]. Cette découverte originale permettrait, d’apres les
auteurs, de résoudre, pour partie, les cas de LGMD-R1 avec un seul variant
pathogene retrouvé en NGS de routine mais, aussi curieux que cela puisse
paraitre, pour certains cas mimant une dystrophie musculaire de type
facio-scapulo-humérale (FSHD).

Autre temps fort de la premiére journée de I’école consacrée aux LGMD,
la confirmation d’une forte prévalence de cas de titinopathie en Esto-
nie. Dans le cadre du consortium européen IDOLS-G (financement ERJP)
coordonné par Bjarne Udd et auquel elle participe activement, Katrin
Ounap, généticienne estonienne de I'Université de Tartu, a fait état
d’une cohorte de plusieurs cas familiaux de titinopathie confirmés en
biologie moléculaire et présentant soit un phénotype LGMD (LGMD-R10)
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soit un phénotype de myopathie distale autosomique
dominante. Comme attendu au vu de la proximité géné-
tique ancestrale entre Estoniens et Finnois, la mutation
FINMaj précédemment identifiée par Bjarne Udd en Fin-
lande a été retrouvée chez seize patients étudiés a Tal-
linn, soit seule a I’état hétérozygote, soit en association
avec le variant c.64672+2dup.

Les autres communications, plus généralistes, ont permis
de mesurer le chemin parcouru par les équipes baltes tant
dans le domaine du diagnostic des maladies neuromuscu-
laires que celui de la prise en charge multidisciplinaire et
des thérapies innovantes. Les trois pays disposent chacun
d’un centre de référence neuromusculaire et ceux-ci ont
été récemment intégrés au réseau d’excellence européen
dédié aux maladies neuromusculaires (’ERN Euro-NMD).
Dans ce domaine, et comme dans d’autres secteurs
économiques, industriels et financiers de la région, les
progres ont été tres rapides et substantiels si I’on se réfere
& la premiére €cole Balte de Neuromyologie qui s'était
tenue, en notre présence, les 26 et 27 avril 2019. Les trois
pays ont, a des degrés divers, acces au NGS mais aussi a
un nombre croissant de molécules innovantes notamment
pour 'amyotrophie spinale, méme si la thérapie génique
a base d’onesamnogene abeparvovec n’est pas encore
disponible en routine. La grande diversité des pratiques
alliée au fait que certaines familles baltes n’hésitent pas
a migrer dans d’autres pays de I"Union Européenne pour
avoir acces a ces traitements, nous a fait toucher du doigt
la fragile et imparfaite unité entre les trois pays considé-
rés. Entre une Estonie ethniquement et linguistiquement
plus proche de la Finlande, une Lettonie qui doit gérer
une importante minorité russophone (un tiers environ
de sa population), et une Lituanie géographiquement et
culturellement proche de la Pologne et la Biélorussie, les
trois Etats Baltes doivent composer avec une équation
politique, socio-économique, linguistique et culturelle
propre a chacun d’entre eux. Reste le ferment d’unité
que constitue leur attachement viscéral, et sans doute
vital, aux valeurs défendues par I’Union Européenne et ses
institutions.

Conclusion

Au vu du grand succes rencontré lors de cette deuxieme
édition, I’€cole Balte de Neuromyologie a de beaux
jours devant elle. Elle gagnerait certainement a étre
plus connue des différents professionnels de la région,
surtout ceux exercant en Scandinavie, en Pologne ou
encore en Biélorussie, et a étre officiellement agréée
par le réseau européen Euro-NMD et pourquoi pas par
le réseau TREAT-NMD, deux objectifs facilement attei-
gnables selon nous. ¢



Figure 1. Les participants et enseignants de la deuxiéme €cole Balte de Neuromyologie (Riga, aoiit 2022) (droits réservés Viktorija Kenina).

Figure 2. Viktorija Kenina (au centre) lors de la remise de son dipldme de la
Summer School of Myology 2015 (entourée, de gauche a droite, de Michel Far-

deau, J. Andoni Urtizberea et Norma B. Romero).

