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Immunofluorescence de cellules C2C12 transfectées avec un plasmide exprimant une GFP cytoplasmique
(cellules au centre de I'image). Les noyaux sont marqués au DAPI. Un marquage avec un anticorps anti-
alpha-tubuline acétylée marque le réseau microtubulaire (cytosquelette) des cellules. Le marquage du
contour des cellules a été augmenté via l'outil « Find edge » sur Image. l'image a été acquise sur un
microscope confocal Nikon ECLIPSE Ti-€ inversé (x20). Avec cette photo, Anna Rausch De Traubenberg a recu
le premier prix Myolmage lors des journées de la Société frangaise de myologie (SFM) 2023. (© Lezgo Lab)
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> Les Jeux Olympiques et Paralympiques de Paris 2024, ambas-
sadeurs du sport, de I'exercice et de I'activité physique, ont
offert un coup de projecteur planétaire a notre domaine, la
myologie ! Ces évenements ont mis au centre de I'actualité
quotidienne de tous ces thématiques qui, en toute logique, ont
trouvé leur place dans ces Cahiers de myologie.

Ce numéro reflete également une des missions essentielles de
la Société francaise de myologie (SFM), le soutien aux cher-
cheurs, chercheuses, cliniciens et cliniciennes en myologie,
au cours des premiéres étapes de leur carriére. Aussi, nous
sommes heureux de présenter les contributions de nombreux
récents lauréats des prix SFM, que nous remercions vivement.
La diversité des thématiques est a I'image de la richesse de
notre communauté scientifique, des aspects les plus fonda-
mentaux de la biologie du muscle aux nouvelles approches
thérapeutiques pour les pathologies neuromusculaires, en
passant par les innovations diagnostiques et la physiologie
musculaire en conditions normales et pathologiques.

Par ailleurs, dans le cadre de la promotion de la recherche
fondamentale, clinique et translationnelle en myologie, la
SFM poursuit ses collaborations. La premiere édition d’un
appel d’offre conjoint entre la filiére de santé des maladies
neuromusculaires, Filnemus!, et la SFM a permis de financer
le démarrage de collaborations fructueuses entre chercheurs
« fondamentaux » et cliniciens. Il est essentiel, en particulier,
que nos jeunes collégues cliniciens intéressés par la myologie
trouvent le soutien nécessaire pour s’engager dans des projets
de recherche. La SFM sera présente pour les aider dans cette
démarche !

De méme, les Cahiers de Myologie, initialement portés par
’AFM-Téléthon, sont devenus un partenariat étroit entre I'as-
sociation et la SFM avec notamment la co-création d’un poste
de secrétaire de rédaction?. Nous en profitons pour remercier
trés chaleureusement Andoni Urtizberea pour son immense
travail aux Cahiers pendant tant d’années... et nous attendons
bien sir ses contributions du bout du monde !

Enfin, I'invitation de nos trois derniers lauréats du prix Impul-
sion a linstitut inter-universitaire de myologie en Italie, ou

! https://www.filnemus.fr/

? N’hésitez pas & lui envoyer vos contributions pour le prochain numéro & cahiersdemyo-
logie@sfmyologie.org
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La SFM et la myologie...
en forme olympique !

Bénédicte Chazaud, Cyril Gitiaux

encore 'organisation d’une session commune aux JSFM de Clermont-Ferrand
avec la Société francaise de biologie du développement confirment le dyna-
misme de nos collaborations, aussi bien a I’échelle nationale qu’internatio-
nale.

Attirer de nouveaux chercheurs vers la myologie étant aussi une des missions
de la SFM, nous sommes ravis que se soit concrétisée la Graduate School MuS-
kLE (Musculo-Skeletal system, Locomotion & Exercise) portée par I'université
Claude Bernard Lyon 1%. Elle s’appuie sur un réseau de scientifiques et cliniciens
de 18 équipes de 8 instituts, spécialisés dans I’étude du systeme musculosque-
lettique, de la locomotion et de 'exercice, dans des contextes physiologiques
et pathophysiologiques. MuSkLE vise a former les étudiants a des travaux de
recherche interdisciplinaires sur ces thémes. A cette fin, sont mis en place
un master international, des allocations doctorales, I"accueil de professeurs
étrangers, ainsi qu’une école d’été internationale (Summer School) dont la
troisiéme édition a réuni 21 étudiants en licence de 7 nationalités. Sa com-
plémentarité avec 'historique DIU de Myologie, porté par Sorbonne Université,
Aix-Marseille Université et ’AFM-Téléthon, permet une offre complete de
formation en myologie @ I’échelle nationale et internationale, qui s’inscrit
durablement dans I’évolution des universités frangaises.

Ce bilan non exhaustif illustre que cette dynamique insufflée par la SFM
depuis 22 ans devrait encore s’amplifier, valorisant ainsi toutes les formes de
recherche sur le muscle et la motricité. Pas de doute, dans les années a venir,
la myologie et la SFM devraient encore afficher une forme olympique ! ¢

The SFM and the myology... in Olympic form!

LIENS D’INTERET

Les auteurs déclarent n’avoir aucun lien d’intérét concernant les données publiées dans cet

Bénédicte Chazaud

Institut NeuroMyoGene, Inserm, CNRS, Université Claude Bernard Lyon 1,

article.
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benedicte.chazaud@inserm.fr

Cyril Gitiaux

Hopital Necker Enfants Malades ; Université Paris Cité, Paris
cyril.gitiaux@aphp.fr

Présidente et vice-président de la SFM depuis 2024
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> Le séquencage a haut débit aintroduit le concept
de « genes actionnables ». Ces genes sont liés a
des pathologies pour lesquelles des traitements
ou des prises en charge spécifiques existent. Un
diagnostic génétique précis est donc crucial pour
initier des interventions précoces qui peuvent
prévenir ou retarder I’évolution de maladies rares.
Le séquengage a haut débit a considérablement
augmenté les capacités d’analyse génétique,
mais il a également entrainé une augmentation
des demandes d’analyses, allongeant les délais
de rendu des résultats. Une priorisation des
analyses devient nécessaire, surtout lorsque
des « genes actionnables » sont suspectés. Pour
les myopathies, un travail national a identifié
63 genes actionnables, impliqués dans des
pathologies pour lesquelles peuvent €tre initiés un
traitement ciblé et/ouune prise en charge précoce,
améliorant ainsi le pronostic des patients. Malgré
des avancées, de nombreuses maladies rares
restent sans traitements spécifiques, soulignant
Ilimportance continue de la recherche et de
Iinnovation en génétique médicale. <

Avec I'utilisation du séquencage a haut débit, le concept
de « genes actionnables » a émergé. Il s’agit de genes
impliqués dans des pathologies pour lesquelles il existe un
traitement et/ou une prise en charge spécifiques qui pour-
ront étre initiés en cas de diagnostic génétique précis. Cette
notion s’est beaucoup développée avec la généralisation
des analyses génétiques par séquengage a haut débit.
Celui-ci a constitué, ces derniéres années, une révolu-
tion majeure dans le domaine du diagnostic génétique,
par une augmentation sans précédent des capacités
d’analyse de notre patrimoine génétique.

L’actionnabilité
clinique des genes

Un concept d’actualité

dans le cadre

des maladies rares

et une premiere

évaluation objective

pour les myopathies

Emmanuelle Pion!, Giséle Bonne?,

Antonio Atalaia?, Emmanuelle Salort-Campana’,
Svetlana Gorokhova®, Shahram Attarian®,

Mireille Cossée®, Martin Krahn*

"
¢ l,f
y 4

© €. Pion

tion de I'orientation diagnostique
(parmi les environ 5000 génes connus
pour étre impliqués en pathologie
humaine, notre génome en compor-
tant un total d’environ 20 000).

Grace aux nouvelles technologies de
séquengage a haut débit, il est main-
tenant devenu possible d’analyser
rapidement et de maniere simultanée
des dizaines ou centaines de genes
pour un patient, ce qui a permis une
augmentation du rendement diagnos-
tique. Un diagnostic génétique de
précision ainsi établi est essentiel
pour la prise en charge du patient, le
conseil génétique sur le plan familial

'Filnemus, laboratoire

de génétique moléculaire,

CHU Montpellier, Montpellier,
France

%Sorbonne Université,

Inserm, Institut de Myologie,
Centre de recherche en myologie,
Paris, France

$Service de pathologies
neuromusculaires,

Hopital de la Timone, Assistance
Publique des Hopitaux

de Marseille, Marseille, France

“ Aix-Marseille Université,
Inserm, Marseille Medical
Genetics, U1251 ; Département
de Génétique Médicale, Hopital
Timone Enfants, APHM, Marseille,
France

5 Centre de référence

des maladies neuromusculaires
et de la SLA, CHU La Timone
Filnemus, €uro-NMD,
AlIX-Marseille Université

¢ Laboratoire de Génétique
Moléculaire, CHU Montpellier,
PhyMedé€xp, Université

de Montpellier, Inserm, CNRS,
Montpellier
martin.krahn@univ-amu.fr

mireille.cossee@inserm.fr

(notamment le risque de récurrence) et d’éventuelles démarches de
diagnostic prénatal voire préimplantatoire. Il est a souligner cepen-
dant que, malgré des progrés constants, de nombreuses maladies
rares d’origine génétique restent sans ressources thérapeutiques
spécifiques.

[l'y a quelques années, les analyses génétiques étaient
limitées a un ou quelques génes par patient, en fonc-

Vignette : Le diagnostic génétique précis des pathologies dues a des mutations des
genes actionnables permet des interventions pouvant prévenir ou retarder I’évolu-
tion de maladies musculaires rares. (Schéma généré avec BioRender.com)
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Geénes actionnables

Définition : génes impliqués dans
des pathologies avec traitements
ou prises en charges spécifiques ciblés
Criteres d'actionnabilité

Gravité de la maladie Pénétrance/Probabilité de la maladie

Exemples de genes

Maladies métaboliques
(traitements enzymatiques
substitutifs

Troubles congénitaux
du rythme cardiaque

Importance clinique : diagnostic
génétique précis, traitements

Figure 1. Description des génes
actionnables. Définitions, impli-
cations, criteres d’actionnabilité
et exemples de génes action-

nables.

Efficacité de I'intervention

Syndromes myasthéniques
congénitaux (traitement
de la jonction neuromusculaire)

Aussi, I'importante augmentation des capacités de séquencage
implique aujourd’hui une augmentation majeure du nombre de
demandes d’analyses réalisées quasi-exclusivement dans le secteur
hospitalier public. Il en résulte sur le plan national un allongement
des délais de rendu de résultats individuels dans les principaux
centres hospitaliers proposant ces approches diagnostiques, avec une
réflexion et une réorganisation actuellement engagées.

Dans cette situation, une priorisation des analyses peut s’avé-
rer nécessaire lorsque la suspicion diagnostique chez un patient
peut impliquer un « gene actionnable » :
variant(s) pathogeéne(s) dans un tel géne, un traitement spécifique
peut alors étre initié, permettant de prévenir "apparition ou de retar-
der, voire de stabiliser, I’évolution d’une maladie. Il apparait ainsi
évident que tout retard de diagnostic génétique dans une telle situa-
tion peut avoir des conséquences sur I’évolution de la pathologie du
patient, par retard d’initiation du traitement spécifique.

Des études menées depuis 2013, initiées notamment par ’American
College of Medical Genetics and Genomics (ACMG), ont permis de
caractériser des « génes actionnables » dans différents domaines de

en cas d’identification de

maladies génétiques, comme par exemple les troubles congénitaux
du rythme cardiaque, certaines formes héréditaires de cancers ou de
maladies métaboliques, ou encore certaines formes d’épilepsies [1].

Dans le méme objectif, et pour la premiére fois sur le plan interna-
tional, un travail national a été mené pour caractériser des « genes
actionnables » dans le domaine des myopathies, coordonné par le
Pr Martin Krahn (service de Génétique médicale/APHM/AMU) et le Dr
Mireille Cossée (laboratoire de Génétique moléculaire du CHU Montpel-
lier), en lien avec la Filiere de santé maladies rares neuromusculaires
Filnemus (coordonnée par le Pr Shahram Attarian, APHM/AMU ; coor-
dination de projet Emmanuelle Pion). Ce travail a impliqué les Centres
de référence/compétence maladies rares des différents CHU en France,
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ainsi que les neuf laboratoires effectuant le diagnostic
génétique des myopathies [2].

Une classification semi-quantitative établie par I’orga-
nisme Clinical Genome Resource (ClinGen ; 2018) [3]
permet d’évaluer « "actionnabilité » clinique des génes
au travers de quatre indicateurs (gravité de la mala-
die ; pénétrance/probabilité de la maladie ; efficacité
de I'intervention ; nature de I'intervention dont effets
secondaires) combinés a I'indication du niveau de
preuve (Figure 1). Sur cette base, 63 génes actionnables
ont été identifiés, comme par exemple des génes res-
ponsables de myopathies métaboliques pouvant béné-
ficier de traitements enzymatiques substitutifs ou ceux
de syndromes myasthéniques congénitaux accessibles a
des traitements spécifiques ciblant la jonction neuro-
musculaire [4, 5].

Ces genes actionnables devront dorénavant étre ana-
lysés avec une notion de priorisation, dans le cadre
des analyses réalisées dans les laboratoires de biologie
médicale de référence agréés pour le diagnostic des
myopathies, et également sur les deux plateformes
nationales de séquencage a trés haut débit du plan
France médecine génomique 2025 (https://pfmg2025.
aviesan.fr/).

Dans cette optique, une coordination de cette initiative
au sein de Filnemus a été mise en place, en interaction
avec le projet TREATABOLOME (https://treatabolome.org)
développé dans le cadre du projet européen Solve-RD
(coordonné par le Dr Giséle Bonne, Centre de recherche
en myologie, Paris). Le Treatabolome est une base de
données et un portail web permettant d’interroger, au



Syndrome myasthénique congénital et/ou
myopathies avec dysrégulation électrolyte
et/ou susceptibilité a I’hyperthermie maligne

AGRN, CACNAL, CHAT, CHRNAL, CHRNBI, CHRND, CHRNE,

Myopathies
métaboliques

Myopathies avec

R B Autres
complications

hi
cardiaques myopathies

COLI3AL, COLQ, DOK7, DPAGTL, GFPTL, HSPG2, KCNj2, KCNQ2,  ACADVL, ETFA, ETFB,

LAMB2, MUSK, PREPL, RAPSN, RYRL, SCN4A, SLC25A1, SLC5A7,  GAA, GMPPB
SNAP25, SYT?

BAG3, DES, FLNG, LMNA  COL3AL, PLEC

Tableau 1. Liste de 36 génes actionnables dans le domaine des myopathies ayant un score d’actionnabilité = 9 avec en rouge ceux présents dans

le Treatabolome.

moment du diagnostic moléculaire, les traitements disponibles au
niveau des génes/variants, et ce afin de limiter les délais d’acces aux
traitements pour les patients atteints de maladies rares [6]. Cette base
de données est alimentée via des revues systématiques de la littérature
(SLR pour systematic literature review) des traitements existants ; des
revues établies pour des groupes spécifiques de maladies rares. Un
guide pour la rédaction de ces SLR est disponible afin de générer des
ensembles de données FAIR (pour Findable, Accessible, Interoperable,
Reusable, c’est-a-dire accessibles, comprises, échangeables et réuti-
lisables) conformes [7]. Actuellement, le Treatabolome comporte les
données issues de sept SLR [5, 8-12] dans le domaine neuromusculaire,
dont 33 des 63 génes actionnables de myopathies (Tableau I).

Nos objectifs sont maintenant de connecter le Treatabolome aux outils
de tri des variants au sein des laboratoires de diagnostic génétique de
Filnemus, et de compléter les SLR pour les génes actionnables de myo-
pathies non encore disponibles dans le Treatabolome.

Par ailleurs, certains genes actionnables de myopathies retenus dans
le cadre de ce projet de Filnemus seront inclus dans le projet de
recherche PERIGENOMED (coordonné par le Pr Laurence Faivre du CHU
de Dijon) qui est le projet pilote national d’évaluation du dépistage
génétique néonatal par séquencage de génomes complets. ¢

SUMMARY

The clinical actionability of genes: A concept for rare diseases and
the first objective assessment for myopathies

High-throughput sequencing has introduced the concept of “actio-
nable genes”. These genes are linked to diseases for which specific
treatments or care exist. Accurate genetic diagnosis is therefore cru-
cial for initiating interventions that can prevent or delay the progres-
sion of rare diseases. High-throughput sequencing has considerably
increased the capacities of genetic analyses, but it has also led to
an increase in requests for analyses, lengthening the time taken to
obtain results. It is becoming necessary to prioritize analyses, espe-
cially when “actionable genes” are suspected to be implicated. In the
case of myopathies, a French national study has identified 63 actio-
nable genes, implicated in diseases for which a targeted treatment
and/or priority care can be initiated, thereby improving the patient’s
prognosis. Despite advances, many rare diseases remain without spe-
cific treatments, underlining the continuing importance of research
and innovation in medical genetics. ¢
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> Cette étude centrée sur le suivide 'insuffisance
respiratoire (IR) des patients atteints de
maladies neuromusculaires (MNM) met "accent
sur la nécessité d’améliorer I’offre de soins et de
pallier les ruptures de parcours. Uinfirmier(ére)
en pratique avancée (IPA), dans une dynamique
pluridisciplinaire, pourrait ainsi étre le maillon
manquant.

LUamélioration de la prise en charge des MNM est
au cceur des préoccupations de la filiere de santé
maladies rares neuromusculaires Filnemus, des
centres de référence et de ’AFM-Téléthon. C’est
aussi, chez eux, que se discutent les besoins
d’IPA spécialisée dans les affections neuromus-
culaires et qui pourrait répondre a des besoins
non couverts ou insuffisamment couverts dans le
parcours de santé. <

Lenquéte suivante a été réalisée dans le cadre d’un
mémoire de recherche pour la validation du diplome
d’€tat d’Infirmiére en pratique avancée (IPA). Lobjectif
était d’évaluer la prise en charge de I'insuffisance res-
piratoire du patient atteint d’'une maladie neuromus-
culaire (MNM) en milieu ordinaire, c’est-a-dire vivant a
son domicile, et d’étudier la plus-value de IIPA, nouvel
acteur de santé en France.

Introduction

Les maladies neuromusculaires sont des pathologies
souvent incurables, progressives pouvant aller jusqu’a la
perte partielle ou totale de I’autonomie. Elles demandent
un suivi tout au long de la vie, notamment des fonctions
cardio-respiratoires. L'altération de ces fonctions a un
impact significatif sur la morbi-mortalité des patients.
La décompensation respiratoire est 'une des princi-
pales causes de déceés du patient atteint de maladie
neuromusculaire [1]. Le parcours de santé est complexe
et demande une prise en charge pluriprofessionnelle et
coordonnée, surtout en milieu ordinaire. Le maintien a
domicile de ces patients fait écho a la stratégie nationale
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de santé de 2018-2022 qui, dans une dynamique d’inclusion, a ceuvré au
maintien a domicile des personnes handicapées et au développement
des soins de proximité [2]. Face a I'importance du suivi respiratoire dans
les MNM, il était intéressant d’étudier I’état de ce suivi partagé entre la
médecine de ville et les consultations pluridisciplinaires neuromuscu-
laires (CPNM). €t ce, d’autant plus que le dernier rapport de la Direction
de la recherche, des études, de I’évaluation et des statistiques (Drees)
de 2021 montre une diminution de la démographie médicale qui met en
tension le systeme d’offre et de demande et impacte I"accés aux soins et
le suivi des patients [3].

IPA, péle Yolaine de Kepper
de ’AFM-Téléthon, Angers,
France

rkraiem@afm-telethon.fr

Linsuffisance respiratoire dans les MNM

Dans les MNM, Pinsuffisance respiratoire (IR) s’installe générale-
ment de maniére progressive et insidieuse, surtout quand la maladie
évolue lentement, comme dans le cas de la dystrophie musculaire de
Duchenne (DMD) ou de I"amyotrophie spinale (SMA). Elle est due & un
dysfonctionnement des muscles respiratoires aboutissant progressive-
ment a une insuffisance respiratoire chronique restrictive et/ou a une
altération de la capacité de toux.

Un bilan respiratoire doit donc étre fait régulierement. Les modalités
de suivi sont développées dans les Protocoles nationaux de diagnostic



10

et de soins (PNDS) validés par la Haute autorité de santé (HAS) et
catégorisés pour chaque MNM.

Du fait de I’hétérogénéité de ces pathologies et selon le stade d’évo-
lution de P’IR, le suivi respiratoire peut comporter une évaluation
clinique (dyspnée, hypercapnie, perte de poids, etc.), une évaluation
de la toux (débit expiratoire de pointe & la toux, etc.), des épreuves
fonctionnelles respiratoires (pressions inspiratoire et expiratoire
maximales, etc.), une gazométrie et des examens du sommeil (Pa02,
PaC02, oxymétrie nocturne, capnographie transcutanée, etc.) [4, 5].
Une aide mécanique peut étre proposée afin de pallier le déficit des
muscles respiratoires. On y retrouve les outils d’aide & la toux (I’insuf-
flateur-exsufflateur mécanique, etc.), le relaxateur de pression uti-
lisant les techniques d’hyper-insufflation, la ventilation non invasive
qui est proposée classiquement lorsque la PaCO?2 est supérieure a 45
mmHg ou lorsqu’une hypercapnie nocturne est détectée et associée,
ou non, & des signes d’hypoventilation [6] et, enfin, la ventilation
invasive par trachéotomie en dernier recours.

Le volet de la prévention et du dépistage a également toute son
importance, quand on sait que 50 % des hospitalisations des patients
NM sont causées par une complication respiratoire [7]. Pour limiter
les infections, les préconisations standards se basent sur le respect
de la vaccination (contre la grippe, le pneumocoque, la Covid-19) et
des regles d’hygiene. Se rajoute la surveillance des signes d’hypoven-
tilation et d’hypercapnie a travers ’éducation du patient, des aidants
et des professionnels de santé. Le suivi de I’état nutritionnel est aussi
important puisque I'obésité peut aggraver le trouble ventilatoire
restrictif, les troubles respiratoires nocturnes et I"IR hypercapnique.
A contrario, la dénutrition aggrave la perte musculaire, ce qui peut se
répercuter sur la ventilation. Il faut aussi savoir identifier les troubles
de la déglutition pouvant se compliquer de pneumopathies d’inhala-
tion. €n outre, est également nécessaire la prévention des risques de
«iatrogénie médicamenteuse » due a I"automédication, par exemple,
ou a l'utilisation de certains traitements tels que les sédatifs, les ben-
zodiazépines ou les fluidifiants bronchiques [8]. Enfin, il faut s’assurer
de la bonne observance des traitements.

Une enquéte mettant en lumiére le suivi de I’IR en milieu
ordinaire

En février 2023, huit patients atteints de MNM (4 patients atteints
de DMD et 4 de SMA), vivant en milieu ordinaire, ont participé a une
enquéte qualitative exploratoire et monocentrique via des entretiens
semi-directifs. Le questionnaire portait sur le suivi global de la mala-
die neuromusculaire, "évaluation de la prise en charge par le médecin
généraliste et I’état du suivi de I'IR.

Les résultats montrent que I'intégralité des patients sont suivis par
des spécialistes du CHU de proximité en lien, ou non, avec la CPNM. Ils
jugent ce suivi régulier et satisfaisant.

Concernant le suivi en médecine de ville, le constat est plus mitigé.
Un quart des patients est insatisfait et trois-quarts le jugent comme
irrégulier. Ceci est essentiellement expliqué par une indisponibilité du
généraliste, I'impossibilité pour celui-ci de se déplacer a domicile,
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ou @ son manque de connaissances vis-a-vis de la
MNM. Les conséquences sur la prise en charge de I'IR se
traduisent par une banalisation de la prescription de
traitements médicamenteux. Dans les cas d’infections
respiratoires, pour un quart des patients, le médecin
traitant prescrit des traitements, généralement des
antibiotiques, sans consultation préalable. U'échange
se fait par téléphone et 'ordonnance est envoyée par
e-mail au patient. €t en cas d’infection, la moitié des
patients s’oriente directement vers I’automédication.
Lenquéte met aussi en lumiere le non-respect de I'inté-
gralité des recommandations vaccinales de la part de la
moitié des patients et Iinaccessibilité aux programmes
d’éducation thérapeutique pour la totalité, ce qui
montre un faible accés a I"éducation a la santé et a la
prévention.

L’IPA, un nouveau professionnel de santé
au service des patients neuromusculaires

€n 2018, I'IPA —qui n’est pas un(e) infirmier(ére) de
coordination — a fait son apparition dans le champ du
suivi des pathologies chroniques, de la maladie men-
tale, de oncologie et de la néphrologie. S’appuyant
sur une expertise et des compétences plus élargies, ce
nouveau professionnel de santé a pour but d’améliorer
le parcours de santé et 'accés aux soins des patients.
Actuellement non inclus dans le suivi du patient fran-
cais atteint de MNM, il a cependant déja fait ses preuves
outre-Atlantique, comme au Canada par exemple [9]. Il
serait ainsi intéressant, pour le bénéfice du patient
frangais, de I’inclure dans son parcours de santé.

Notre étude permet d’envisager les actions que I’IPA
pourrait mettre en place en collaboration avec le méde-
cin généraliste et I'ensemble des professionnels prenant
en charge le patient. La plus-value pourra se faire en
assurant un suivi clinique de proximité (consultation &
domicile et/ou téléconsultation), en renforcant le lien
ville-hdpital, en informant et formant les « pairs » sur
la spécificité de la MNM, en aidant & la coordination
du parcours de santé, en proposant une offre de soins
centrée sur I’éducation & la santé (dépistage, préven-
tion, éducation thérapeutique) et en accompagnant
I’innovation thérapeutique. ¢

SUMMARY

This study, which focuses on the follow-up of respiratory
failure in neuromuscular patients, highlights the need to
improve the supply of care and to compensate for gaps
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> Les bienfaits de I'activité physique, sur le plan
organique et psychologique, sont démontrés. Chez
les patients atteints d’une maladie neuromusculaire,
I'activité physique adaptée et le parasport sont
aussi des moyens de lutter contre la sédentarité qui
s'qjoute a celle imposée par la maladie.

Quelles que soient les capacités motrices du sujet,
qu’il soit marchant ou non, qu’il ait une bonne force
des membres supérieurs ou seulement une minime
fonction distale préservée, un parasport peut étre
pratiqué. €n effet, certaines disciplines sont pos-
sibles pour des patients aux fonctions motrices tres
faibles.

Une des missions des intervenants dans le parcours
de vie de la personne atteinte d’une maladie neuro-
musculaire est d’aborder ce sujet. Il est capital de
faire prendre conscience de ce champ des possibles
et de son importance au patient, dés son plus jeune
dge, et a ses aidants, tout en respectant d’éven-
tuelles contre-indications ou inaptitudes partielles.
Accompagner vers une pratique parasportive, c’est
devoir «sortir de I’hopital » et interagir avec des
collaborateurs de proximité pour faciliter I'orien-
tation, organiser I'initiation et la mise en place de
I"activité dans le quotidien du patient.

Le temps accordé au patient et a ses aidants pour
aborder ce sujet et les guider permet d’illustrer la
prise en charge globale aupres de ce patient et le
souci porté a son inclusion et a sa santé physique et
mentale. <

Introduction

Activité physique, activité physique adaptée, sport,
parasport : définitions

Pour commencer, il convient de rappeler quelques
définitions de termes couramment utilisés aux nuances
parfois peu connues.

L'activité physique est définie comme « ’ensemble des
mouvements du corps produits par les muscles, entrai-
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nant une dépense d’énergie supérieure a celle qui est dépensée au
repos », selon I’Assurance maladie. €lle inclut donc les activités spor-
tives et les activités ou exercices quotidiens (déplacements actifs,
activités domestiques ou professionnelles) [1].

Uactivité physique adaptée est définie comme « [a pratique, dans
un contexte d’activité du quotidien, de loisir, de sport ou d’exercices
programmés, des mouvements corporels produits par les muscles
squelettiques, basée sur les aptitudes et les motivations des personnes
ayant des besoins spécifiques qui les empéchent de pratiquer dans des
conditions ordinaires », selon I'article D1172-1 du Code de la santé
publique [2].

Le sport comprend toutes formes d’activités physiques qui, a travers
une participation organisée ou non, ont pour objectif I’expression ou
I’amélioration de la condition physique et psychique, le développe-
ment des relations sociales ou "obtention de résultats en compétition
de tous niveaux [3].

Le terme parasport désigne I’ensemble des sports pratiqués par les
personnes en situation de handicap, en loisir comme en compétition,
inscrits au programme des Jeux Paralympiques ou non [4]. Il est
important d’avoir a I’esprit que le parasport ne signifie pas auto-
matiquement une pratique en compétition. Le parasport est le terme
équivalent de « sport » pour les personnes en situation de handicap. Il
se pratique donc dans différents cadres — scolaire, amical, en famille,
en club — et avec différents objectifs.

Généralités sur I'activité physique

Les bienfaits de I'activité physique sont connus dans la population
générale [5, 6] ainsi que dans la plupart des maladies chroniques et
dans les maladies neuromusculaires (MNM) [7]. €lle est recomman-
dée pour lutter contre la sédentarité, et notamment au-dela de celle



imposée par la maladie, pour entretenir certaines fonctions, voire pour
les améliorer.

Parmi les organes cibles de ces bienfaits, nous pouvons citer le muscle
(sa composition, sa souplesse, sa fatigabilité), le cceur, le poumon,
I’os. Au-dela des bénéfices organiques, les bénéfices psychologiques,
sur la socialisation et 'estime de soi, sont également avérés [7-9].

Lactivité physique adaptée et les maladies neuromusculaires

Pour tous, 'activité physique adaptée se module selon plusieurs élé-
ments, qui sont a adapter en fonction du niveau d’entrainement et de
la condition globale. Ces éléments sont notamment le mouvement, le
type d’exercice (aérobie ou anaérobie), la fréquence des séances, la
durée de I'effort et son intensité. Il est aussi important d’étre attentif
a la récupération, que ce soit pendant une séance d’activité physique
qu’entre deux séances. Par ailleurs, la notion de progressivité au cours
d’une séance, mais aussi dans la mise en place de I’activité, est un
point important pour optimiser les chances de bien tolérer I'activité
physique et donc de la maintenir dans le temps, et ce, d’autant plus
chez les personnes présentant une MNM.

Des exercices d’activité physique ont été validés chez les patients
atteints d’'une MNM. On peut citer par exemple la marche a allure
confortable sur tapis roulant pendant 20 a 40 minutes comme exer-
cice d’endurance, ou bien des exercices contre résistance de flexion/
extension de genoux et de hanches, en faisant plus de répétitions si
I’intensité est moindre ou inversement, sur une durée de séance de
30 a 60 minutes. Ces exercices peuvent guider le médecin pour accom-
pagner le patient a la mise en place et/ou au maintien d’une activité
physique réguliére [10, 11].

Les activités physiques, plus ou moins adaptées, peuvent étre pra-
tiquées avec pas ou peu de matériel. Par exemple, le renforcement
musculaire peut étre fait avec des poids légers comme des haltéres,
mais aussi avec des bouteilles d’eau. Le travail avec des élastiques
de résistances variables est aussi intéressant. Certains sujets ont a
domicile des dispositifs de type vélo elliptique, vélo d’appartement,
pédalier, tapis de marche pour réaliser leurs séances.

Ces activités physiques peuvent se pratiquer en autonomie ou avec un
accompagnement par un éducateur en activités physiques adaptées
(APA) ou par un kinésithérapeute, au domicile, en cabinet ou en structure.

Lorientation vers une discipline parasportive en pratique

€léments d’orientation des patients avec une MNM

vers une discipline

Comme énoncé précédemment, la notion de sport et donc de paras-
port comprend la notion d’objectif, quel qu’il soit: pour améliorer sa
condition physique, sa santé psychologique, développer un lien social,
etc. Par ailleurs, une pratique plus organisée implique souvent le choix
d’une ou de plusieurs disciplines parasportives.

L'orientation vers une discipline repose donc sur plusieurs éléments :
le souhait du patient, ses appétences, 'accessibilité et 'existence
d’éventuelles contre-indications médicales. Pour les patients atteints
de MNM, la considération des fonctions motrices existantes (tronc et
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membres), de la maladie, des problématiques orga-
niques et de la perspective d’évolution est importante.
Concernant les fonctions motrices, par exemple, si un
jeune garcon ambulant atteint d’une dystrophie muscu-
laire de Duchenne veut pratiquer un sport de raquette,
on préférera lui conseiller et "orienter vers le tennis de
table plutdt que vers le badminton ol des mouvements
sont fréquemment nécessaires au-dessus du plan des
épaules, ou plutdt que vers le tennis qui nécessite de
grands déplacements avec une majoration du risque
de chutes. L'essentiel est de bien expliquer au patient
les différentes disciplines, les difficultés potentielles
présentes et a venir, et les adaptations a disposition.
Uobjectif est de déterminer, ensemble, une discipline
qui plaise au patient et, si possible, dont la pratique
n’est pas compromise, a court terme, par I’évolutivité
de la maladie [7]. Le patient fera ainsi son choix en
étant éclairé.

Par ailleurs, pour un patient mal marchant, il convien-
dra de le questionner sur sa volonté de pratiquer debout
ou en fauteuil roulant. €n effet, la pratique debout est
intéressante, mais il est préférable, selon les difficultés
— par exemple lors d’un déficit musculaire proximal de
membres inférieurs ou équin de chevilles avec risque
de chute, fatigabilité, etc. —, d’envisager une discipline
debout a faible déplacement comme le para tennis de
table, le para tir a I'arc, le para tir sportif. La pratique
parasportive en fauteuil peut étre un moyen de se
familiariser avec cette aide technique et favoriser son
acceptation dans le quotidien, par exemple pour les
patients atteints de neuropathies.

Enfin, certains parasports peuvent se pratiquer faci-
lement, y compris en famille, en dehors de tout cadre
organisé. On peut citer les sorties en vélo au cours
desquelles un jeune enfant en situation de handicap
utilisera un tricycle, ou encore le tennis de table, le jeu
de fléchettes ou de sarbacane dans le jardin. Certains
parasports peuvent étre pratiqués aussi dans le cadre
scolaire, sur le temps péri-scolaire ou en clubs ; ceux-
ci proposent des pratiques en loisir ou en compétition,
selon I’envie.

De fait, de nombreuses disciplines sportives peuvent
étre adaptées aux besoins du patient pour permettre
une pratique épanouissante et bénéfique.

Zoom sur certaines disciplines parasportives

dans le contexte des MNM

Le para tennis de table est un sport d’intensité modérée,
avec des temps de pause. Il peut étre pratiqué debout
ou en fauteuil par des patients ayant une atteinte
neuromusculaire variable, y compris une neuropathie
(possibilité d’utiliser un dispositif pour la tenue de
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Le para tir sportif. ©CPSF/KMSP

raquette) ou certaines dystrophies musculaires. Pour le pratiquer de
maniére conventionnelle, il est cependant nécessaire d’avoir une force
proximale suffisante. Cette discipline peut étre pratiquée dans de
nombreux contextes, plus ou moins encadrés, en milieu scolaire ou en
clubs, qu’ils soient répertoriés comme étre para accueillants ou pas.
Le para tir sportif est une discipline praticable debout ou en fauteuil,
avec possibilité de compensation de la déficience motrice axiale (par
le dossier du fauteuil) et des membres supérieurs (potence pour le port
de Parme). Il nécessite d’avoir une bonne dissociation des mouvements
digitaux. La sensibilité de la gachette peut étre adaptée a la force.

Le para tir @ Parc est également une discipline de précision qui peut
étre adaptée selon les capacités motrices du pratiquant avec un arc
a poulies ou un décocheur a la bouche, par exemple, en cas d’atteinte
des membres supérieurs.

La para natation est une discipline facilement praticable, notamment
si la mise a I’eau est faite de maniéere autonome ou avec une aide
humaine seule. €n effet, la nécessité d’une aide technique de mise a
I’eau peut rendre plus difficile I'acces a une piscine. Parfois, il existe
un créneau de pratique dédié aux parasportifs avec besoin d’aide
humaine importante ou technique. Le milieu aquatique est tres inté-
ressant dans les maladies neuromusculaires, y compris pour la mobi-
lisation des membres en enlevant I'effet de la pesanteur. La natation,
activité plus organisée que la balnéothérapie, notamment en termes
de mouvements, implique d’avoir une force suffisante sur le plan axial
et des membres pour maintenir une posture et déclencher un déplace-
ment, si on souhaite qu’elle soit pratiquée non aidée.

Dans le cadre des MNM, le rugby fauteuil concerne plutdt les patients
atteints de neuropathies ou, dans une moindre mesure, de certaines
dystrophies musculaires. Selon ses capacités motrices, le sportif
pourra jouer @ un poste de défenseur ou d’attaquant, et ainsi trouver
sa place dans son équipe, en loisir ou en compétition. Cette discipline
a été initialement développée pour les sportifs tétraplégiques, avec
peu ou pas de capacité de préhension. Il en découle certains éléments
de la pratique, dont I'utilisation d’un ballon rond de volley (et non
ovale) et de gants pour « rigidifier » et protéger les doigts.
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Le rughy fauteuil. ©CPSF/KMSP

La boccia est une discipline de précision et de straté-
gie, assimilable a de la pétanque avec de nombreuses
variations. Les balles en cuir peuvent étre jouées a la
main, au pied ou a I’aide d’une rampe de lancement
pour les sportifs dont les déficiences motrices (ou les
mouvements anormaux/troubles du tonus pour d’autres
étiologies) ne permettent pas de jouer différemment.
Le déclenchement du lancer de balle via la rampe se
fait alors a la main ou a ’aide d’une tige maintenue a
la bouche ou en dispositif licorne, c’est-a-dire fixée sur
un casque.

Le foot fauteuil est le seul sport collectif organisé qui
est pratiqué en fauteuil roulant électrique. Il permet
un positionnement au fauteuil adapté aux besoins du
sportif pour une pratique confortable. Cette discipline,
quand elle est pratiquée régulierement, nécessite pour
étre plus attrayante I'utilisation d’un fauteuil roulant
électrique spécifique.

La boccia. ©CPSF/KMSP



Discioline Pratique Pratique Intensité Composante Composante Accessibilité Conditions
P debout fauteuil effort physique autre globale nécessaires
Force proximale
Tennis de . . L, . . P
tabl Oui Oui Modérée Moyenne Technique Tres bonne membres sup.
able
suffisante
. . . . Faible Minime o
Tir sportif Oui Oui . L, . Précision Bonne
a modérée a moyenne
. . . Faible Minime Lo
Tir a Parc Oui Oui R L, R Précision Bonne
a modérée a moyenne
Force axiale
. o, Moyenne .
Natation - Faible a élevée | Technique Bonne et des membres
a importante .
suffisante
) ) Capacité
Rugby Oui L, Moyenne Technique o, o,
i Non Faible a élevée . . Limitée a déplacer
fauteuil (FR manuel) d importante et stratégique
un FR manuel
Oui (que . Lo
i . . Faible . Précision
Boccia loisir + Oui . L, Minime . Moyenne
) . a modérée et stratégique
niv. national)
Foot Oui (FR ) o Technique L,
i Non , ) Faible Minime . Limitée
fauteuil électrique) et stratégique

Tableau 1. Tableau de synthése des activités sportives possibles chez les patients avec MNM (liste non exhaustive). 'intensité de
I’effort maximale indiquée correspond a une activité pratiquée régulierement dont les compétences techniques sont relativement

assimilées par le pratiquant. Lintensité de I"effort est aussi fluctuante selon les capacités motrices des sujets. La notion d’acces-
sibilité globale comprend & la fois "accessibilité matérielle (aides techniques) et I’accessibilité territoriale (nombre de clubs ou

de structures de pratique).

Des explications sur ces disciplines sont disponibles sur le site Internet
du Comité Paralympique et Sportif Francais [12] qui, pour chacune,
met a disposition un descriptif écrit et un lien vers une vidéo.

La plateforme « Trouve ton parasport » peut aussi étre un outil pour
I’orientation vers une discipline parasportive structurée et un lieu de
pratique [13].

Quel accompagnement pour vos patients ?

Déterminer les contre-indications, inaptitudes et aptitudes

€n fonction de la pathologie pour laquelle le patient est connu, le
suivi organique, notamment cardio-pulmonaire, et sa fréquence sont
déterminés. Ce suivi et les éventuelles problématiques identifiées
vous permettront d’émettre d’éventuelles contre-indications (efforts
au-deld d’une intensité ou d’une durée déterminées, par exemple).
Vous pourrez aussi, selon le profil du patient, émettre des inaptitudes,
temporaires ou permanentes (ex.: inaptitude au saut en hauteur chez
un patient non marchant). Ces inaptitudes, quand elles existent, sont
souvent partielles et ne concernent donc pas toutes les disciplines.