SUMMARY

The Second Baltic School of Neuromyology

The second edition of the Baltic School of Neuromyology took place on
August 26-27, 2022 in Riga (Latvia), in a somewhat peculiar atmos-
phere given the international situation. An opportunity for the authors
to measure the accomplishments made by their Baltic counterparts in
the diagnosis and management of neuromuscular disorders, a success-

ful although challenging venture, which led to the inte-
gration of three Baltic neuromuscular reference centers
to the European Reference Network Euro-NMD. Beyond
this form of consecration, and even though a lot remains
to be achieved, notably in the field of muscle histopa-
thology, various Baltic teams showed truly remarkable
pieces of clinical research that will be useful to the
whole myology community worldwide. ¢
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La dystrophie musculaire Facio-Scapulo-Humérale
(FSHD) décrite par Landouzy et Déjerine en 1884 [1]
est, en fréquence, la troisieme myopathie en France
apres la dystrophie musculaire de Duchenne et la dys-
trophie myotonique de Steinert. Sa présentation cli-
nique typique inclut une faiblesse progressive et asy-
métrique de certains muscles de la face, des ceintures
scapulaire et pelvienne et des jambiers antérieurs. Son
diagnostic est tardif, avec des symptomes apparais-
sant en moyenne entre 20 et 30 ans [2]. Dans environ
4 % des cas, elle peut se déclarer dans I’enfance, avec
généralement des formes plus séveres [3,4].

Sa prévalence varie entre 1/ 8000 et 1/ 12000, et son
incidence entre 0,38 et 0,7/ 100000 habitants en fonc-
tion des populations de référence [5]. 3000 personnes
seraient ainsi concernées en France. La FSHD est une
maladie a transmission autosomique dominante mais
qui apparait de novo dans 30 % des cas.

Dés le début des années 1990, des études de liaison
ont associé la FSHD au locus 4q35 et plus précisément
aux macrosatellites D4Z4. Chaque macrosatellite D4Z4
répété en tandem a une taille de 3,3 kilobases [6,9]
(Figure 1). Dans la population générale, le nombre de
D474 au locus 4935 varie entre 11 et 100 copies. La
grande majorité des patients atteints de FSHD (95 %)
portent entre 1 et 10 répétitions (dans la forme de
FSHD de type 1 référencée FSHD1). Le locus 4g35 pré-
sente une forte homologie avec la région subtélomé-
rique 10926 qui comporte entre 1 et 100 répétitions
D4Z4 mais dont le nombre n’est pas associé a la FSHD.
D474 contient environ 70 % de dinucléotides GC. Dans
la population générale, 65 a environ 80 % de ces dinu-
cléotides sont méthylés et le niveau de méthylation est
diminué dans la FSHD1 [10,11] (Figure 1).

Environ 5% des patients (correspondant a la forme
FSHD2 de la maladie) présentent un phénotype large-
ment superposable a celui de FSHD1 mais sans réduc-
tion du nombre de répétitions D4Z4. €n revanche, ony
observe une hypométhylation marquée des loci 4935 et
10g26. Les tableaux cliniques de FSHD1 et de FSHD2 ne
difféerent qu’en deux points : un age de survenue plus
tardif et une fréquence plus élevée de cas sporadiques
(environ 60 %) pour la FSHD2 [12]. Des études d’exome
entier (WES pour Whole Exome Sequencing) ont permis
d’identifier, dans 85-90 % des cas de FSHD2 [13], des
mutations du géne SMCHDI (Structural Maintenance
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of Chromosomes flexible Hinge Domain-containing 1), codant une
protéine de la famille des cohésines, et situé sur le bras court du chro-
mosome 18.