A noter également que la plupart des patients suivis pour des MNM
avec cardiopathie ont des fonctions motrices altérées qui, souvent,
ne permettent pas de pratiquer une discipline ou I’effort va étre
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d’une intensité élevée ou de longue durée. Au-dela du
suivi cardiologique éventuellement recommandé pour
la MNM, il conviendra de réfléchir a I’indication d’une
épreuve d’effort sur plateau technique dédié (cyclo-
ergométre & bras, fauteuil sur home trainer, etc.).

Une fois ces éventuelles contre-indications et inaptitudes
identifiées, il convient alors d’aborder avec le patient
toutes ses aptitudes et les possibilités de pratique !

Accompagnement a la mise en place de I’activité

Quand le choix des activités physiques ou du parasport
est fait, vient I"étape de la mise en place de cette pra-
tique dans le quotidien du patient.

Comme évoqué, certaines activités peuvent étre prati-
quées dans différents contextes (scolaire, associatif,
familial, kinésithérapique, etc.). D’autres activités sont
préférentiellement pratiquées en structures, notam-
ment associatives. |l est donc intéressant, en tant
que soignant, de connaitre quelques acteurs locaux
intervenant dans les domaines des activités physiques
adaptées, du sport et du parasport, et d’avoir quelques
ressources pour permettre cet accompagnement.
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Dans le paysage sportif frangais, les disciplines sportives et paraspor-
tives sont attribuées & des fédérations (délégations). Parfois, la méme
fédération gere le sport et le parasport. Parfois, la discipline sportive
est gérée par une fédération et la discipline parasportive par une
autre, spécifique au public en situation de handicap.

Le résumé des délégations qui recense les fédérations et les structures
locales auxquelles on peut s’adresser est a consulter sur la page dédiée
du site Internet du Comité Paralympique et Sportif Francais [14]. €n
pratique, les comités départementaux et les ligues régionales peuvent
facilement orienter le futur pratiquant vers les clubs qui sont les lieux
privilégiés pour la pratique parasportive structurée.

€n fonction des besoins du sujet et de la discipline, il sera aussi pos-
sible de s’adresser aux structures associatives de proximité, qu’elles
soient connues ou pas pour étre para accueillantes.

Le handiGuide des sports peut également étre une aide pour trouver
des structures, mais il n’est pas exhaustif et il faut oser pousser les
portes des clubs de proximité ! [15]

Enfin, si un patient a un intérét pour la compétition et souhaite étre
accompagné dans le choix de sa discipline et I’élaboration de son
projet, il peut s’inscrire au dispositif La Reléve, un programme de
détection mis en place en 2019 par le Comité Paralympique et Sportif
Francais [16].

Conclusion

Les patients atteints d’'une MNM ont tous la possibilité de pratiquer
une activité physique adaptée ou un parasport qui tient compte de
leurs capacités motrices. Le role du soignant est d’aborder ce sujet lors
du suivi afin de faire prendre conscience de ce champ des possibles au
patient, dés son plus jeune dge, et a ses aidants.

€n cas de contre-indication ou d’inaptitude partielle, il est important
aussi de mettre en avant les possibilités de pratique. Enfin, orienter
vers les activités physiques adaptées ou vers un parasport implique de
«sortir de I’hdpital ». Certains patients et aidants sont trés moteurs
sur cette question, mais d’autres le sont moins. Il est donc intéressant
pour le soignant d’avoir quelques contacts localement pour assurer le
relais, finaliser 'orientation, organiser I'initiation et la mise en place
de P'activité dans le quotidien du patient.

Au-dela des bénéfices organiques, la pratique parasportive est un
potentiel terrain d’épanouissement pour tous, y compris pour les
patients atteints de MNM. Il convient donc de les encourager a décou-
vrir les activités qui existent en fonction de leur profil. ¢

SUMMARY

Parasport and neuromuscular diseases

The benefits of physical activity, on an organic and psychological level,
have been demonstrated. In patients suffering from a neuromuscular
disease, adapted physical activity and parasport are also means of com-
bating a sedentary lifestyle which adds to that imposed by the disease.
Whatever the motor skills of the subject, whether he walks or not, whe-
ther he has good upper limb strength or only minimal preserved distal
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function, a parasport can be practiced. Indeed certain
disciplines are possible for patients with very weak motor
functions.

One of the missions of those involved in the life course of
the person suffering from a neuromuscular disease is to
talk about this subject. It is essential to make the patient,
from a very young age, and their caregivers aware of this
field of possibilities and its importance — all respecting
possible contraindications or partial incapacities.
Supporting a parasport practice means having to “get out
and interact with local collaborators, to

|u

of the hospita
facilitate orientation, organize the initiation and intro-
duction of the activity in the daily life of the patient.

The time given to the patient and his caregivers to address
this subject and guide them illustrates the overall care
for this patient and the concern for his inclusion and his
physical and mental health. ¢

LIENS D’INTERET
L'autrice déclare n’avoir aucun lien d’intérét concernant les données
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>Lles myopathies constituent un groupe
hétérogene de maladies caractérisées par une
faiblesse et une dégénérescence progressive
des muscles. Alors que ces maladies impactent
fortement la qualité de vie des patients, de
plus en plus d’études précliniques et cliniques
suggerent que des exercices physiques adaptés

sont bénéfiques pour atténuer certains

symptomes et améliorer plusieurs parametres
fonctionnels. Cette breve revue de la littérature
évoque I"avancée actuelle des recherches sur les
effets de I’exercice physique chez ’lHomme dans
diverses maladies musculaires, en explorant
son impact sur les mécanismes moléculaires, la
force, I’endurance, la fonction musculaire et la
qualité de vie. <

Diversité des maladies musculaires

Les myopathies constituent un groupe hétérogene de
maladies musculaires caractérisées par une faiblesse
et une dégénérescence progressive des muscles. Ces
affections ont des origines diverses. Certaines résultent
de mutations génétiques comme dans la dystrophie
musculaire de Duchenne (DMD), la dystrophie myoto-
nique de type 1 (DM1) ou encore la dystrophie muscu-
laire oculopharyngée (DMOP), tandis que d’autres ont
des composantes inflammatoires idiopathiques comme
dans les myopathies auto-immunes inflammatoires
(myosites). ’dge d’apparition des symptdomes varie
considérablement d’une maladie musculaire a I'autre,
pour certaines dés I’enfance ou I’adolescence (par
exemple la DMD ou la dystrophie musculaire facio-
scapulo-humérale ou FSHD) et pour d’autres plus tard,
a I’age adulte (par exemple la myosite & inclusions
(IBM) ou la DMOP). €n outre, les maladies musculaires
peuvent affecter des groupes de muscles spécifiques,
comme dans le cas de la FSHD (visage, épaules, bras) et
de la DMOP (pharynx, paupiéres, atteinte proximale des
membres), ou avoir une atteinte plus large affectant
tous les muscles, comme dans le cas de la DMD.
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Les effets bénéfiques de I’exercice physique
au niveau moléculaire

Or, de maniére intéressante, I’exercice physique peut moduler — amé-
liorer, inverser ou atténuer — certaines altérations — défauts calciques,
inflammation, stress oxydant, protéostase, dégénération, etc. —
caractéristiques des pathologies musculaires (Figure I).

Les altérations des voies de I’homéostasie calcique perturbent la signa-
lisation intracellulaire du calcium, contribuant a la dégénérescence et
a la faiblesse musculaires [1]. Des exercices de neuf semaines obtenus
par stimulation électrique du quadriceps ou via une presse a cuisses, a
respectivement 40 et 90 % de la force maximale, chez des sujets Ggés
de 70 ans, ont réduit la surcharge calcique et favorisé des niveaux de
calcium intracellulaire plus équilibrés, minimisant ainsi les dommages
et les dysfonctionnements musculaires du quadriceps [2].
Linflammation chronique et Pinfiltration de cellules immunitaires
contribuent a la détérioration des fibres musculaires, a la fibrose et a
I’altération de la régénération dans de nombreuses dystrophies mus-
culaires. Un protocole de développé-couché de six semaines a raison
de trois exercices par semaine a favorisé la production de cytokines
anti-inflammatoires [3]. Par opposition, les niveaux de cytokines
pro-inflammatoires sont réduits chez les participants d’une cohorte
ayant une activité physique comparativement aux participants séden-
taires [4].

LPaugmentation du stress oxydant et le dysfonctionnement mitochon-
drial contribuent a la fatigue, a la faiblesse et a la dégénérescence des
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Figure 1. Représentation schéma-
tique des acteurs dérégulés dans
les maladies du muscle et pouvant
étre modulés par I’exercice physique
(réalisée avec I’aide du logiciel
BioRender).

Fibre musculaire

muscles dans les maladies musculaires [5]. Des exercices d’endurance
répétés stimulent la biogenése mitochondriale [6] et une session
de cyclisme d’intensité croissante jusqu’a épuisement renforce les
défenses antioxydantes [7]. De plus, un exercice d’endurance & haute
intensité chez des athlétes améliore la fonction mitochondriale [8].
Laltération de certains acteurs de I’homéostasie protéique (par
exemple le protéasome, I’autophagie ou les chaperonnes) dans
plusieurs maladies musculaires (IBM, DMOP [9]) conduit & I"agré-
gation protéique [10, 11]. De plus, la dérégulation de la balance
synthese/dégradation protéique dans plusieurs pathologies mus-
culaires (DMD, FSHD) participe a I’atrophie et au dysfonctionne-
ment des muscles [12]. Un protocole de répétitions d’extension
de la jambe a 30 et 90 % de la force maximale et jusqu’a I'arrét
volontaire des participants a activé les voies de synthése des
protéines [13], et un exercice de la jambe progressif jusqu’a épui-
sement a favorisé "autophagie [14], un processus de contrdle de
I’lhoméostasie protéique.

Les défauts dans les mécanismes de régénération musculaire exa-
cerbent la dégénérescence du muscle. Le stress mécanique et la
contraction musculaire induits par divers protocoles d’exercice aigus
et chroniques activent les cellules satellites [15]. Une augmentation
du nombre de cellules satellites et de I’expression de la myogénine a
été observée suite a un exercice de course en descente de haute inten-
sité de 4 semaines chez des coureurs d’endurance [16].

Par ailleurs, les effets positifs de I’exercice sur un certain nombre
d’autres voies moléculaires n'ont pour I'instant été démontrés que
dans des modeles animaux.

Ainsi, les mutations dans les génes codant les protéines du complexe
dystroglycane (DGC pour dystrophin-glycoprotein complex), telles
que la dystrophine, les sarcoglycanes et les dystroglycanes, compro-
mettent I’intégrité du sarcolemme, ce qui augmente la susceptibilité
aux lésions musculaires. Une course sur tapis roulant de 30 minutes,
a huit metres par minute, a raison de trois jours par semaine, pendant
12 semaines, chez des souris Ggées de 24 semaines, favorise la régu-
lation des composants du DGC, renforce le sarcolemme et améliore la
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stabilité de la membrane, réduisant ainsi le risque de
lésions des fibres musculaires du muscle gastrocnémien
pendant la contraction [17].

La fibrose excessive et le remodelage des tissus
contribuent a la rigidité musculaire, aux contrac-
tures et a I'altération de la fonction dans les stades
avancés de nombreuses dystrophies musculaires [18].
Un exercice quotidien de 30 minutes, a 17 metres par
minute, sur un tapis roulant incliné a —20°, durant
deux semaines, module les voies fibrogéniques, réduit
le dépot de collagéne et favorise le remodelage de
la matrice extracellulaire, atténuant ainsi la fibrose
dans un modele murin de la myopathie inflammatoire
chronique [19].

La déficience en protéine de survie des motoneurones
(SMN pour survival motor neuron) cause la destruction
du motoneurone a I'origine de I’amyotrophie spinale.
Une session de course sur tapis roulant, a trois métres
par minute, jusqu’a épuisement, améliore la transcrip-
tion de la SMN et en corrige son épissage dans le muscle
tibial antérieur d’'une souris modéle de I’amyotrophie
spinale [20].

Exemples de bénéfices de I’exercice physique
chez des patients atteints de maladies
neuromusculaires

A ce jour, 70 essais cliniques explorant les effets de
I’exercice physique sur les maladies musculaires ont
été menés ou sont en cours de réalisation. Une majorité
d’entre eux cible des patients atteints de DMD. Néan-
moins, il existe un large panel de protocoles d’exercices
physiques envisageables et adaptables en fonction de
la pathologie et du patient. Sans étre exhaustifs, nous
détaillerons pour diverses maladies neuromusculaires
des protocoles ayant montré des effets bénéfiques.



Les dystrophies musculaires de Duchenne et de Becker (DMB) sont des
maladies génétiques dues a des mutations dans le gene qui code la
dystrophine, ce qui entraine son absence (DMD) ou son dysfonction-
nement (DMB) et donc une dégénérescence et une faiblesse progres-
sives de I"’ensemble des muscles de I’organisme. Divers protocoles
d’exercices ont montré des bénéfices chez des patients atteints de
DMD (13 essais cliniques [21]) et de DMB (9 essais cliniques [22]).
Toutefois, alors que I’exercice long, de faible intensité, qui favorise
I’amélioration de I’endurance (exercice dit en aérobie), semble glo-
balement bénéfique, ceux de haute intensité et de résistance (dits
en anaérobie, c’est-a-dire court, de haute intensité et favorisant le
développement de la force musculaire) sont délétéres du fait de la
sollicitation excessive de la membrane du sarcolemme, fragilisée en
I’absence de dystrophine [21].

Par exemple, un exercice de 40 minutes de vélo a bras, trois jours par
semaine, pendant huit semaines, a augmenté la force de certains
muscles de I’épaule et le score ambulatoire (NSAA pour North star
ambulatory assessment), et réduit le temps nécessaire pour passer de
la position couchée & la position debout [23]. Par ailleurs, un exercice
de résistance isométrique modérée des jambes via un appareil de
flexion durant 12 semaines a amélioré la force musculaire développée
et la fonction ambulatoire de jeunes malades atteints de DMD, sans
signe de dommage musculaire [24]. Chez des patients atteints de
BMD, un protocole de 12 mois de cyclisme ergométrique a amélioré la
force des muscles des jambes, I’endurance ainsi que la puissance et la
V0,max [25].

Lamyotrophie spinale (SMA) est une maladie neuromusculaire due &
des mutations dans le gene SMNI. Elle est caractérisée par une fai-
blesse musculaire progressive due a la dégénérescence des motoneu-
rones et se manifeste majoritairement dés I"enfance. Un programme
d’exercices de résistance d’intensité progressive pendant 12 semaines,
comprenant trois sessions par semaine et ciblant plusieurs groupes
musculaires, a été testé chez neuf enfants atteints de SMA de type Il
et Ill. Il a montré une bonne tolérance, une absence de douleur et une
tendance & ’amélioration de la force et de la fonction motrice [26].
La DM1 est une maladie génétique due a des expansions de triplets
dans le gene DMPK. C’est une maladie complexe, caractérisée entre
autres par une faiblesse musculaire, une myotonie et des mani-
festations systémiques. Un programme de 12 semaines, combinant
plusieurs exercices des jambes, a montré une amélioration de la
force musculaire développée et de la vitesse de la marche chez des
patients atteints de DM1 [27]. De méme, un entrafnement aérobique
(vélo) de 12 semaines améliore la VO,max et la fonction musculaire
via I’augmentation de la biogenése mitochondriale, sans toutefois
de modification de la force générée [28]. Des exercices ciblant les
muscles de la main de patients DM1 ont augmenté la force et la per-
formance aprés 12 semaines [29].

La FSHD est liée a I’expression aberrante de la protéine toxique DUX4
et se caractérise par une atrophie et une faiblesse progressive des
muscles du visage, des épaules et des bras. Un programme combiné
d’entrainements en aérobie et de résistance [30], ainsi qu’un pro-
gramme d’entrainement par intervalles de haute intensité de huit
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semaines (3 X 10 minutes/semaine) sur un vélo ergo-
metre [31], ont tous deux montré des effets positifs
sur la fonction musculaire de patients atteints de FSHD.
Les dystrophies musculaires des ceintures (LGMD pour
Limb girdle muscular dystrophy) sont un groupe de mala-
dies musculaires génétiques liées a des mutations dans
de nombreux génes (o, 3 ou y-sarcoglycanes, dysferline,
etc.) et caractérisées par la faiblesse et 'atrophie des
muscles entourant les épaules et les hanches, connus
sous le nom de muscles des ceintures. Des programmes
d’exercices ciblés, axés sur le renforcement musculaire
et ’endurance, contribuent a@ maintenir ou @ améliorer la
fonction musculaire, la mobilité et la qualité de vie glo-
bale des personnes atteintes de LGMD R1 (ex-LGMD 2A),
R9 (ex-LGMD 21) et R12 (ex-LGMD 2L) [32]. €n outre, une
activité physique réguliere contribue également a préser-
ver la mobilité et la souplesse des articulations, ce qui
peut étre particulierement important pour les personnes
atteintes de LGMD qui peuvent souffrir de raideurs et de
contractures articulaires.

Enfin, les effets bénéfiques de différents protocoles
d’exercices ont également été rapportés dans la myas-
thénie auto-immune [33], la myopathie de Beth-
lem [34], la myotonie congénitale [35], les myopa-
thies métaboliques (maladie de McArdle, maladie de
Pompe) [36-38], les myopathies idiopathiques inflam-
matoires telles que la dermatomyosite juvénile, I'IBM et
la polymyosite [39], ce qui souligne le caractére poten-
tiellement universel du bénéfice de I’exercice physique
sur les maladies musculaires.

Limites de I’exercice physique

Si I’exercice physique est généralement bénéfique
pour de nombreuses personnes atteintes de dystro-
phies musculaires, il existe certaines situations et
conditions dans lesquelles I’exercice, en particulier
lorsqu’il est de haute intensité, peut étre délétere.
Par exemple, dans la dystrophie musculaire des
ceintures liée a la dysferline (LGMD R2), la pra-
tique sportive @ haut niveau conduit a des symp-
témes précoces et a un phénotype plus sévére [40].
Certaines myopathies métaboliques telles que la
maladie de McArdle ou le déficit en myophospho-
rylase impliquent des déficiences du métabolisme
énergétique susceptibles d’étre aggravées, en par-
ticulier lors d’exercices de haute intensité. Ainsi,
une activité physique intense ou prolongée peut
déclencher des crampes musculaires, une myoglo-
binurie (présence de myoglobine dans les urines)
et une rhabdomyolyse (dégradation rapide du tissu
musculaire), entrainant des Iésions musculaires et
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des complications rénales potentielles [41]. Des troubles tels que
la paralysie périodique, qui impliquent un dysfonctionnement des
canaux ioniques dans les cellules musculaires, peuvent entrainer
des épisodes de faiblesse musculaire ou de paralysie déclenchés
notamment par des exercices intenses [42]. Dans les stades avan-
cés des dystrophies musculaires progressives telles que la DMD
ou la BMD, pour lesquelles la faiblesse musculaire et la dégéné-
rescence sont séveres, I'exercice excessif ou trop intense pourrait
exacerber les lésions musculaires, la fatigue et le déclin fonc-
tionnel. Enfin, certaines personnes atteintes de dystrophies mus-
culaires associées a une cardiomyopathie [43] ou & une atteinte
cardiaque peuvent étre limitées dans leur pratique de I’exercice a
haute intensité. Il peut en effet imposer des contraintes supplé-
mentaires au cceur et potentiellement exacerber les symptémes ou
les complications cardiaques.

Conclusions et directions futures

Il existe un faisceau d’arguments scientifiques soulignant les effets
bénéfiques de I’exercice physique dans plusieurs maladies mus-
culaires. Ceci suggere la pertinence de I’exploration des effets de
I’exercice physique dans d’autres maladies musculaires (par exemple
dans la DMOP pour laquelle nous avons récemment montré les béné-
fices de I’exercice en anaérobie chez un modéle murin [44], la myo-
pathie & némaline, etc.). exercice physique pourrait ainsi &tre une
stratégie thérapeutique universelle pour les maladies musculaires
et &tre combiné avec les traitements (pharmacologiques, thérapies
géniques et cellulaires) disponibles ou en cours de développement,
pour obtenir des effets additifs et/ou synergiques. De plus, I'exercice
physique peut exercer des effets pléiotropes sur les dystrophies mus-
culaires en favorisant la santé musculaire, I’amélioration fonction-
nelle et le bien-étre général des personnes malades. Cependant, les
effets spécifiques de ’exercice peuvent varier en fonction du type et
du stade d’évolution de la dystrophie, ainsi que des caractéristiques
individuelles du patient. Par conséquent, une prescription d’exer-
cices personnalisée et un suivi attentif sont essentiels pour optimiser
les bénéfices de I’exercice tout en minimisant les risques potentiels
chez les patients.