Dans la FSHD1, le nombre résiduel de copies de D4Z4 est en grande partie
inversement corrélé a la sévérité de la pathologie et a I'dge de survenue
des symptomes. On note une apparition plus précoce et des signes plus
marqués chez les patients porteurs de 1 & 3 unités. A P'inverse, on observe
davantage de cas asymptomatiques, une survenue plus tardive ou des
signes moins séveres pour les patients porteurs de 8 a 10 unités D4Z4.
Le nombre de répétitions D424 chez les patients FSHD?2 serait réduit par
rapport a la population générale et compris entre 11 et 20 unités [14].
Certains cas échappent toutefois a cette définition qui ne peut donc pas
étre appliquée de fagon stricte. Celle-ci doit étre réévaluée au cas par
cas au regard du tableau clinique. La coexistence d’un nombre de répé-
titions D4Z4 aux alentours de 8-10 unités, intervalle qualifié de « zone
grise », et d’'une mutation de SMCHDI a également été rapportée ce qui
permettrait d’expliquer une plus grande sévérité ainsi qu’une variabilité
clinique intrafamiliale plus importante[15].

La FSHD est également associée en cis a un haplotype noté 4gA, com-
portant un signal de polyadénylation (PAS) au niveau d’une région
de 260 paires de bases (pLAM). Cet alléle, dit permissif, est présent
dans 45 % de la population générale et différe de son homologue 4qB,
dit non permissif car ne contenant pas la séquence pLAM (Figure 1).
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Figure 1. Schéma de la région 4q35 et processus associé au diagnostic moléculaire de la FSHD2. Représentation schématique du locus 4q35 : deux

haplotypes existent dans la population. haplotype qB n’est pas associé a la FSHD. Uhaplotype gA est caractérisé par la présence d’une région

pLAM contenant un site de polyadénylation pour le transcrit DUX4 produit par la derniére répétition D4Z4. Dans la FSHD1, le nombre de répétitions

est inférieur a 10. Les répétitions D4Z4 sont hypométhylées. Dans la FSHD2, le nombre de répétitions D4Z4 est supérieur a 10 unités mais celles-ci

présentent une hypométhylation marquée.

Le pLAM serait nécessaire a la transcription de la derniere répétition
de D474 et la production d’un ARN messager (DUX4) polyadénylé. Le
modele physiopathologique actuel de la FSHD associe une réduction du
nombre de répétitions D424, ou des mutations de SMCHDI, a une hypo-
méthylation de D4Z4, le tout entrainant I'activation d’une expression
ectopique de DUX4 codé par la derniére répétition D4Z4 et la région
pLAM, dont le produit, la protéine DUX4, serait toxique pour la cellule
musculaire [16].

Une région polymorphe dans la partie proximale des loci 4q et 10q a
également été décrite et certains polymorphismes (SSLP 159, 161, 168)
associés a la FSHD [17]. Toutefois, sauf dans certains laboratoires,
ceux-ci ne sont pas testés dans un but diagnostique et leur fonction
exacte dans la maladie reste indéterminée.

Le Département de Génétique Médicale et Biologie Cellulaire (DGMBC)
de la Timone est I’un des deux centres en France en charge du diagnos-
tic moléculaire de la FSHD. Dans la majorité des cas, le diagnostic est
réalisé par la technique dite du peignage moléculaire [18]. Celle-ci
permet d’évaluer le nombre de répétitions D424 sur chacun des deux
alléles 4q et 10q ainsi que la présence des haplotypes distaux (gA ou
qB). Cette approche permet de déterminer la réduction du nombre de
répétitions D4Z4 sur le chromosome 4 et I"association @ un haplotype
de type A, définissant ainsi une FSHD1.

Jusqu’en 2020-2021, le diagnostic de la FSHD?2 reposait sur I'associa-
tion d’un phénotype clinique typique et I’absence d’allele 4q raccourci.
€n 2021, le DGMBC a mis en place le diagnostic moléculaire de la
FSHD2.
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Grace aux échanges du groupe de travail sur la FSHD
coordonné au sein de la commission « recherche » de
la filiere de santé Maladies Rares neuromusculaires
(FILNEMUS), nous avons élaboré un questionnaire
accompagnant ces demandes de diagnostic. Ce ques-
tionnaire reprend quelques éléments de la description
clinique des patients afin de préciser s’il s’agit ou non
d’un diagnostic de certitude. Il recueille également
des informations relatives a la ségrégation familiale
et a un diagnostic moléculaire préalable de FSHDI.
Dans le cas ol celui-ci n'a pas été réalisé ou nécessite
une meilleure résolution, il est réalisé par peignage
moléculaire afin de déterminer la taille de la région
des répétitions D4Z4 des chromosomes 4q et 10q, et
d’identifier I’haplotype (qA/qB) correspondant. Le
diagnostic moléculaire de la FSHD2 implique ensuite un
séquencage de 'exome et une analyse des panels des
génes associés aux dystrophies des ceintures afin d’ex-
clure une pathologie autre que la FSHD. €nfin, 'analyse
comportera éventuellement la recherche de variants du
géne SMCHDI, classifiés selon les recommandations de
I’American College of Medical Genetics (ACMG) [19].
Cette recherche de variants dans SMCHDI est précé-
dée ou complétée par une analyse de la méthylation
de ADN au sein du laboratoire de recherche Marseille
Medical Genetics par séquencage de I’ADN modifié au

53



bisulfite de sodium [20]. Cette étape, qui peut conditionner I’analyse
mutationnelle, permet aussi de valider I'impact de chaque variant sur
le niveau de méthylation de D4Z4. Il est a noter que le diagnostic de la
FSHD2 n’est proposé ni en diagnostic prénatal ni en présymptomatique.
L'expérience acquise depuis plusieurs années, dans un cadre de projets
de recherche puis dans un objectif de diagnostic moléculaire, nous a
permis de déterminer que le niveau de méthylation de D4Z4 est infé-
rieur @ 40 % chez les patients porteurs d’un variant SMCHDI [11]. Nous
n’observons pas de corrélation entre le type de mutation, le nombre
d’éléments répétés D4Z4 sur I'allele 4q le plus court ou le niveau de
méthylation, ni de seuil strict a 20 unités répétées pour I’alléle 4gA le
plus court. ¢

LIENS D’INTERET
Les auteurs déclarent n’avoir aucun lien d’intérét concernant les données publiées dans
cet article.
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genda

32° Congreés de la Société Francaise de Neuropédiatrie
18-20 janvier 2023 www.sfneuroped.fr
Marseille, France ' pec.
Rencontre annuelle du Réseau européen Euro-NMD
1-3 février 2023

ern-euro-nmd.eu
Porto, Portugal

3¢ €cole de Myologie d’Afrique de I’Ouest
23-25 février 2023

o Contact : pedro.rodriguez@cnag.crg.eu
11*" Translational Research Meeting on Peripheral Neuropathies
9 mars 2023 .
. Contact : crm.n@chu-limoges.fr
Paris, France

ournées de Neurologie de Langue Francaise

4-7 avril 2023 .
www.jnlf.fr

American Academy of Neurology annual meeting

22-27 avril 2023 W, aan.com
Boston, USA T

Summer School of Myolog

Lo AT AR www.institut-myologie.or
Paris, France ' yologie.ore

European Academy of Neurology

LIl S www.ean.org/congress2023
Budapest, Hongrie -ean-orgrcong

27° Congreés de la World Muscle Society
3-T-octobre 2023 www.wms2023.com
Charleston, USA ' '

MYO-MRI Conference

5-7 novembre 2023

Berlin, Allemagne

13t International Meeting on Improving the Use of EMG in Paediatrics
13-15 novembre 2023 Contact : yann.pereon@univ-nantes.fr
La Baule, France Fyann-p '
20°° Journées de la Société Francaise de Myologie

Ly el 1 2R www.jsfmyologie2023.com

La Baule, France J5tmyolog '

ournées annuelles de la filiéere Filnemus
Quatrieme trimestre 2023 (date & définir) '

. www.filnemus.fr
Paris, France

2024

European Academy of Neurology
2::;;:‘;2 JF?:II::::Z4 www.ean.org/congress2024

Congreés de la World Muscle Society
8-12-octobre 2024 www.wms2024.com
: épublique Tchéeque

Congres de la Peripheral Nerve Society
17-20 juin 2023

https://www.pnsociety.com/2023-annual-meeting/

https://conference.myo-mri.eu/
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