Les effets bénéfiques de I’exercice physique sont aussi manifestes
au niveau global (métabolisme, sommeil, psychisme, réponse
immunitaire, etc.), ce qui permet une amélioration générale de
la santé des patients. Si la plupart des stratégies thérapeutiques
développées aujourd’hui sont spécifiques a chaque myopathie et
aux besoins individuels du patient (thérapie génique, thérapie cel-
lulaire, approche pharmacologique), la recherche sur les effets de
différents protocoles d’exercices physiques tels que I’entrainement
a la résistance, en endurance, et I’étude de différentes intensités
et volumes sont encore nécessaires afin de garantir 'efficacité de
I’exercice physique pour traiter les malades et soulager les symp-
tomes. U'exercice physique pourrait alors étre considéré comme une
approche thérapeutique complémentaire aux stratégies de traite-
ments classiques. ¢
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SUMMARY

Effects of physical exercise in muscular dystrophies
Myopathies are a heterogeneous group of diseases cha-
racterized by progressive muscle weakness and degene-
ration. While muscle diseases have a major impact on
patients’ quality of life, a growing number of pre-clinical
and clinical studies suggest that adapted physical exer-
cise is beneficial in alleviating some symptoms and impro-
ving some functional parameters. This brief review of the
literature discusses the current state of research about the
effects of exercise in humans with various muscle diseases,
exploring its impact on molecular mechanisms, muscle
strength, endurance, function and the quality of life. ¢
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> La myasthénie auto-immune de I’enfant a des
particularités qui motivent une optimisation de
la prise en charge thérapeutique. D’une part,
le traitement immunosuppresseur recommandé
en premiére intention est la corticothérapie,
malgré ses importants effets indésirables sur la
croissance staturo-pondérale, le comportement,
le développement osseux, etc. D’autre part, faute
d’essais cliniques chez I’enfant, la place des
nouvelles thérapeutiques immunosuppressives
définie. Le

I"immunosuppresseurnonstéroidienleplusutilisé

reste  mal rituximab  est

en France dans la myasthénie auto-immune
juvénile. Son utilisation, sans uniformisation
des pratiques ni suivi de I'efficacité et de sa
sécurité, reste non consensuelle. U'objet de ce
travail est de proposer une nouvelle place du
traitement par rituximab dans la prise en charge
de la myasthénie auto-immune de I’enfant. <

La myasthénie auto-immune de I'enfant est définie par
’apparition de la maladie avant I’dge de 18 ans. Si la
physiopathologie et les formes cliniques sont similaires
a celles de 'adulte, il existe un certain nombre de par-
ticularités propres a I’enfant qui influencent I’évolution
et la prise en charge thérapeutique.

La myasthénie auto-immune est une maladie médiée
par des anticorps dirigés contre des composants de
la jonction neuromusculaire. Ces anticorps affectent
la transmission synaptique et sont ainsi responsables
d’une fatigabilité musculaire. Dans la majorité des
cas (50 a 70 % chez I'enfant), les anticorps sont diri-
gés contre les récepteurs a I'acétylcholine (RACh).
Plus rarement, des anticorps dirigés contre la tyrosine
kinase musculaire (MuSK pour muscle specific tyosine
kinase) sont retrouvés. Enfin, dans 30 a 40 % des myas-

Vignette: Examen en fibre unique stimulée anormale (muscle orbicularis oris) dans
le cadre d’une myasthénie auto-immune.

m/s hors série n° 1, vol. 40, novembre 2024
DOl :10.1051/medsci/2024132

Intérét

du traitement

par rituximab dans
la myasthénie
auto-immune

de Penfant

Agathe Molimard MD’, Cyril Gitiaux MD, PhD',
Christine Barnerias MD', Frédérique Audic MD?,
Arnaud Isapof MD?, Ulrike Walther-Louvier MD*,
Claude Cances MD®, Caroline Espil-Taris MD®,
Jean-Baptiste Davion MD’, Susana Quijano-Roy MD PhD?,
Coraline Grisel MD’, Brigitte Chabrol MD PhD?,
Isabelle Desguerre MD, PhD'.

ICentre de référence des
maladies neuromusculaires
Nord/ile—de—France/Est, Service
de Neurologie pédiatrique,
Hopital Necker-€Enfants Malades,
APHP, Paris, France.

Centre de Référence des
Maladies Neuromusculaires de
I’enfant PACARARE, Service de
Neuropédiatrie, Hopital Timone

© C. Gitiaux

Enfants, Marseille, France
$Centre de référence des maladies

neuromusculaires Nord/lle-de-France/€st, Service de Neurologie pédiatrique,
hopital Trousseau, APHP, Paris, France.

* Centre de référence des maladies neuromusculaires AOC, service de
neuropédiatrie CHU Montpellier, France.

S Centre de référence des maladies neuromusculaires AOC, unité de neurologie
pédiatrique, hopital des Enfants CHU Toulouse, France

S Centre de référence des maladies neuromusculaires AOC, unité de neurologie
pédiatrique, CHU Pellegrin, Bordeaux, France.

"Centre de référence des maladies neuromusculaires Nord/ile—de—France/Est,
CHU de Lille, France.

8 Centre de référence des maladies neuromusculaires Nord/ile—de—France/Est,
Service de Neurologie pédiatrique, hopital Raymond Poincaré, APHP, Garches,
France.

?Service de pédiatrie, Centre hospitalier intercommunal de Créteil, France.
agathe.molimard@aphp.fr

thénies auto-immunes de Ienfant, aucun anticorps n’est retrouvé, ce
sont les formes dites séronégatives [1].

Il existe deux formes cliniques principales : oculaire et généralisée. La
myasthénie oculaire affecte les muscles extra-oculaires, provoquant
une diplopie et un ptosis. La forme généralisée peut toucher tous les
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Figure 1. Evolution de utilisation des immunosuppresseurs dans la myasthénie

auto-immune de I’enfant en France, entre 2009 et 2020.

muscles squelettiques. Selon Iatteinte, les symptomes sont variés :
asthénie, fatigabilité a effort, hypomimie, troubles de la déglutition,
de la phonation, de la mastication, dyspnée, toux inefficace, encom-
brement, etc. Uévolution est marquée par des périodes d’exacerbation
et de rémission. Les crises myasthéniques (aggravation rapide de la
symptomatologie durant quelques heures & quelques jours) marquent
la gravité de la maladie, notamment en cas d’atteintes respiratoires
et/ou bulbaires [2] qui constituent une urgence absolue devant la
mise en jeu du pronostic vital.

Le développement de médicaments immunomodulateurs au cours
des derniéres décennies a amélioré le pronostic de la myasthénie
auto-immune, mais ces thérapies sont peu étudiées en pédiatrie
et leur utilisation est basée sur I’expérience acquise auprés des
patients adultes [3]. Les corticostéroides, malgré leurs effets
indésirables fréquents (retard de croissance, prise de poids, modi-
fication physique, etc.), restent le traitement de premiére ligne en
pédiatrie. Le rituximab est un traitement de plus en plus utilisé en
France dans la myasthénie auto-immune de I’enfant. Cependant, il
n'est recommandé qu’en troisiéme intention (aprés les corticosté-
roides et I’azathioprine) si des anticorps anti-MuSK sont retrouvés,
et en quatrieme ligne d’immunosuppression dans les formes a
anticorps anti-RACh [4]. €n outre, il nexiste pas a ce jour d’essais
thérapeutiques contrdlés randomisés dans la myasthénie auto-
immune de I’enfant.

L'objectif de cette étude est de proposer une nouvelle place pour le
rituximab dans la stratégie thérapeutique de la myasthénie juvénile.

€tude rétrospective francaise des cas de myasthénies auto-
immunes de I’enfant

Nous avons réalisé une étude rétrospective dans huit centres de réfé-
rence neuromusculaires pédiatriques de la filiere de santé Filnemus
(Bordeaux, Lille, Marseille, Montpellier, Toulouse, Paris-Necker, Paris-
Trousseau, Garches). Nous avons inclus tous les enfants suivis pour une
myasthénie auto-immune dont le diagnostic avait été posé entre le
1¢" janvier 2009 et le 31 avril 2020.
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Au total, 74 patients avec une myasthénie auto-immune
ont été inclus, dont 56 (76 %) étaient suivis pour une
forme généralisée. Le sex-ratio était de 1 gargon pour
2,2 filles et I’dge moyen de début de la maladie était
de 8,7 ans (IQR 4,2-12,9). La durée médiane de suivi
était de 5 ans (IQR 2,4-7,2). Parmi les 56 patients suivis
pour une forme généralisée, 61 % avaient des anticorps
anti-RACh, 9 % avaient des anticorps anti-MuSK et 30 %
étaient séronégatifs.

Nous nous sommes intéressés aux 37 patients (66 % des
formes généralisées) ayant nécessité un traitement
immunosuppresseur, et particulierement aux 34 pour
lesquels nous avions un recul de plus de 12 mois aprés
I'initiation du traitement immunosuppresseur.

Evolution de Putilisation des
immunosuppresseurs dans la myasthénie auto-
immune de ’enfant

Nous avons observé une modification de nos pratiques
au cours des dix dernieres années avec une réduction
de I'utilisation des corticoides (44 % des immuno-
suppresseurs utilisés en 2009 vs 22 % en 2020) et une
augmentation de I’utilisation du rituximab (0 % des
immunosuppresseurs utilisés en 2009 vs 42 % en 2020)
(Figure 1). Les corticoides restaient le traitement
immunosuppresseur le plus utilisé en premiere intention
dans notre cohorte (23 patients, soit 62 %), mais le
rituximab avait été utilisé en premiére ligne d’immu-
nosuppression chez plus d’un tiers des patients (13/37).

Efficacité du rituximab dans la myasthénie
auto-immune de I’enfant

Parmi les 34 patients de la cohorte traités par immu-
nosuppresseurs avec une durée de suivi supérieure @
12 mois, 24 (71 %) avaient été traités par rituximab
(groupe RTX+) (Tableau 1).

Ces patients avaient une maladie initiale significa-
tivement plus grave. 63 % des patients traités par
rituximab (groupe RTX+) avaient été hospitalisés en
réanimation au moins une fois avant Iintroduction
du traitement, contre 10 % parmi les patients non
traités (groupe RTX-) (p < 0,008). Malgré cette gravité
initiale importante, nous avons observé une meilleure
évolution clinique des patients traités par rituximab.
€n effet, lors de la derniére visite, alors que 40 % des
patients traités par immunosuppresseurs convention-
nels (groupe RTX-) restaient cliniquement instables
(persistance ou aggravation des symptdmes malgré
immunosuppresseur), tous les patients traités par
rituximab étaient stables (pauci ou asymptoma-
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Groupe RTX- Groupe RTX+

N =10 N =24

Age au diagnostic a, moyenne
6,3 (2,7-10,1) 12,3 (10,5-14,5)
(IQR)
Sexe féminin/ li
exe féminin/masculin, 7(10)/3 (30) 19 (79)/5 (21)
No. (%)
Anticorps
Anti-RACh, No. (%) 5 (50) 20 (83)
Anti-MuSK, No. (%) 2 (20) 3(13)
Séronégatifs, No. (%) 3 (30) 1(4)
Hospitalisations en soins
1(10 15 (63

intensifs, No. (%) (10) (63)
Corticothérapie, No. (%) 9 (90) 16 (67)
Corticothérapie en cours a la 4 (40) 4 (17)
derniére visite, No. (%)
Durée du suivi apres
I iere li
& prEMUEE fEne 4,9 (2,5-67) 4,6 (1,9-6,2)

d’immunosuppression g,
moyenne (IQR)

Tableau 1. Caractéristiques des 34 patients traités par inmunosuppresseurs.

= 0,006
@ | : |

Groupe RTX- Groupe RTX+
N=10 N=24

40% 40 %

50 %
20 %
p = 0,004
I 1
Rituximab en 1" ligne Rituximab en 2° ou 3° ligne
75 %

B Stable sans immunosuppresseur « Stable avec immunosuppresseur m Instable

Figure 2. Evolution clinique des patients en fonction du traitement immunosup-

presseur regu.
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tiques) et la moitié d’entre eux était sevrée d’immu-
nosuppresseurs (Figure 24).

Intérét d’une utilisation précoce du rituximab

Pour la premiére fois, nous avons rapporté dans la lit-
térature 12 enfants traités par rituximab en premiere
ligne. L'utilisation du rituximab en premiere ligne
d’immunosuppression, par rapport a son utilisation
en deuxieme ou troisiéme ligne, montre un meilleur
sevrage des traitements immunosuppresseurs a la fin
du suivi (respectivement 75 % vs 25 %) et une épargne
cortisonique (respectivement 42 % vs 92 % des patients
traités par corticoide) (Figure 2B).

Patients traités par immunosuppresseurs convention-
nels (groupe RTX-) versus patients traités par rituximab
(groupe RTX+)

Patients traités par rituximab en premiere ligne de trai-
tements immunosuppresseurs versus patients traités
par rituximab en deuxiéme ou troisieme ligne de traite-
ments immunosuppresseurs.

Le bénéfice de cette introduction précoce semble donc
double. D’une part, les patients traités par rituximab en
premiére intention ont une meilleure évolution que ceux
initialement traités par immunothérapie convention-
nelle. D’autre part, les corticoides sont significative-
ment moins utilisés dans ce groupe.

Ces résultats sont concordants avec ceux d’une étude
menée chez des adultes suivis pour une myasthénie
auto-immune & anticorps anti-RACh, qui suggerent que
I’instauration précoce du rituximab aprés le diagnostic
est associée a de meilleurs résultats et a une bonne
tolérance, par rapport aux traitements par immunothé-
rapie conventionnelle [5].

Mécanisme d’action et sécurité du rituximab

Ces résultats sont liés au mécanisme d’action du
rituximab. Le rituximab est un anticorps monoclonal
dirigé contre la protéine CD20 présente a la surface
des cellules lymphocytaires pré-B et B matures. Cette
protéine disparait au cours de la différenciation des
lymphocytes B en plasmocytes (cellules & longue durée
de vie produisant des anticorps). Le rituximab entraine
ainsi la déplétion des cellules B immatures, matures,
des cellules B mémoires et de certains plasmablastes,
sans affecter les plasmocytes [6].

Dans le cas de la myasthénie auto-immune & anticorps
anti-MuSK, le rituximab semble étre particulierement
efficace, car il déplete les plasmablastes, les cellules
responsables de la production des anticorps anti-
MuSK [7]. Dans la myasthénie auto-immune & anticorps



anti-RACh, I'anticorps pathologique est produit par les plasmocytes
a longue durée de vie [8]. Uhypothése est donc qu’une utilisation
précoce du rituximab dans cette forme permettrait de limiter le
développement du pool de plasmocytes produisant les anticorps anti-
RACh [9].

Sur le plan de la sécurité d’utilisation, "absence de déplétion des
plasmocytes par le rituximab permet de limiter le risque infectieux
par le maintien de la production d’immunoglobulines. Notre étude a
montré une bonne sécurité du rituximab sans effet indésirable. Dans la
littérature, le rituximab est bien toléré chez I’enfant et le jeune adulte.
Il'y est associé a peu d’effets indésirables graves, mais des réactions
allergiques & Iinjection et des infections sont rapportées. A I'heure
actuelle, il n’existe pas de consensus sur la prévention du risque
infectieux sous rituximab [10, 11]. Dans notre étude, les stratégies
de prévention des infections différaient selon les centres. Certaines
équipes avaient mis en place, de maniére systématique, des cures
d’immunoglobulines substitutives mensuelles (38 %) et/ou un traite-
ment préventif par cotrimoxazole (58 %) pendant toute la durée de la
déplétion des lymphocytes B.

Conclusion

Nous avons pu observer 'utilisation croissante du rituximab dans la
myasthénie auto-immune de ’enfant en France, au cours des dix der-
nieres années. Compte tenu de son efficacité, des bénéfices d’épargne
cortisonique et de sa bonne tolérance, il semble légitime de proposer
I"utilisation du rituximab en premiere ligne d’immunosuppression dans
la myasthénie auto-immune généralisée de I’enfant positif aux anti-
corps anti-RACh ou anti-MuSK. ¢

SUMMARY

Benefit of treatment with rituximab in autoimmune myasthenia
gravis in children

The therapeutic management of autoimmune myasthenia gravis in
children presents several particularities, which motivate the optimiza-
tion of therapeutic management. On the one hand, corticosteroids are
recommended as first-line immunosuppressive therapy, despite their
significant adverse effects on growth, behavior, bone development, etc.
On the other hand, in the absence of clinical trials in children, the place
of promising new immunosuppressive therapies remains ill-defined.
Rituximab is the non-steroidal immunosuppressant most widely used
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in France for autoimmune myasthenia gravis in children.
Its use, without standardization of practices or moni-
toring of efficacy and safety, remains non-consensual.
The aim of this study is to propose a new role for rituxi-
mab in the management of autoimmune myasthenia in
children. ¢
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> Les arthrogryposes multiples congénitales
(AMC) regroupent I’ensemble des pathologies
avec des limitations articulaires a au moins deux
niveaux articulaires distincts, a la naissance. Les
limitations articulaires ne sont pas évolutives,
mais les conséquences fonctionnelles ont un
impact tout au long de la vie des patients.
Dans cet article, nous montrerons les résultats
de notre étude qui vise a évaluer la corrélation
entre 'infiltration graisseuse musculaire en IRM
et les déficiences et limitations d’activité chez
des enfants présentant une AMC. Notre étude
est une des premieres a établir le lien entre
I'imagerie musculaire et les aspects fonctionnels
de "AMC, en population pédiatrique. <

Définitions et hypothéses

Les arthrogryposes multiples congénitales (AMC)
regroupent I’ensemble des pathologies avec des limita-
tions articulaires a au moins deux niveaux articulaires
distincts, & la naissance [1]. Leur prévalence est esti-
mée a 1/3000 a 1/12000 [2-4] dans le monde. C’est
donc une pathologie rare parmi les plus courantes. Les
AMC sont communément classées en trois groupes selon
les habitudes cliniques [3, 5] : le groupe 1 pour "amyo-
plasie, le groupe 2 pour les arthrogryposes distales (AD)
et le groupe 3 appelé « autre », qui est un groupe plus
hétérogene, regroupant les patients qui ne peuvent pas
étre classés dans un des groupes précédents.

La précocité et I'importance de la baisse des mouve-
ments feetaux pendant la grossesse sont les deux prin-
cipaux facteurs de sévérité des manifestations mus-
culo-squelettiques chez ces enfants & la naissance [6,
8]. Ces facteurs de sévérité influencent la fonction
motrice, la marche, I'autonomie dans la vie quotidienne
et la participation a la vie sociale [8, 9]. La prise en

Vignette : IRM membre supérieur d’un enfant atteint du syndrome de déficience
intellectuelle-retard de développement-contractures (syndrome de Wieacker-
Wolff).
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charge de ces maladies est donc exi-
geante, nécessairement multidisciplinaire et s’inscrit au long cours.
€n plus de I'aspect articulaire, les compétences motrices dépendent
également de la quantité et de la qualité du muscle squelettique et
de son contrdle. La force musculaire est en effet un facteur prédictif
important des capacités fonctionnelles. Ainsi, dans les AMC, et plus
spécifiquement dans "amyoplasie, Kroksmark et al. ont étudié I'impact
de la force musculaire et des contractures sur la fonction motrice [9].
IIs ont trouvé des corrélations significatives entre la force musculaire et
la fonction motrice, ainsi qu’avec I'amplitude articulaire passive (AA).
Par ailleurs, dans de nombreuses myopathies telles que la dystrophie
musculaire de Duchenne (DMD) ou la dystrophie fascio-scapulo-humé-
rale (FSHD), il apparat une involution graisseuse (plus ou moins sévére
selon le degré de gravité de la maladie). Cette infiltration graisseuse
est corrélée au stade clinique et donc a la sévérité de la maladie, et
elle entraine des conséquences fonctionnelles [10, 11]. Plus infiltration
graisseuse augmente, plus la force musculaire diminue [4] ; une diminu-
tion corrélée a la perte de la fonction motrice [12].

Au cours de la derniére décennie, I'IRM musculaire corps entier est
devenue la méthode de choix pour évaluer la qualité et la quantité des
fibres musculaires de maniére non-invasive. Plusieurs études ont ainsi



Patients éligibles dans la base de
données des maladies rares du centre de
référence des AMC au CHUGA
(n=220)

Patients exclus (n=78)

_| —Adultes avec suivi apres 18 ans n =75

"| —Patients <18 ans avec un suivi
directement en service de rééducation
adulten=3

Patients inclus (n = 142)

Patients exclus (n=78)

—Patients décédésn=2

—IRMmanquante n=14

—Evaluation cliniquen=5

- IRMZZt évaluation clinique manquants
n=

r

Patients analysés (n = 97)

Figure 1. Diagramme de flux de [’étude. AMC : arthrogryposes multiples congéni-
tales. CHUGA : CHU Grenoble Alpes

montré que I'IRM est un outil efficace a la fois pour le diagnostic, pour
P’évaluation de la progression de la maladie [14, 15] et pour la quantifi-
cation et la surveillance des effets des traitements [16, 17].

De plus, pour étudier I'infiltration graisseuse et aider a définir les pat-
terns musculaires, Mercuri et al. ont développé un score semi-quantitatif
qui mesure linfiltration fibro-adipeuse des muscles sur IRM [7].

Des corrélations entre I'infiltration fibro-adipeuse et les déficits muscu-
laires ont déja été étudiées dans des maladies neuromusculaires telles
que la maladie de Pompe [19,20] ou la DMD [20]. Ces études ont révélé
une bonne corrélation entre "apparition de la maladie, la force musculaire
et le degré d’infiltration fibro-adipeuse musculaire évalué par le score de
Mercuri. U'IRM musculaire a pu étre utilisée pour suivre la progression de la
maladie grace a cette corrélation avec la fonction musculaire.

La principale différence entre les AMC et les pathologies neuromuscu-
laires étudiées précédemment réside dans le caractére congénital non
progressif des premiéres. Par ailleurs, jusque-Ia, 'impact des limitations
articulaires et de la force musculaire sur la fonction motrice était basé
uniquement sur des évaluations cliniques. Lobjectif principal de ce pro-
jet était donc d’évaluer la corrélation entre I'infiltration fibro-adipeuse
musculaire quantifiée sur I'IRM, évaluée par le score Mercuri, et les
capacités fonctionnelles des patients pédiatriques atteints d’AMC.

Matériel et méthodes
Nous avons mené une étude observationnelle rétrospective sur une cohorte
monocentrique avec un recrutement national, dans un but descriptif et

comparatif. Les patients atteints d’AMC admis au centre de référence (CR)
frangais pour les AMC, dans les services de génétique et de rééducation
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pédiatrique de I’Hopital Couple Enfants (HCE) & Grenoble,
avaient systématiquement bénéficié d’une IRM musculaire
corps entier lorsque les conditions et I’dge le permettaient.
Notre protocole d’étude a également été enregistré sur le
site ClinicalTrial.gov (NCT05393375).

Les données cliniques et paracliniques ont été obtenues a
partir des bilans multidisciplinaires qui avaient eu lieu lors
des hospitalisations de jour en médecine physique et de
réadaptation (MPR) pédiatrique a I’HCE.

Les critéres d’inclusion étaient les suivants :

— né vivant,

—dge <18 ans lors de la premiere évaluation clinique et/ou
bénéficiant d’un suivi en rééducation pédiatrique au CHU
Grenoble-Alpes,

— diagnostic clinique, et si possible moléculaire, d’AMC
établi,

— au moins une évaluation fonctionnelle lors de consul-
tations et de suivi en rééducation pédiatrique au CHU
Grenoble-Alpes,

— IRM musculaire des membres supérieurs et inférieurs et
du tronc.

Le diagramme de flux de notre étude est résumé dans la
figure 1.

Pour I’évaluation clinique, nous avons extrait les carac-
téristiques intrinseques des patients, ainsi que les anté-
cédents médicaux et chirurgicaux, le statut ambulatoire
(marche ou non, dge de la marche) et le statut scolaire
(scolarisation ordinaire ou non).

Tous les patients inclus avaient bénéficié d’une évaluation
multidisciplinaire systématique par des médecins (généti-
ciens, MPR), des kinésithérapeutes, des ergothérapeutes,
et des orthophonistes et des psychologues en fonction des
besoins.

Pour I’évaluation du handicap, les déficiences, les limita-
tions d’activité et les restrictions de participation avaient
été évaluées selon la classification internationale du fonc-
tionnement, du handicap et de la santé (CIF). Les déficits
cliniques avaient été évalués par des kinésithérapeutes
formés. Nous nous sommes concentrés sur deux aspects :
la faiblesse musculaire et les AA. La faiblesse musculaire
avait été évaluée au travers de la fonction musculaire (par
exemple, la flexion, ’extension, etc.). €n utilisant 'échelle
MRC (pour Medical research council), les AA avaient été
évaluées pour toutes les articulations principales via I’exa-
men clinique et goniométrique. Les limitations d’activité
avaient été évaluées lors du suivi par des ergothérapeutes
et des kinésithérapeutes. Les statuts ambulatoires avaient
été recueillis par les équipes lors des bilans, ainsi que I'Gge
d’acquisition de la marche ¢'il était disponible et Iutilisa-
tion ou non d’aides techniques.

La mobilité de la main dans 'espace avait été évaluée
par un test ad hoc (reaching score). Les patients devaient
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Figure 2. Classification des patients atteints d’AMC de la cohorte. Les patients sont classés en trois groupes et les diagnostics sont détaillés pour

le groupe 2 (disque orange). La classification a été réalisée en suivant le travail de Le Tanno et al. [3]. JNM : jonction neuromusculaire, AMC :

arthrogryposes multiples congénitales, AD : arthrogrypose distale.

toucher successivement certaines cibles corporelles avec les membres
supérieurs.

Pour I'IRM, nous avons utilisé des séquences IRM en turbo écho spin pondé-
rées en T1 (TIW-TSE). Nous avons étudié 106 muscles — 53 de chaque cdté
— du tronc aux membres inférieurs. La mesure de I'infiltration graisseuse a
été évaluée lorsqu’au moins deux coupes par muscle étaient visibles. Nous
avons utilisé ’échelle visuelle semi-quantitative proposée par Mercuri et
al. en 2002. Cette échelle classe les muscles en quatre catégories crois-
santes, basées sur les séquences IRM en T1. Un score de 1 signifie qu’il n’y
a aucune infiltration graisseuse, 2 indique une infiltration légére (<30 %),
a3, elle est modérée (30 & 60 %) et & 4, Pinfiltration graisseuse est > 60 %.
Lorsque le muscle n’était pas identifiable, nous I"avons classé « non ana-
lysable » (NA).

Pour I'analyse finale, nous avons décidé de ne conserver que les muscles
avec moins de 20 % du score Mercuri non interprétable. Ces analyses ont
été réalisées sur tous les scores Mercuri disponibles pour chacun des
muscles des hémicorps gauche et droit. Puis, nous avons analysé des
scores moyens pour le membre supérieur, le tronc et le membre inférieur.

Résultats

Nous avons inclus 97 patients ayant été évalués entre 2007 et 2021,
parmi lesquels 56 % étaient de sexe féminin.
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47 patients étaient classés dans le groupe 1 « amyo-
plasie » (49 %), 38 dans le groupe 2 « DA» (39 %) et
12 dans le groupe 3 « autre » (12 %). La classification
détaillée est présentée dans la figure 2.

L’dge médian lors de la premiere évaluation était
de 36 mois (allant d’un mois a 19 ans). Le statut
ambulatoire était connu pour 90 patients parmi les-
quels 78 % (n = 76) étaient marchants (de maniére
indépendante et stable) et 15 % (n = 14) ne I’étaient
pas.

La majorité des patients inclus (n = 78) étaient scola-
risés, dont 72 en milieu ordinaire, 4 en institut médico-
éducatif (IME) et 2 en ULIS (unité localisée pour Iinclu-
sion scolaire). La quasi-totalité des patients avaient
au moins une aide technique et presqu’un tiers avait un
fauteuil roulant.

€tude des corrélations

Tous groupes confondus, nous avons trouvé une corréla-
tion de Pearson modérée entre les scores Mercuri et les
AA pour les membres supérieurs et inférieurs (respective-
ment r=—0,59, p <0,0001, et r=— 0,64, p <0,0001). Pour



I’amyoplasie et ’AD, nous avons trouvé une corrélation modérée égale-
ment pour les membres supérieurs et inférieurs (respectivement r = — 0,67,
p <0,0001, r=-0,59, p<0,0001, et r=—0,38, p=0,003 et r=—0,65,
p <0,0001). Pour le groupe 3, nous avons trouvé une corrélation forte pour
les membres inférieurs uniquement (r = — 0,89, p = 0,0003).

Pour la faiblesse musculaire, tous groupes confondus, nous avons trouvé
une corrélation modérée avec les scores Mercuri uniquement pour les
membres inférieurs (r = — 0,45, p = 0,001), une corrélation retrouvée éga-
lement dans "amyoplasie (r = — 0,49, p = 0,002).

Concernant les limitations d’activité, 42 enfants avaient eu une évalua-
tion de la mobilité de la main dans I"espace. Tous groupes confondus,
nous avons trouvé une corrélation modérée entre le reaching score et
le score Mercuri pour les membres supérieurs (r=—0,63, p <0,0001)
et le tronc (r=—0,63, p =0,03). Pour 'amyoplasie, nous avons trouvé
une corrélation forte entre les deux scores pour les membres supérieurs
(r=-0,73, p = 0,003) et une corrélation modérée pour le tronc (r = — 0,63,
p = 0,03). Pour I’AD, nous avons trouvé une corrélation modérée unique-
ment pour les membres supérieurs (r = — 0,50, p = 0,04).

LIRM, un outil prédictif de la fonction ?

Dans cette étude observationnelle monocentrique rétrospective, nous
avons recueilli les données de 97 patients pédiatriques atteints d’AMC
et nous nous sommes concentrés sur leur imagerie musculaire et leurs
résultats fonctionnels. A notre connaissance, il s’agit donc de la premiere
étude évaluant la fonction et I’infiltration graisseuse dans I’AMC, dans un
cadre pédiatrique.

Il existe des limitations techniques a I"IRM comme des artefacts de mou-
vement, les coupes hors plan, les écarts de coupe inadéquats. Afin de
surmonter ces limitations, nous recommandons des protocoles IRM qui
comprennent une analyse systématique du corps entier.

Notre étude a montré que I"IRM musculaire du corps entier, qui est un outil
diagnostique et de suivi puissant, pourrait également étre une approche
efficace et non invasive pour I'évaluation du handicap, le suivi des
enfants atteints d’AMC et pour évaluer la réponse a diverses interventions
thérapeutiques.

Méme si des études complémentaires sont nécessaires pour confirmer
cette hypothése, nos premiers résultats constituent un premier pas vers
un modele prédictif du pronostic fonctionnel des patients afin de mieux
adapter leur prise en charge et d’améliorer leurs capacités fonctionnelles. ¢

SUMMARY

Arthrogryposis Multiplex Congenita in pediatric age: Correlation
between Muscle MRI and functional assessment

Arthrogryposis multiplex congenita (AMC) is a group of diseases with joint
limitations at two or more distinct joint levels at birth. Joint limitations are
not progressive, but the functional consequences have a lifelong impact
on patients. In this article we will present the results of our study aimed at
evaluating the correlation between muscle fat infiltration on MRI and acti-
vity deficiencies and limitations in children with AMC. Our study is one of the
first in a pediatric population to establish the link between muscle imaging
and functional aspects of AMC. ¢
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> Le dépistage génétique des maladies rares
permet d’identifier le(s) géne(s) responsable(s)
chez environ 50 % des patients. Les cas restants
se trouvent dans une impasse diagnostique,
car les connaissances actuelles ne permettent
pas d’identifier le bon gene ou de déterminer si
le(s) variant(s) détecté(s) sur le géne est(sont)
pathogéne(s) ou bénin(s). On parle alors de
«variants de signification inconnue » (VSI).
Dans le cas des maladies neuromusculaires, le
géne RYRI est souvent mis en cause, mais la
majorité de ses variants identifiés sont classés
comme VSI, ce qui met a mal le diagnostic
précis des patients. Notre projet vise a créer un
pipeline d’analyses en combinant différentes
approches (I’intelligence artificielle, les
données de biologies structurales et les analyses
fonctionnelles), afin d’obtenir une classification
des variants de RYRI plus efficace et d’améliorer
le diagnostic génétique des maladies liées a ce
gene. <

Contexte scientifique de I’étude

Le gene RYRI, situé sur le chromosome 19 du génome
humain, est un gene d’environ 150 kb, comprenant
106 exons, codant une protéine de 5038 acides aminés
(~565 kDa) appelée le récepteur de la ryanodine de
type 1 (RyR1). Cette protéine forme un homotétramére
de plus de 2 MDa dont la fonction principale est la
libération du calcium (Ca®) du réticulum sarcoplas-
mique (RS) vers le cytoplasme, suite & la propagation
d’un potentiel d’action généré au niveau de la termi-
naison axonale d’un motoneurone. Cette imposante
protéine est structurée en une large partie cytosolique
en N-terminal et un domaine C-terminal organisé en
six hélices transmembranaires formant le pore du
canal et ancrant la protéine dans la membrane du RS.
Les parties N-terminale et C-terminale contiennent
des sites de liaison pour de nombreuses protéines/
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molécules régulatrices telles que la
triadine [1] (Figure 1).

Sur les 150 kb que compte le gene
RYRI, plus de 8 000 mutations ont été identifiées (base de données
ClinVar [2], avril 2024). Elles peuvent prendre plusieurs formes : dupli-

cation, modification, délétion ou insertion d’un ou plusieurs nucléo-
tides. Ces modifications peuvent avoir des conséquences moléculaires
telles qu'un décalage du cadre de lecture de I’ADN, des mutations
faux-sens qui modifient des acides aminés, des mutations non-sens
qui créent des codons « stop » ou des défauts d’épissage de I’ARN. Ces
mutations peuvent perturber la régulation du canal, entrainant des
anomalies de I"homéostasie calcique. On regroupe les conséquences
fonctionnelles d’une mutation du géne RYRI dans trois principales
catégories : hyperactivité du canal, diminution de la fonction du canal
et réduction de la quantité de protéine RyR1.

Ces anomalies sont associées a des présentations histologiques et cli-
niques variées, avec un degré de sévérité variable. Le terme de « myo-
pathies liées au géne RYRI » inclut plusieurs entités parmi lesquelles
les myopathies @ cores centraux, les myopathies centronucléaires, les
myopathies a multi-minicores ou @ « dusty core ». Au-dela des myo-
pathies, des mutations du gene RYRI ont également été identifiées
chez des patients ayant présenté une hyperthermie maligne peranes-
thésique ou une hyperthermie d’effort [3].

Uidentification des mutations est I'une des étapes majeures du dia-
gnostic. Cela permet d’établir une relation entre le génotype et le phé-
notype et d’adapter la prise en charge des malades. Le développement
croissant des techniques de séquengage de nouvelle génération a ainsi
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Figure 1. Le complexe de relargage calcique (CRC) des cellules musculaires. Représentation schématique du complexe de relargage calcique (CRC)

d la triade. La protéine RyR1 est ancrée dans la membrane du réticulum sarcoplasmique (RS) et libére le calcium (Ca®*) dans le cytoplasme, en

réponse d un potentiel d’action produit & la terminaison axonale. Uaugmentation du Ca® intracellulaire induit le glissement de la myosine sur

les filaments d’actine et la contraction musculaire. Des variations sur le géne RYRI peuvent conduire a un défaut de libération du Ca® et & une

perturbation du couplage excitation/contraction.

permis d’identifier plus de 8000 variants du gene RYRI. Depuis quelques
années, I'obstacle majeur au diagnostic n'est donc plus le séquencage
de I'’ADN des patients, mais Iidentification de I'impact des variants
identifiés : sont-ils pathogenes, probablement pathogénes, bénins ou
probablement bénins ? De fait, parmi ces 8000 variants de RYRI iden-
tifiés a ce jour, pour plus de 3000 d’entre eux, on ne sait pas s’ils sont,
surement ou probablement, pathogenes ou bénins. Ils sont donc classés
comme «variants de signification inconnue » (VSI) (Figure 2) et 90 %
des variants faux-sens sont de signification inconnue.

Le challenge dans la classification des variants génétiques — c’est-
a-dire la capacité a déterminer s’ils sont pathogénes ou non — repose
sur plusieurs critéres : la complexité des mécanismes pathologiques
impliquant parfois plusieurs variants et plusieurs génes, la variabilité
phénotypique entre des patients qui, atteints de la méme maladie
génétique, peuvent présenter des symptomes différents, et la limi-
tation des outils d’analyse informatique dans leur capacité a prédire
avec précision les conséquences des variations [4]. €n raison de ces
défis, il est souvent nécessaire de mener des études fonctionnelles
approfondies pour classer avec précision les VS| et améliorer ainsi le
diagnostic des patients.
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Objectif du projet

Notre projet de recherche a consisté a élaborer une
méthode pour prédire de maniere rapide et robuste si
tel ou tel variant est potentiellement pathogene ou, au
contraire, bénin. Nous avons pour cela réuni les compé-
tences scientifiques de différents domaines : I'intelli-
gence artificielle, la biologie structurale, la physiologie
cellulaire et les connaissances cliniques des maladies
neuromusculaires. L'objectif : « reclassifier » les VSI
du gene RYRI et classer les variants qui pourraient étre
nouvellement identifiés.

Méthodologie et résultats préliminaires

Nous avons tout d’abord établi une base de données
d’entrainement contenant des variants dont la consé-
quence a déja été déterminée précédemment. Cette
base compile uniquement des variations « bénignes »
et « pathogenes » identifiées par le laboratoire de
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Figure 2. Classification actuelle des variants du géne RYR1. VS| : variants de
signification inconnue. Graphique réalisé sur la base des variants actuels,

recensés dans la base de données ClinVar.
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Figure 3. Graphique représentant les résultats obtenus suite a une expérience
d’imagerie calcique. ’amplitude des courbes permet d’apprécier la quantité de
Ca® libérée dans le cytoplasme en réponse & une stimulation du canal RyR1 avec
un agoniste spécifique, le 4-chloro-m-cresol (4CmC). Ici, sont représentées les
courbes de réponse de cellules non transfectées (gris), transfectées avec un
plasmide codant pour la forme humaine normale de RyR1 (vert), transfectées

avec un plasmide codant pour un variant bénin (bleu) ou pathogéne (rouge).

génétique du Centre hospitalier universitaire de Grenoble, au cours des
vingt derniéres années. Ces données ont été obtenues lors de séquen-
cages génétiques de patients atteints de myopathies liées a RYRI,
d’hyperthermie maligne et d’hyperthermie d’effort, et validées par
des études familiales et cliniques. La base de données a été complé-
tée grace a des recherches bibliographiques décrivant des variations
déja classées a ce jour [5-7] et par des variants issus d’autres bases
de données (Leiden open variation database, Human gene mutation
database, GnomadV4).

Nous avons ensuite modélisé I’impact des variations sur la struc-
ture et la fonction de la protéine. La structure macromoléculaire
est divisée en trois régions : le pore du canal, la région d’activation
ou les ligands se lient, et une région cytoplasmique impliquée dans
la fixation de protéines régulatrices. €n raison de sa grande taille,
peu d’études ont été menées pour étudier la relation structure-
dynamique-pathogénicité de RyRl. Plus de 90 structures de cette
protéine ont été identifiées par des techniques de cryo-microscopie
électronique ou de diffraction par rayons X, les plus complétes ayant
été décrites pour la protéine RyRl du lapin [8, 9]. €n revanche,
en raison de la taille importante de la protéine et de sa flexibilité
interne, la structure de nombreuses boucles cytosoliques n’a pas pu
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étre déterminée pour la forme humaine de RyR1. €n se
basant sur les derniéres données expérimentales dis-
ponibles dans la littérature, nous avons donc utilisé
plusieurs algorithmes pour modéliser la structure de
la protéine humaine.

Pour créer les catégories utilisées dans la classification,
nous avons ensuite eu besoin de définir différents para-
metres appelés « descripteurs ». Un descripteur est un
parameétre quantifiable, utilisé pour décrire ou repré-
senter un phénomene de fagon simplifiée. Cela facilite
son étude par des modeéles mathématiques ou informa-
tiques. Dans le contexte de notre étude, les descrip-
teurs sont, par exemple, la conservation, la position de
la variation dans la séquence (distance aux différents
ligands et domaines fonctionnels), I'impact biochi-
mique du changement d’acide aminé, la modification
de la stabilité énergétique de la protéine, la déstabili-
sation de la protéine, la modification de "accessibilité
du résidu. Le tout, soit pour la forme fermée du canal,
soit pour sa forme ouverte.

Grace a ces descripteurs, chacun des variants de notre
base de données se trouve ainsi caractérisé. Aprés
entrainement, ce jeu de données a permis une premiére
validation du modéle informatique. Ce modele a ensuite
été utilisé sur une base de données plus large conte-
nant des VSI. Chaque VSI a ainsi obtenu un score de
prédiction de classification qui a établi s’il est poten-
tiellement pathogéne ou bénin. Enfin, le processus de
classification par intelligence artificielle a été validé
par des expériences de biologie sur cellules, une étape
essentielle pour confirmer que les prédictions informa-
tiques sont fideles a Ieffet physiopathologique de la
variation du géne RYRI. Pour cela, nous avons étudié
I’effet physiologique de plusieurs variants qui avaient
obtenu une classification — bénin ou pathogéne — avec
un haut niveau de confiance, renforgant I’apprentissage
de notre modéle informatique et améliorant la classifi-
cation (processus de machine learning) en utilisant &
la fois la prédiction informatique et les données expé-
rimentales.

Ces validations fonctionnelles ont débuté avec la réa-
lisation des clonages moléculaires dans un plasmide
codant pour la protéine RyR1, afin d’introduire les dif-
férents variants dans la séquence du plasmide. Une fois
ce travail effectué, nous avons réalisé des expériences
d’imagerie calcique sur des lignées cellulaires qui
n’expriment pas la protéine RyRl de fagon endogene.
Puis, les cellules ont été transfectées avec les plas-
mides codant pour les différents variants (Figure 3).
Uimagerie calcique permet en effet de mettre en évi-
dence des éventuels défauts du relargage du Ca®* par
RyRl, suite a une stimulation du canal par un agoniste
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> Les myopathies centronucléaires sont des
maladies congénitales rares, caractérisées par
une faiblesse musculaire et un positionnement
anormal des organites. Les principaux genes
associés a ces pathologies sont MTMI (codant la
myotubularine 1), DNM2 (codant la dynamine 2),
BINI (codant le bridging integrator 1) et RYRI
(codant le récepteur a la ryanodine 1). A ce jour,
aucun traitement n’est approuvé. Cependant,
le tamoxiféene, une molécule déja utilisée en
clinique dans le cancer du sein, a montré des
effets positifs sur le phénotype musculaire de
modeéles murins qui reproduisent trois des formes
principales de myopathies centronucléaires.
Dans cet article, les effets du tamoxiféne sont
comparés pour les différentes formes de ces
pathologies. <

Introduction

Les myopathies centronucléaires, dont fait partie la
myopathie myotubulaire, sont des maladies hérédi-
taires rares du muscle, qui se manifestent clinique-
ment par une faiblesse musculaire et une hypotonie.
La caractéristique histopathologique principale est
la mauvaise localisation des organites dans la fibre
musculaire telle qu'une internalisation des noyaux en
I’absence de régénérescence musculaire ou une agréga-
tion des mitochondries [1, 2]. Les différentes formes de
myopathies centronucléaires sont définies en fonction
du gene muté et de la sévérité de la maladie. La myo-
pathie myotubulaire est la forme liée au chromosome X.
Elle est causée par des mutations dans le gene MTMI
(codant la myotubularine 1) et elle est responsable de
la forme la plus sévére [3]. Les formes autosomiques
sont dues a des mutations dans six génes identifiés
a ce jour —DNM2 codant la dynamine 2, RYRI codant

Vignette : Marquage par immunofluorescence de la desmine (vert) sur une coupe
transversale de muscle strié squelettique (tibial antérieur) de souris malade
(MCN-BinI).
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le récepteur a la ryanodine 1, BINI codant le bridging integrator I,
TTN codant la titine, SPEG codant la striated muscle enriched pro-
tein kinase, ZAK codant la mitogen-activated protein kinase kinase
kinase 20 — DNM2, RYRI et BINI étant les plus fréquemment mutés [4].
La myopathie centronucléaire liée @ DNM2 est une forme dominante
a Iorigine d’un spectre de sévérité variable selon la mutation [5-7].
La forme liée a BINI est associée a des mutations dominantes ou
récessives, la forme récessive étant associée a un début précoce de la
maladie (& la naissance ou au cours de enfance), et la forme domi-
nante débutant plus tardivement (Gge adulte) [8, 9]. La forme liée &
RYRI est une forme récessive a I'origine d’une sévérité modérée de la
maladie [10, 11].

Aujourd’hui, aucune thérapie n'est approuvée pour ces maladies rares
du muscle, quelle qu’en soit la forme. Néanmoins, le tamoxifene, un
agent pharmacologique déja utilisé en clinique depuis de nombreuses
années, notamment dans le traitement du cancer du sein [12], a
montré des effets bénéfiques chez des modéles précliniques de myo-
pathies centronucléaires. Ces modéles murins reproduisent les défauts
retrouvés chez les patients atteints des formes MTM1, DNM2 et BINI.
Les souris déficientes pour Mtml démontrent une forme trés sévere de
la maladie et ont une durée de vie écourtée [13]. Celles dont le géne
Dnm2 porte la mutation S619L développent une forme sévere, mais
sans impact sur 'espérance de vie [14]. Les souris déficientes pour
Binl reproduisent une forme modérée de la maladie [15]. Ces trois
modeles murins présentent les mémes symptomes cliniques, cellulaires



et moléculaires que ceux retrouvés chez les patients, a savoir une fai-
blesse musculaire, une atrophie des fibres, une localisation anormale
des mitochondries et une augmentation du niveau de la dynamine 2.
Le tamoxiféne agit différemment sur chacun de ces paramétres selon
le modele murin.

Le tamoxiféne améliore la force musculaire dans différents
modéles murins de myopathies centronucléaires

Un suivi longitudinal des animaux malades, traités et non traités par
supplémentation en tamoxifene dans la nourriture, a permis d’évaluer
le phénotype in vivo des modéles animaux Mtml, Binl et Dnm2. Ce suivi
a mis en évidence des effets positifs du tamoxifene sur le phénotype
myopathique dés la premiére semaine de traitement. Ces effets du
tamoxiféene sont rapides et stables, comme I'atteste I"amélioration
des mesures de performances motrices des souris Mtml, Binl et Dnm2
traitées [16, 17].

A P’échelle du muscle de base, les trois modéles présentent une fai-
blesse musculaire (i.e. perte de force maximale). Le traitement au
tamoxiféne augmente la force maximale chez les modéles Binl et
Mtml [16, 17], mais pas chez le modéle Dnm2 [17]. Ueffet du tamoxi-
féne sur la faiblesse musculaire est donc indépendant de la sévérité
de la maladie et semble étre associé au gene muté. &n revanche, la
production de force a des contractions sous-maximales est fortement
augmentée chez tous les modeles en réponse a I"administration de
tamoxifene. Cet effet est similaire a celui rapporté chez un modele
murin de la myopathie de Duchenne [18]. Néanmoins, chez les trois
modeles de myopathies centronucléaires, I’atrophie musculaire per-
siste apres le traitement au tamoxiféne [16, 17]. Ainsi, ’augmentation
de la production de force serait associée a une meilleure capacité des
fibres musculaires a se contracter.

La cause majeure de la faiblesse musculaire dans les myopathies
centronucléaires est un défaut du couplage excitation-contraction,
caractérisé par une réduction de la libération de calcium au cours de
la contraction [15, 19]. Cette réduction ne serait pas causée par une
diminution des stocks de calcium dans le réticulum sarcoplasmique, et
pourrait s’expliquer par la diminution du niveau protéique du récepteur
a la ryanodine (RYR1) [17, 20]. La normalisation du niveau de RYRI en
réponse a I"administration de tamoxiféne, notamment chez le modele
Binl suggere que le tamoxiféne pourrait avoir un réle majeur sur la
régulation calcique impliquée dans I"amélioration de la contractilité
du muscle. Cette hypothese est étayée par I’augmentation du niveau
de calcium cytosolique rapportée chez les souris Mtml traitées au
tamoxifene [16].

La dynamine 2 : un pivot pathologique et thérapeutique

La quantité de DNM2 est largement augmentée dans les muscles
de patients MTML, ainsi que dans les muscles du modele murin
Mtml [21]. Elle est également anormalement élevée dans les
muscles des modeéles Binl et Dnm2 [17]. La diminution d’expression
de la protéine DNM2 chez ces différents modéles, via des modula-
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tions génétiques ou de I’ARN interférence, améliore
considérablement le phénotype musculaire, tant d’un
point de vue fonctionnel qu’histologique [14, 15, 21].
La quantité de DNM2 joue donc un réle majeur dans
le développement de la maladie. Cette hypothese
est confirmée par le phénotype myopathique induit
par la surexpression de Dnm2 chez des animaux
contrdles [22]. La quantité de DNM2 est diminuée chez
les modeles Mtml, Binl et Dnm2 suite a une adminis-
tration de tamoxiféne [16, 17]. Ainsi, ’amélioration du
phénotype contractile en réponse au tamoxiféne pour-
rait étre liée, au moins en partie, a la réduction du
niveau de la DNM2. Cette quantité protéique varie sans
qu’il n’y ait de modification au niveau de I’expression
du géne Dnm2, quelle que soit la condition [17, 23].
Ainsi, la modulation de la quantité de la DNM2 serait
principalement associée a des modifications de la
stabilité ou de la dégradation de la protéine. Les mar-
queurs des systemes protéolytiques sont augmentés
chez les modéles Binl et Dnm2 (i.e. p62 et LC3 pour
le systéme autophagique et culline 3 — CUL3 — pour
le systéme ubiquitine-protéasome) [15, 17]. Le pro-
téasome répond au tamoxiféne, comme démontré par
la normalisation du niveau de CUL3 chez les animaux
traités, contrairement a I'autophagie pour laquelle
les marqueurs restent anormalement élevés post-
traitement. La culline 3 est une ubiquitine ligase qui
joue un réle dans la dégradation des protéines dans le
muscle strié squelettique et qui est impliquée dans le
mécanisme physiopathologique a I’origine de diverses
formes de myopathie & némaline [24, 25]. U'évolution
en paralléle des quantités de CUL3 et de DNM2 dans le
muscle des modeles Binl et Dnm2 suggere que celle
de la CUL3 pourrait étre associée a celle de la DNM2.
Le tamoxiféne pourrait donc améliorer la dégradation
de la DNM2 par le protéasome en impliquant la CUL3.

Une amélioration du phénotype histologique
dépendante du géene muté

Le défaut histologique commun retrouvé dans le muscle
des souris Mtml, Binl et Dnm2 est un mauvais posi-
tionnement des mitochondries. Chez le modéle Mtml,
ces organites forment un cercle en périphérie des fibres
musculaires [16]. Chez les modéles Dnm2 et Binl,
les mitochondries s’accumulent au centre des myo-
fibres [17]. Ces anomalies sont totalement absentes
apres administration de tamoxiféne, mais uniquement
chez le modele Binl (Figure I). €n revanche, elles per-
sistent dans le muscle chez les modéles Mtml et Dnm2
traités, quelle que soit la dose de tamoxifene adminis-
trée [17].
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Figure 1. Le tamoxiféne prévient la mauvaise distribution des mitochondries au
sein des fibres musculaires uniquement pour la forme Binl. Images représen-
tatives de I'activité oxydative de la SDH (succinate déshydrogénase) sur des
coupes de muscle tibial antérieur de souris contrdles (WT) non-traitées et de
souris malades (Tg) non-traitées et traitées au tamoxiféne, pour les lignées
Mtml, Dnm2 et Binl.

La desmine joue un role dans le positionnement des noyaux et des
mitochondries [26, 27]. Chez les modéles murins de myopathies centro-
nucléaires, la desmine est anormalement positionnée dans la fibre mus-
culaire [17,28]. La localisation de la desmine est concordante avec celle
des mitochondries, au moins chez les souris DnmZ2 et Binl, avec et sans
tamoxifene [17]. Ceci indique que I'effet bénéfique du tamoxiféne sur le
phénotype histologique est vraisemblablement lié a une normalisation
de la distribution de la desmine dans la cellule musculaire. ensemble
de ces données atteste du rdle de la desmine dans le positionnement des
organites dans les myopathies centronucléaires.

Une internalisation des noyaux est aussi une caractéristique histopatho-
logique des myopathies centronucléaires. Le tamoxiféne montre un effet
bénéfique, bien que partiel, sur le nombre de fibres présentant des noyaux
anormalement localisés chez le modéle Mtml, alors qu’il ”'a aucun effet
sur ce phénotype chez les souris Dnm2. Ces résultats indiquent que I'effet
du tamoxiféne sur le phénotype histologique ne dépend pas de la sévérité
de la maladie, mais semble plut6t étre associé au géne muté.

Dans I’ensemble, aprés traitement au tamoxifene, la production de
force est améliorée chez les modeles Mtml et Dnm2, alors que la force
est normalisée chez le modéle Binl. Ces résultats suggérent que Iéli-
mination des défauts histologiques n’est pas indispensable a 'amé-
lioration de la contractilité du muscle. De maniére intéressante, le
nombre de fibres avec une accumulation anormale de SDH (succinate
déshydrogénase) est négativement corrélé a la force sous-maximale
chez le modéle Binl (Figure 2). Ainsi, ’amélioration des défauts histo-
logiques potentialise la normalisation de la fonction musculaire.
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Le tamoxiféne n’agit pas par la voie génomique

Le tamoxifene est un modulateur des récepteurs aux
estrogeénes, qui peut avoir des effets dits « géno-
miques » par modulation de la transcription, ou des
effets dits « non-génomiques » par activation de
cascades de signalisation indépendantes de la modu-
lation de la transcription [29]. Afin de déterminer si
le tamoxifene agit par modulation de la transcription,
le transcriptome de muscle entier de souris malades
traitées au tamoxiféne a été comparé a celui de souris
malades non-traitées, pour les modeles Dnm2 et Mtml.
Le transcriptome des différents modéles murins de myo-
pathies centronucléaires est trés largement altéré [30].
Chez le modele Dnm2, les genes dérégulés sont associés
a Pinflammation, a la contraction musculaire, au déve-
loppement du muscle et a I'organisation de la matrice
extracellulaire [17]. Seulement 10 % des génes associés
a la signature de la maladie sont au moins partiellement
compensés aprés traitement par le tamoxifene. Ces résul-
tats indiquent que le tamoxifene a un effet minime sur le
transcriptome (Figure 3). Cependant, les génes différen-
tiellement exprimés aprés administration de tamoxifene
ne sont pas majoritairement associés aux voies molécu-
laires altérées par la mutation. Chez le modele Mtml, les
genes les plus dérégulés sont associés a la contraction
musculaire et & I'inflammation [30]. Seulement sept
genes sont différentiellement exprimés aprés traitement
au tamoxiféne, dont uniquement trois sont associés a la
maladie [16]. Ainsi, 'amélioration du phénotype observée
chez les modeles murins de myopathies centronucléaires
aprés traitement par le tamoxifene ne semble pas liée a
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Figure 2. Relation linéaire entre le nombre de fibres présentant
une accumulation anormale de SDH et la production de force
sous-maximale chez les souris Binl traitées (O) et non-trai-
tées (®) par le tamoxiféne. Plus le nombre de fibres avec une
accumulation anormale de SDH est grand, plus la production
de force est faible. r? = 0,61 ; différence significative, P < 0,01.
SDH = succinate déshydrogénase.
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Figure 3. Le tamoxiféne n’a pas, ou peu, d’effet sur les génes dérégulés chez les souris modéles des formes Dnm2 et Mtml. Analyse de |’expression
différentielle des genes chez les souris Dnm2 (A-C) et Mtml (D-F). (A et D) Nombre de génes différentiellement exprimés (DEGs) chez les souris
malades traitées et non-traitées, controles (WT) traitées et non-traitées, malades traitées et controles non-traitées (DEGs associés a la mala-

die). (B et £) Diagramme de Venn des génes dérégulés. (C et F) Effet du tamoxifene sur les DEGs associés a la maladie et affectés par le tamoxi-

fene, spécifiquement chez les souris malades traitées.

des modifications transcriptionnelles. Ceci suggere que I'effet thérapeu-
tique du tamoxiféne passe par des effets non-génomiques.

Une alternative thérapeutique pour toutes les formes
de myopathie centronucléaire ?

Remarquablement, le tamoxiféne a prouvé étre bénéfique pour traiter
les formes MTM1, BINI et DNM2. Le géne MTMI code la myotubularine 1
qui est une phosphatase des phosphoinositides et qui joue un rdle dans
le trafic membranaire dans le muscle. Le géne DNM2 code la dyna-
mine 2 qui est impliquée dans la tubulation et la fission membranaire
dans le muscle. Le géne BINI code I"amphiphysine 2 dont le rdle est
associé a la courbure de la membrane et a la biogénese des tubules
transverses dans le muscle. Le géne RYRI code le canal calcique
RYR1 qui est localisé sur la membrane du réticulum sarcoplasmique
et permet la libération du calcium vers le cytosol et la contraction
musculaire.
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Les principaux génes mutés dans les myopathies centro-
nucléaires codent donc pour les protéines jouant un réle
structural ou fonctionnel, au niveau de la triade, pour le
couplage excitation-contraction. Ces données suggerent
un mécanisme physiopathologique commun a toutes ces
formes et donc la possibilité de guérir les différentes
formes de myopathies centronucléaires avec une approche
thérapeutique commune. Le tamoxiféne pourrait donc étre
bénéfique pour toutes les formes de myopathies centro-
nucléaires, quel que soit le géne muté, y compris la forme
RYRL, une des plus fréquentes de ces pathologies.

Conclusion
Le tamoxifene apporte des bénéfices fonctionnels

notables pour plusieurs formes de myopathies centro-
nucléaires, au moins partiellement par la diminution du
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niveau anormalement élevé de la DNM2 (Figure 4). Les effets positifs
rapportés chez les modeles précliniques montrant différentes sévérités
suggerent que le tamoxiféne pourrait étre efficace chez des patients
avec des formes adultes ou infantiles. Par ailleurs, méme si le méca-
nisme d’action du tamoxiféne dans le muscle n’est pas totalement
compris a ce jour, notre étude a permis d’éclaircir son action dans le
contexte des myopathies centronucléaires. De plus, I’effet principal du
tamoxifene ne serait pas génomique, ce qui ouvre de nouvelles pers-
pectives d’investigations quant aux voies moléculaires sous-jacentes
a "amélioration de la fonction musculaire. Enfin, le tamoxiféne
pourrait servir d’approche thérapeutique commune aux myopathies
centronucléaires, quel que soit le géne muté, afin de contrecarrer la
faiblesse musculaire. ¢

SUMMARY

Tamoxifen, a high-potential molecule to treat all centronuclear
myopathies

Centronuclear myopathies are rare congenital disorders characte-
rized by muscle weakness and mislocalization of organelles. The main
genes associated to these muscle diseases are MTM1, DNM2, BINI and
RYRI. To date, no therapy is available. Nevertheless, tamoxifen, a
pharmacological compound already used in clinics for breast can-
cer, showed beneficial effects on the muscle phenotypes in mouse
models for centronuclear myopathies. Here, the effects of tamoxifen
on muscle phenotypes will be compared in the various forms of this
muscle disease. ¢
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> La dystrophie myotonique de type | (DM1)
est une maladie génétique responsable d’une

altération multi-systémique de [I"épissage

alternatif. En conséquence, de nombreuses voies
de signalisation cellulaires sont dérégulées. Une
répression de ’AMPK (adenosine monophosphate
activated kinase), le principal régulateur du

métabolisme cellulaire, est notamment

observée. Restaurer la voie de signalisation
de ’AMPK pourrait permettre d’améliorer la
biogenése et la dynamique mitochondriales,
les processus mitophagiques et de régulation
du stress oxydatif mitochondrial, la production
énergétique et, in fine, ’homéostasie du tissu
musculaire strié squelettique dans la DMI. <

La dystrophie myotonique de type 1 (DM1) est la dys-
trophie musculaire la plus fréquente en population
adulte [1]. Il s’agit d’une maladie autosomique domi-
nante dont le spectre clinique est extrémement varié.
La forme débutant a I’dge adulte se présente classique-
ment par une myotonie et un déficit moteur des muscles
distaux, s’associant de maniére variable a des atteintes
respiratoires, cardiaques, endocriniennes, ophtalmolo-
giques et neurologiques centrales [2, 3]. Il n’existe pas
de traitement curatif.

La DMI est causée par une expansion de triplets CTG,
située dans la partie non codante 3’ du géne DMPK (dys-
trophia myotonica protein kinase). Les individus sains
possedent de 5 a 37 répétitions, lorsque les patients
atteints de DM1 en ont de 50 a plus de 3 000. Cette
expansion de CTG est instable sur le plan somatique
et sur le plan germinal. U'augmentation du nombre de
répétitions au cours de la gamétogeneése chez le parent
affecté est, dans une certaine mesure, corrélée avec
I’augmentation de la sévérité clinique et la précocité de
la maladie chez Ienfant atteint (phénomene d’antici-
pation) [3]. Les transcrits DMPK porteurs de I"expansion

Vignette : Le complexe AMPK, une cible thérapeutique dans la DM1. (Créée avec
BioRender.com)
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qui s’agregent en foci nucléaires. Ces foci altérent la localisation et la
fonction de plusieurs protéines de liaison a I’ARN, ce qui altére les méca-
nismes de I’épissage de centaines de transcrits [4]. De trés nombreuses
fonctions cellulaires et tissulaires sont perturbées par ces altérations
de I'épissage : des processus de régulation du cycle cellulaire et de la
sénescence, ainsi que des mécanismes autophagiques, apoptotiques,
inflammatoires, du systéme ubiquitine-protéasome, de I’équilibre
synthése/dégradation protéique, de régulation des micro-ARN, de sen-
sibilité a I'insuline, d’homéostasie calcique, etc. Plusieurs géenes dont
I’épissage est altéré peuvent étre reliés aux principales caractéristiques
phénotypiques de la DM1 : SCN54 (canal sodique Navl.5) et la cardiopa-
thie, INSR (récepteur a Pinsuline) et P'insulinorésistance/diabéte, SyNI
(synapsine 1, vésicules synaptiques) et GLTI (transporteur du glutamate)
et I'atteinte cognitive, CLCNI (canal chlore) et la myotonie. Enfin, sont
aussi impactés des genes clés de la structure et de la fonction du muscle
squelettique strié tels que DMD (dystrophine), BINI (bridging integrator
1), TNNT3 (troponine T3), TTN (titine), RYRI (récepteur & la ryanodine 1),
etc. [4]

Altérations métaboliques cliniques et leurs conséquences
sur le muscle strié squelettique

Parmi les nombreux organes et systemes affectés dans la DM1, I’altération
du métabolisme du glucose, qui peut se manifester par une intolérance au



glucose, voire un diabéte, représente une cause de morbidité non négli-
geable. Par ailleurs, d’autres dysfonctions endocriniennes peuvent étre
observées (fonctions thyroidienne et parathyroidienne, hypogonadisme
avec insuffisance androgénique et atteinte de I’axe corticotrope) [5] et
sont susceptibles d’affecter ’lhoméostasie du muscle strié squelettique.
Or, les dysfonctions endocriniennes et les altérations musculaires sont
interdépendantes. €n effet, si les signaux métaboliques systémiques
(hormones, facteurs de croissance, cytokines, etc.) représentent un
niveau de régulation important de I"homéostasie du muscle strié sque-
lettique, ce dernier possede également ses propres fonctions endocrines.
Chez un adulte sain, le tissu musculaire squelettique représente environ
45 % du poids du corps total, et c’est un déterminant majeur du méta-
bolisme corporel [6]. Autrement dit, les relations bidirectionnelles entre
le muscle strié squelettique et les différents organes impactent le méta-
bolisme a I’échelle du corps entier. Elles sont encore peu décrites dans le
contexte de la DM1, mais représentent donc un aspect important pour la
compréhension de ses mécanismes physiopathologiques.

A Péchelle cellulaire, le métabolisme est défini comme I’ensemble
des réactions biochimiques qui se déroulent dans la cellule pour en
assurer I’homéostasie. Cing grandes fonctions métaboliques sont
classiquement définies : la production d’énergie, la biosynthese de
macromolécules, I’élimination de ces macromolécules et d’organites,
la production et I’extraction de substrats, le renouvellement des com-
posés cellulaires. Dans la DM1, les altérations de Iépissage dérégulent
de nombreuses voies de signalisation impliquées dans le métabolisme
cellulaire : les voies de la « protein kinase C» (PKC), du « nuclear
factor-kappa B » (NF-kB), de la «glycogen synthase-kinase-33 »
(GSK3PB), du « calcineurin-nuclear factor of activated T-cells » (CnA-
NFAT), de la « mammalian target of rapamycin » (mTOR), et celle de
'« adenosine monophosphate activated kinase » (AMPK) [7]. Plus
précisément, la voie GSK3[ exerce des effets pléiotropiques tels que
le controle des mécanismes inflammatoires, oncogéniques, neuro-
géniques, myogéniques et métaboliques. Son hyperactivation dans
la DM1 participe notamment aux défauts myogéniques des cellules
souches musculaires (CSM) [8]. La voie CnA-NFAT est une voie clé de la
plasticité musculaire, régulée par le signal calcique. U’hyperactivation
de cette voie dans la DM1 se traduit par une transition vers une typolo-
gie plus oxydative du muscle. Ce changement de la typologie des fibres
musculaires pourrait refléter un mécanisme compensatoire. La voie
mTOR régule les niveaux d’anabolisme cellulaire, la synthése protéique
et les mécanismes autophagiques. Sa dérégulation favorise I’hyperac-
tivation autophagique délétére pour le muscle DML [9]. €nfin, la voie
de "AMPK, principal senseur et régulateur du métabolisme cellulaire,
est réprimée dans la DM1 [4, 9, 10]. Les conséquences potentielles de
cette répression de "AMPK sur le métabolisme cellulaire dans la DM1
sont discutées dans le paragraphe suivant.

Répression du régulateur du métabolisme cellulaire AMPK
dans la DM1

LAMPK est un senseur et un régulateur métaboliques, impliqué dans
de nombreuses fonctions cellulaires telles que le cycle cellulaire, le
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catabolisme protéique et I"autophagie, le métabolisme
du glucose, la biogénese mitochondriale, la mitophagie
et la dynamique mitochondriale. UAMPK est une sérine/
thréonine kinase composée d’une sous-unité cata-
lytique o et de deux sous-unités régulatrices 3 et vy,
possédant de 2 a 3 isoformes chacune.

U'activation de ’AMPK dépend des niveaux énergétiques
cellulaires, i.e. du ratio AMP/ATP, mais également de
la phosphorylation d’AMPKa. par la kinase LKBL (liver
kinase BI) ou par la kinase dépendante du calcium/
calmoduline kinase B (CaMKKf). Lors d’un stress méta-
bolique, la signalisation AMPK favorise les processus
cataboliques pour régénérer I’ATP et inhibe les processus
anaboliques consommateurs d’ATP [11]. Ainsi, ’AMPK fait
le lien entre les régulations métaboliques et la myoge-
nese, et joue donc un réle important dans la régénération
musculaire : ’AMPKal dans la régulation métabolique du
renouvellement des CSM [12] et PAMPKot2 dans la régu-
lation intrinséque de I’accrétion myonucléaire (fusion
myoblaste-fibre musculaire) [13].

Il s’avere que plusieurs études ont montré une répression
marquée de la signalisation AMPK dans le muscle strié
squelettique de souris DML, dans un modéle de fibro-
blastes humains convertis en myoblastes [10], ainsi que
dans des biopsies de muscle squelettique de patients [9].
Or, les mécanismes qui sous-tendent cette répression de
’AMPK dans la DM1 sont encore inconnus. Néanmoins, les
activateurs pharmacologiques de I’AMPK ainsi que I’exer-
cice physique ont induit un bénéfice non seulement sur
I’histologie du muscle strié squelettique, mais également
sur les anomalies d’épissage, dans plusieurs modeles
de DMI [4, 14]. La réactivation de la voie AMPK pour-
rait donc étre bénéfique via ses multiples actions sur le
métabolisme cellulaire et la production énergétique, par
une amélioration des capacités myogéniques des CSM et
donc de la régénération musculaire, mais aussi au travers
d’un effet direct de ’AMPK sur le métabolisme des ARN.
€n effet, ’AMPK peut interagir et phosphoryler une pro-
téine régulatrice de I’épissage alternatif, appelée ribo-
nucléoprotéine nucléaire hétérogene H (hnRNP H). Cette
protéine a la capacité de se lier aux CUG™® et participe
donc a leur rétention nucléaire toxique [4]. Uactivation
de ’AMPK pourrait donc diminuer les foyers de CUG®® et
moduler directement ce mécanisme physiopathologique
a I'origine de la DML.

Il reste encore de nombreuses zones d’ombre en ce qui
concerne les mécanismes physiopathologiques de la
DML. Les conséquences des altérations de I’épissage sur
le métabolisme cellulaire ne sont pas non plus carac-
térisées. Pourtant, plusieurs défauts métaboliques ont
récemment été caractérisés dans la DMI, et toutes ces
fonctions sont régulées par ’AMPK. Nous pouvons donc
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émettre I"hypothese que la répression de ’AMPK joue un role dans ces
dérégulations métaboliques et, plus encore, espérer une restauration
de ces fonctions par les activateurs de ’AMPK.

Dysfonctions mitochondriales dans la DM1

La présence de mitochondries élargies et structurellement anormales
avait déja été décrite historiquement en microscopie électronique sur
des biopsies musculaires de patients atteints de DM1, mais ces anoma-
lies structurales mitochondriales n’ont été explorées que récemment.
Parmi les centaines de transcrits anormalement épissés dans la DM,
une des signatures les plus altérées est celle du renouvellement et
de la dynamique mitochondriaux [15, 16]. Un défaut d’expression des
protéines mitochondriales ainsi qu’une altération de la balance fis-
sion/fusion ont également été décrits [16]. De plus, une diminution de
la production d’ATP et de la phosphorylation oxydative, sans modifi-
cation de la masse mitochondriale, a été décrite dans des fibroblastes
de patients [17]. €nfin, un défaut d’épissage de I’0PAl (optic atrophy
type 1) qui code une protéine de fusion mitochondriale a été rapporté
dans le muscle de souris DML, et pourrait expliquer en partie ces alté-
rations mitochondriales. UAMPK régulant de multiples fonctions mito-
chondriales, sa répression dans la DM1 représente donc un mécanisme
potentiel pouvant sous-tendre ces défauts métaboliques.

A titre d’exemple, la metformine, un activateur indirect de ’AMPK et
qui est un traitement approuvé du diabete de type Il, a permis 'amé-
lioration de la production d’ATP et de la respiration mitochondriale
dans les fibroblastes de patients DM1 [17]. Autre exemple, I’exercice
physique, qui est également un activateur de ’AMPK, a démontré un
effet bénéfique sur la biogenese, la dynamique et la respiration mito-
chondriales, dans des biopsies musculaires de patients [16]. Il existe
donc aujourd’hui un faisceau d’arguments suggérant des altérations
structurelles et fonctionnelles mitochondriales dans la DM1.

Un autre volet a explorer est I’entrée du calcium dans les mitochon-
dries, qui est un processus important pour ’homéostasie cellulaire
et pour la production mitochondriale d’ATP. Il est avéré que la signa-
lisation calcique cytoplasmique est altérée dans la DM1, mais la
signalisation calcique mitochondriale n'a jamais été étudiée. Pour-
tant, I"expression du canal calcique mitochondrial VDACL (voltage
dependent anion channel 1) est diminuée dans la DM1, et améliorée
par I’exercice [18], donc potentiellement via la réactivation de PAMPK.
L'entrée de calcium a la mitochondrie est non seulement régulée par
VDACL, mais également par son partenaire, le mitochondrial channel
uniporter (MCU), dont la fonction est régulée par I’épissage alternatif
et par PAMPK [19]. Laltération simultanée de RYR et de VDAC, voire
du MCU, dans la DMI1 pourrait donc expliquer le déficit énergétique
mitochondrial ; un déficit qui pourrait étre modulé par les activateurs
de "AMPK. €n outre, la signalisation calcique mitochondriale impacte
également les processus autophagiques et mitophagiques, la dyna-
mique mitochondriale ainsi que I'insulino-résistance. Il serait donc
intéressant d’étudier le rdle de ’AMPK sur cette signalisation calcique
mitochondriale et ses conséquences sur le métabolisme mitochondrial
en général dans la DML.
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Dysfonctions du métabolisme du glucose
dans la DM1

Ualtération du métabolisme du glucose dans la DM1
est multifactorielle. Il existe tout d’abord un défaut
d’absorption du glucose par la cellule musculaire
du fait de I’altération de I’épissage du récepteur a
Pinsuline et du défaut de translocation a la membrane
du transporteur du glucose GLUT4 [20]. Par ailleurs,
il existe des anomalies d’épissage de la pyruvate
kinase musculaire (PKM), une enzyme qui convertit
le produit final de la glycolyse en pyruvate et en ATP,
qui pourraient participer a I'altération du métabo-
lisme du glucose et de la production d’ATP dans la
DMI. Restaurer la voie AMPK dans la DM1 pourrait
donc impacter Iinsulino-résistance, I’absorption du
glucose, la production d’ATP directement obtenue par
la glycolyse, mais également la synthése des macro-
molécules nécessaires aux régulations épigénétiques
du métabolisme.

Altérations auto- et mitophagiques dans la DM1

Dans la DM], il existe également une forte activité
autophagique qui participe a 'atrophie musculaire
et aux défauts myogéniques [16]. Plusieurs acteurs
clés des mécanismes autophagiques sont en effet
dérégulés. La voie mTOR est anormalement acti-
vée. L'expression du gene FOXO-dépendant MYTHO
(macroautophagy and youth optimizer) et de la
sérine/thréonine kinase dépendante du calcium et
de la calmoduline DAPKI est diminuée. Enfin, cette
altération de I"autophagie pourrait également étre
favorisée par les dysrégulations des signaux calciques.
Or, I’exercice physique a permis de diminuer cette
hyperactivation des mécanismes autophagiques chez
des modéles murins. Cet effet bénéfique de I'exercice
sur "autophagie pourrait, une fois encore, étre médié
par la réactivation de "AMPK.

Les processus mitophagiques sont, quant a eux, encore
peu caractérisés dans la DM1. €n revanche, plusieurs
études ont montré une altération de la dynamique
mitochondriale en faveur d’une augmentation de la
fission [16]. Ualtération de I’épissage d’OPAL, une pro-
téine clé de la fusion mitochondriale, mais également
de MFF, le facteur de fission mitochondriale, cible de
’AMPK, pourrait étre impliquée dans I'altération du
métabolisme mitochondrial et avoir de nombreuses
conséquences sur la fonction musculaire et les capaci-
tés de régénération musculaire dans la DM1.

Une dérégulation de la mitophagie et de la dynamique
mitochondriale peut favoriser la synthése de niveaux
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tion de I’AMPK dans les cellules musculaires DM1 pourrait permettre d’améliorer @ la biogenése mitochondriale, @ la dynamique mitochondriale,

® les processus mitophagiques et de régulation du stress oxydatif mitochondrial, @ la signalisation calcique mitochondriale, ® la production

énergétique, ® la sensibilité a Pinsuline et le métabolisme du glucose.

toxiques d’espéces dérivées de I'oxygéne (ROS) & Iorigine du stress
oxydatif et, en conséquence, altérer de nombreuses voies de signa-
lisation. Un déséquilibre entre I’expression des génes responsables
d’un stress oxydatif et celle des genes antioxydants a par ailleurs été
mis en évidence a 'échelle transcriptomique dans la DMI. Restaurer
les flux mitophagiques en activant ’AMPK pourrait donc permettre de
lutter contre cet exces de stress oxydatif et prévenir ses mécanismes
cytotoxiques.

« Booster » le métabolisme cellulaire dans la DM1,
une approche innovante et prometteuse

Il est novateur de s’intéresser aux défauts métaboliques dans la
DMI. Cette approche permet non seulement la caractérisation de la
physiopathologie complexe de cette maladie, mais aussi I'identifi-
cation de nouvelles stratégies thérapeutiques applicables a un large
éventail de patients (Figure I). Un arsenal thérapeutique pour acti-
ver la voie AMPK (activité physique, activateurs pharmacologiques,
thérapies combinées) est déja disponible en pratique clinique et de
nouvelles molécules sont en cours de développement. Ces alterna-
tives offrent de nouveaux espoirs a court terme pour les patients,
avec des bénéfices attendus en termes d’épissage, de régénération
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musculaire, de production énergétique, et donc de
fonction et de plasticité musculaire. ¢

SUMMARY

Metabolic dysfunctions in type | myotonic dystrophy:
A potential therapeutic target

Myotonic dystrophy type | (DM1) is a genetic disease
characterized by a multisystemic RNA metabolism
dysregulation and splicing toxicity. Numerous signaling
pathways are deregulated, and especially AMPK, a key
sensor and regulator of cellular metabolism. To restore
AMPK signaling activity in DM1 muscle tissue and cells
could improve mitochondrial biogenesis and dynamics,
mitophagy and oxidative stress, energy production and,
in fine, skeletal muscle tissue homeostasis. ¢
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>La dystrophie musculaire de Duchenne
(DMD) est une maladie musculaire génétique
dégénérative sévere affectant principalement les
jeunes gargons, caractérisée par une altération
significative ou une absence d’expression de la
dystrophine. Des avancées significatives ont été
réalisées dans la compréhension et le traitement
de la DMD, notamment avec Iautorisation récente
de la premiére thérapie génique utilisant un
vecteur adéno-associé recombinant (AAVr) pour
délivrer une forme raccourcie de la dystrophine
(microdystrophine). Malgré ces progrés, des défis
majeurs persistent pour améliorer les résultats
thérapeutiques. L'utilisation des vecteurs AAVr est
entravée par des limitations majeures, notamment
les risques d’immunotoxicité et d’hépatotoxicité
associés aux hautes doses injectées. De plus,
la microdystrophine présente des limites
fonctionnelles intrinséques ainsi que des risques
immunologiques. Cet article examine ces défis
et explore les perspectives d’amélioration de la

thérapie génique pour la DMD. <

Introduction

La dystrophie musculaire de Duchenne (DMD) est une
maladie musculaire liée au chromosome X et due a
I’absence ou au dysfonctionnement de la dystrophine,
une protéine encodée par le gene DMD. Elle affecte
environ 1/5000 garcons [1] et elle est considérée
comme la dystrophie musculaire la plus fréquente
chez I’enfant. La perte de la dystrophine dans le
muscle entraine une déstabilisation du complexe gly-
coprotéique associé a la dystrophine (DAGC pour Dys-
trophin-associated glycoprotein complex), qui relie
le cytosquelette a la matrice extracellulaire. Cette

Vignette : Images 3D reconstruites de myofibres isolées provenant de muscles de
souris de type sauvage (Wild-Type) et de souris dystrophiques (Dmdmdx). La cou-
leur rouge indique I'immunomarquage de la dystrophine chez la souris sauvage ou
de la microdystrophine chez la souris traitée avec la thérapie génique.
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perturbation déclenche une série de mécanismes pathologiques,
notamment une perte de ’homéostasie calcique, un stress oxydatif,
un dysfonctionnement mitochondrial, une inflammation chronique,
une transformation fibro-adipocytaire et, enfin, une perte de la
fonction mécanique musculaire [2].

Traitements de la DMD, ou est-on ?

La prise en charge de la DMD nécessite une approche multidisciplinaire
précoce, prenant en compte les manifestations musculaires (muscles
squelettique et cardiaque) ainsi que les aspects extra-musculaires
de la maladie, dans le but de ralentir sa progression et d’améliorer
la qualité de vie des patients. Actuellement, le traitement par gluco-
corticoides (deflazacort, prednisone et vamorolone) est recommandé
précocément [3], ayant montré une amélioration significative de
la fonction motrice et un retard de la perte de ’ambulation [4]. €n
parallele, différentes stratégies thérapeutiques sont explorées pour
restaurer une forme fonctionnelle de la dystrophine. Bien que des oli-
gonucléotides antisens qui permettent de restaurer le cadre de lecture
des transcrits de la dystrophine [5] aient été approuvés pour certaines
mutations, leur efficacité reste limitée avec un taux de restauration



de la dystrophine relativement bas (~ 1,74 % pour le casimersen par
exemple) et des améliorations fonctionnelles modestes [6].
L'approche la plus prometteuse a ce jour, visant théoriquement tous
les patients atteints de DMD, consiste a apporter une version raccour-
cie de la dystrophine — aussi appelée microdystrophine — a I’aide d’un
vecteur adéno-associé recombinant (AAVr pour adeno-associated
virus recombinant). €n effet, le cadre de lecture ouvert de I’ARNm
du gene DMD est long d’environ 11,5 kb, ce qui dépasse largement la
capacité d’encapsidation des AAVr. Pour contourner cette limitation,
différentes microdystrophines ont été congues en conservant des
domaines essentiels de la dystrophine [7,8]. Cette stratégie s’appuie
notamment sur des observations faites chez des patients atteints de la
dystrophie musculaire de Becker (BMD), une forme allélique de la DMD,
chez lesquels I’expression de formes courtes de dystrophine semble
atténuer la sévérité du phénotype [9].

Plusieurs essais cliniques sont en cours, sponsorisés par différentes
entreprises pharmaceutiques, notamment Sarepta Therapeutics, Pfi-
zer, Solid Biosciences et Regenxbio aux Etats-Unis, ainsi que Généthon
en Europe. Chaque essai utilise une construction de microdystrophine
légérement différente (Figure 1C). Bien que le médicament développé
par Sarepta Therapeutics (Elevidys) ait obtenu une autorisation accé-
lérée de commercialisation de la FDA (Food and drug administration)
en juin 2023, pour les patients Ggés de 4 a 5 ans, des débats persistent
quant a son efficacité, notamment concernant les améliorations fonc-
tionnelles chez les patients pour lesquels les objectifs fixés n’ont pas
été atteints [10, 11].

Ci-apres, nous explorons les défis majeurs de la thérapie génique
par transfert de la microdystrophine, ainsi que les voies potentielles
d’amélioration.

Obstacles et défis pour une thérapie réussie

Le traitement des maladies musculaires par thérapie génique utilisant
des vecteurs AAVr se fait principalement par voie systémique, avec pour
objectif de cibler le muscle squelettique qui représente environ 40 %
de la masse corporelle. Cependant, cette approche requiert I'adminis-
tration de doses trés élevées de vecteurs (souvent > 1614 vg/kg pour la
DMD), afin d’atteindre une efficacité thérapeutique significative [12].
Elle souleve plusieurs problémes, celui du risque potentiel d’hépato-
toxicité di au tropisme naturel des AAVr pour le foie, mais également
le défi industriel du colt et de la production a grande échelle de ces
vecteurs. Par ailleurs, I'efficacité de la microsdytrophine est limitée,
car il lui manque certains domaines fonctionnels de la dystrophine.
Enfin, des réponses immunitaires dirigées contre les vecteurs AAVr ainsi
que contre certains épitopes de la microdystrophine représentent un
obstacle supplémentaire a surmonter.

Dystrophine versus microdystrophine

Lisoforme musculaire de la dystrophine (Dp427m) se compose de
multiples domaines de liaison qui lui conferent la capacité d’établir
une connexion mécanique cruciale entre la matrice extracellulaire
et le cytosquelette, ainsi que des interactions avec les protéines du
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DAGC (Figure 1A-B). Cette fonction est essentielle pour
protéger le muscle contre le stress mécanique lors de la
contraction.

Outre son role mécanique, la dystrophine interagit
avec diverses protéines impliquées dans des voies de
signalisation critiques. Par exemple, les spectrines
R16 et R17 contiennent le site de liaison a nNOS
(pour neuronal Nitric oxide synthase), nécessaire a
la localisation précise de nNOS au niveau du sarco-
lemme [13]. Une localisation correcte permet a nNOS
d’exercer une fonction de signalisation paracrine en
diffusant 'oxyde nitrique vers les vaisseaux sanguins,
favorisant ainsi la vasodilatation dans les muscles
contractiles.

Le domaine riche en cystéine (CR pour Cysteine-rich)
interagit avec la calmoduline, jouant un réle crucial
dans les voies de signalisation du calcium. Le domaine
C-terminal (CT) posséde un site de liaison direct au
sarcolemme et interagit avec la dystrobrevine et la
syntrophine. L'0l-syntrophine, en particulier, joue un
role majeur dans la signalisation, en se liant a plusieurs
canaux ioniques (tels que les canaux de sodium Nal.4
et Nal., de potassium Kiv2, Kiv4.1 et de calcium trans-
cient receptor potential Cl et (4), et sert également
d’ancrage pour la nNOS en association avec la dystro-
phine [14].

Depuis la génération des premiéres constructions
réduites de dystrophine en 1995 [15,16], plus de
30 configurations de microdystrophines ont été
publiées. Plusieurs optimisations ont été faites au
fur et @ mesure de la caractérisation des domaines
de liaisons de la dystrophine et des fonctions assu-
rées par chaque domaine. Cependant, la capacité
d’encapsidation limitée des vecteurs AAVr oblige a
ne conserver que les parties les plus essentielles de
la dystrophine. La plupart des conceptions de micro-
dystrophines incluent le domaine de liaison a I'actine,
responsable de I'ancrage au cytosquelette, ainsi que
le domaine riche en cystéine, essentiel pour I’interac-
tion avec la B-dystroglycane et, par conséquent, le
DAGC (Figure 1C-D).

Cependant, les résultats prometteurs observés dans les
études précliniques avec les microdystrophines n’ont
pas été reproduits dans les essais cliniques. Une telle
disparité souléve des interrogations sur I'importance
des domaines absents dans les microdystrophines. €n
effet, ces constructions peuvent manquer de domaines
d’interaction cruciaux, tels que le domaine central rod
et le domaine C-terminal. Cela suggere que I’expression
d’une dystrophine de taille plus importante pourrait
étre nécessaire pour obtenir une correction plus com-
plete du phénotype.
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Figure 1. La dystrophine et les constructions de microdystrophine en expérimentation clinique. A. Séquence protéique compléte de la dystrophine.
Elle peut étre divisée en 4 domaines principaux : le domaine en N-terminal qui se lie aux filaments d’actine (ABD pour Actin-binding domain),
encodé par les exons 1 a 8 ; le domaine rod (R) encodé par les exons 8 a 64, ce domaine est lui-méme divisé en 24 répétitions de type spectrine
et 4 charnieres (hinge) entrecoupées ; le domaine riche en cystéine (CR) encodé par les exons 64 a 70 ; le domaine C-terminal encodé par les
exons 71 a79. B. Localisation de la dystrophine et de ses domaines de liaison. €. Produits de thérapie génique par transfert de microdystrophine.
Cinq produits avec des constructions différentes sont actuellement en essais cliniques. Les promoteurs utilisés dans ces constructions (en
vert) sont spécifiques du muscle et du cceur. Le choix du sérotype d’AAV repose également sur le tropisme tissulaire, les sérotypes sélectionnés
ciblant particulierement le muscle et le cceur. Le transgene de toute construction contient les séquences codantes pour les domaines considé-
rés biologiquement pertinents et fonctionnels. La microdystrophine de Regenxbio inclut en plus les éléments fonctionnels du domaine C-termi-
nal (CT). D. Localisation de la microdystrophine MD1 et ses domaines de liaison. La microdystrophine MD1, utilisée par Sarepta et Généthon, lie
les filaments d’actine au complexe glycoprotéique associé a la dystrophine. Plusieurs domaines de liaison au sarcolemme et aux microtubules
manquent, ainsi que le domaine de liaison & la neuronal nitric oxide synthase (nNOS), & la syntrophine et & la dystrobrevine. (Figures créées

avec Biorender.com.)
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AAVr et réponse immunitaire contre la capside

Lune des limites majeures a la thérapie génique utilisant des vec-
teurs AAVr réside dans la réponse immunitaire dirigée contre la cap-
side virale. €n effet, 'immunogénicité des AAVr pourrait venir d’une
réponse immunitaire préexistante contre la capside. Il est estimé que
prés de 80 % de la population humaine est séropositive aux AAV [17].
Une réponse humorale médiée par des anticorps anti-capsides peut
donc survenir chez les patients, tout comme une réponse cytotoxique
médiée par les lymphocytes T CD8+. Généralement, tous les patients
participant aux essais cliniques sont soumis a un examen préalable
pour détecter une éventuelle réponse humorale et sont traités par de
fortes doses de glucocorticoides afin de contrer la réaction immuni-
taire contre les capsides virales. Les patients présentant des anticorps
neutralisants dirigés contre les AAVr sont exclus de ces études, ce qui
restreint le nombre de patients éligibles aux traitements.

De plus, des réponses immunitaires peuvent également survenir aprés
injection, avec notamment des réactions séveres se manifestant par
une microangiopathie thrombotique ou une insuffisance rénale aigué
liées a I'activation de la voie du complément. Une réaction immuni-
taire innée peut s’installer directement aprés 'injection, par recon-
naissance de motifs moléculaires associés aux agents pathogénes (qui
peuvent étre des composants protéiques de la capside, du contenu en
ADN des rAAV ou encore des contaminants de protéines ou d’ADN dans
le lot d’AAVr). Une réponse immunitaire adaptative peut également se
mettre en place, avec une activation des lymphocytes B et T, limitant
I’efficacité de la transduction. La génération de lymphocytes B et T
mémoires empéchera en outre la possibilité de réinjection dans le futur
avec le méme vecteur.

Transgenes et immunogénicité

€n plus de la réponse immunitaire dirigée contre les capsides des AAVr,
il est désormais reconnu que des réactions immunitaires peuvent éga-
lement se produire contre le transgene chez certains patients. Récem-
ment, une collaboration entre les quatre entreprises menant les essais
cliniques a permis de mieux comprendre les effets graves observés chez
certains malades traités avec une microdystrophine.

€n effet, il a été constaté que certains épitopes présents dans les
constructions de la microdystrophine (notamment ceux encodés par
les exons 8 & 11) pourraient déclencher une réponse immunitaire cyto-
toxique dirigée contre le non-soi, chez les patients présentant des
délétions dans les exons codant pour ces épitopes (les effets graves
sont observés chez les patients ayant des délétions de I’exon 8 &
I’exon 21) [18].

Cette meilleure compréhension de la réponse immunitaire contre le
transgene ouvre la voie a des mesures plus ciblées pour éviter les effets
indésirables et a Iexclusion de patients présentant des mutations
spécifiques. A titre d’exemple, dans le cas de I'autorisation délivrée
par la FDA a Sarepta Therapeutics, les malades ayant des délétions des
exons 8 et/ou 9 ont été exclus. Cependant, il reste nécessaire de mener
des études immunologiques plus approfondies sur les épitopes des
microdystrophines et de mieux prédire le risque immunologique chez
les patients présentant des délétions génomiques dans ces régions.
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Perspectives d’amélioration

De nombreux efforts ont été récemment consacrés pour
optimiser les vecteurs AAVr pour la thérapie génique
dans le muscle. Dans le but de mieux cibler les muscles
et d’éviter le transfert vers d’autres tissus tels que le
foie, notre laboratoire et d’autres équipes ont développé
plusieurs capsides hybrides myotropiques [19,20]. Ces
capsides hybrides sont congues pour réduire la quantité
de vecteurs nécessaire pour une transduction musculaire
efficace, minimisant ainsi les risques d’immunotoxicité
et d’hépatotoxicité. Bien que ces nouveaux vecteurs
soient encore en phase de développement et d’études
précliniques, leur progression vers les essais cliniques
offrira "opportunité non seulement d’améliorer I’effi-
cacité de la thérapie génique pour les maladies muscu-
laires, mais également d’en renforcer la sécurité.
Actuellement, le traitement par microdystrophine inter-
vient a un stade ol la dystrophie est déja installée, avec
une fibrose musculaire significative. Cette approche est
confrontée a la complexité d’inverser tous les mécanismes
pathologiques, d’autant plus que la microdystrophine ne
pourra pas remplacer entierement la fonction de la dys-
trophine et ne sera pas exprimée dans toutes les fibres
musculaires, comme I’ont démontré les résultats cliniques
a ce jour. €n outre, de récentes recherches menées dans
notre laboratoire ont révélé que méme en parvenant a
exprimer la microdystrophine dans prés de 100 % des fibres
musculaires chez des souris dystrophiques, le profil trans-
criptomique n’est pas complétement restauré [20], suggé-
rant que la microdystrophine en elle-méme ne serait pas
suffisante pour rétablir tous les mécanismes moléculaires
perturbés dans le muscle dystrophique.

Amélioration des constructions de microdystrophine/
dystrophine

La thérapie génique utilisant la microdystrophine ne
peut qu’atténuer la maladie qui évoluera théorique-
ment vers une dystrophie musculaire de Becker, de
forme moins sévére, mais toujours invalidante. Un des
défis majeurs est donc de pouvoir délivrer une ver-
sion plus longue que la microdystrophine. Pour cela,
une approche avec plusieurs vecteurs AAVr contenant
chacun un fragment du gene DMD peut étre utilisée.
Une reconstitution du géne thérapeutique complet est
possible lorsque les vecteurs infectent simultanément
la méme myofibre (Figure 24). Différents mécanismes
de reconstitution peuvent étre utilisés en fonction de
la séquence du gene, notamment le trans-épissage de
I’ADN, la recombinaison homologue (RH) et le trans-
épissage des protéines. Des études ont établi la preuve
du principe du transfert de formes plus longues de

49



50

Traitement des mécanismes

pathologiques pertinents

gostasieJ

Perte
calcique

de ’hom

)

Stress
oxydant

(

P—
sl 2
=llsg
=l EE
slle&

.2
2 |les
| EE
8| €5
2115

‘G E ||

2

o/

@

)

8o
el|S8

ES ||[E&

23 (|52

S 3 || 83
3 ||\

=E||\e=

Q%

" Autres mécanismes
a identifier

\d

tion musculaire

D

égénéra

Ré

)

Infiltration
fibro-adipeuse

Cycles de régénération/

ponse
mmatoire

infla

[

)

Correction des troubles

génération - épuisement

du pool des cellules souches

dé

(

Constructions allongées
de la dystrophine

secondaires

= S w
= gt
c =
g 2
3 e 3
\
Em
o 3
c c E
= L w
a - o
e O =
- w 0
ES =&
3 3w
[ S O
g 5>
e S S i
()
& 2 : g o
o o .S 1 = g
S S 33 Q S o3
229 9% £ - T g
55 208 g o S o S g o
S0 &= E sSg| yggo
S 5 = SE E£83
S =
o 285 ofe ' £8 =&
[ X7 S S | ' g5 9549
g o =g . S ® » oY
ac ' ! oSS [ EsB
.23 ; 3! 2T 88!
Q- . CE €8] €95
Y O v H 3 o3
1 = —f 1 19 S9l5 3 s3al
w . H ‘U‘u|3q-om
2 fol c o 2 9SO
] Sy S ovS o
Sg g 2 W EPYT
— ig! S SEuw
& 85 £3888
T =S aa
| o R
Sooxg
1 aounuv
'
'

~ Recombinaison
homologue

Recombinaison
Homologue

Séquence codante compléte

oo |
i .
ol
III_U

Tran

i

" Concatamérisation

Séquence codante compléte

Reconstruction de la séquence codante

Vecteurs AAVr

Co-infection

m/s hors série n° 1, vol. 40, novembre 2024

Figure 2. Perspectives d’amélioration de la thérapie génique pour la DMD. A. Stratégies d’expression de constructions plus longues que la microdystrophine, utilisant plusieurs vecteurs AAVr. B. Principe
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dystrophine par trans-épissage de I’ADN [21] et
par RH [22] chez des souris modéles de la DMD.
Cependant, ces approches ont montré une effi-
cacité limitée de reconstitution du transgeéne et
nécessitent donc des doses plus élevées d’AAVr.
Uapproche par trans-épissage de protéines
en utilisant le systéme des intéines scindées
(split-inteins) représente une piste intéres-
sante pour la DMD : ce sont deux polypeptides
dont le processus post-traductionnel permet de
fusionner deux protéines en une seule protéine
fonctionnelle. Cette approche fait I'objet de
premiers travaux [23] montrant une efficacité
chez des souris modeles de DMD jeunes et dgées.
Le principal facteur limitant de ces approches
est la nécessité de doses encore plus élevées
pour obtenir une efficacité thérapeutique. C'est
pourquoi il est essentiel d’atteindre la plus
grande efficacité de reconstitution possible et
de tester ces approches avec des vecteurs myo-
tropiques plus efficaces.

Vers des thérapies combinées

La DMD est une maladie complexe, caractérisée
non seulement par une déstabilisation méca-
nique des fibres musculaires, mais aussi par une
dérégulation de plusieurs voies physiologiques
et métaboliques du muscle. Beaucoup d’efforts
ont été consacrés, ces 25 derniéres années, au
développement d’une thérapie génique pour la
DMD, et un moindre intérét a été donné a I’étude
des mécanismes pathologiques secondaires de
la maladie. Or, certains d’entre eux ne seront pas
corrigés par le transfert de la microdystrophine,
il est donc intéressant de les étudier plus profon-
dément et de les cibler dans le cadre de thérapies
combinées (Figure 2B). Cela permettra de réduire
les doses nécessaires en AAVr pour obtenir un effet
thérapeutique significatif, tout en améliorant la
correction moléculaire de la dystrophie. Certaines
approches thérapeutiques ont déja été envisagées,
notamment celles visant & réduire la dégénéres-
cence musculaire et a stimuler la régénération
(par activation du facteur Insuline-like growth
factor 1 — IGF-1 par exemple) [24], ou encore &
atténuer la fibrose [25]. Toutefois, il faut encore
approfondir notre compréhension des mécanismes
pathologiques secondaires de la DMD, déterminer
quel mécanisme présente le plus d’intérét a cibler
dans le contexte de la DMD, et évaluer a quel point
un tel traitement complémentaire pourrait agir de
maniere synergique avec la microdystrophine.



Conclusion

Malgré les progres significatifs réalisés dans le traitement de la DMD
depuis I'identification du géne en cause jusqu’a I'autorisation de la pre-
miere thérapie génique basée sur le transfert de la microdystrophine, un
vaste champ d’améliorations reste a explorer. Les premiéres évaluations
issues des essais cliniques soulignent le besoin de résultats thérapeu-
tiques plus efficaces pour les patients. Bien que la théorie prédominante
mettant en avant le rGle central de la déstabilisation mécanique des
myofibres squelettiques dans la pathologie de la DMD soit convaincante,
une exploration plus approfondie d’autres mécanismes physiopatholo-
giques au sein du muscle est justifiée. Une meilleure compréhension de
la cascade pathologique entre la déstabilisation du DAGC et la dégéné-
rescence musculaire pourrait ouvrir la voie au développement de nou-
velles stratégies thérapeutiques, venant en complément des approches
de thérapie génique existantes. Des efforts substantiels sont actuelle-
ment déployés pour relever les défis technologiques et immunologiques
associés aux thérapies géniques utilisant des vecteurs AAVr. Parallele-
ment, les progres réalisés dans le développement de la microdystrophine
et des constructions allongées de la dystrophine incomplete offrent des
perspectives prometteuses pour améliorer les résultats thérapeutiques
chez les patients atteints de DMD. ¢

SUMMARY

Advances and Challenges in Microdystrophin gene therapy for
Duchenne Muscular Dystrophy: progress and future directions
Duchenne muscular dystrophy (DMD) is a severe degenerative genetic
muscle disease affecting mainly young boys, characterized by a significant
alteration or absence of dystrophin expression. Significant strides have
been made in comprehending and treating DMD, particularly with the recent
approval of the first gene therapy using a recombinant adeno-associated
vector (rAAV) to deliver a shortened form of dystrophin (microdystrophin).
Nevertheless, major challenges remain in improving therapeutic outcomes.
The use of rAAV vectors is hindered by major limitations, notably the risks
of immunotoxicity and hepatotoxicity, linked to high-dose administration.
Additionally, microdystrophin exhibits inherent functional limitations and
immunological risks. This article examines these challenges and explores
the avenues for enhancing gene therapy for DMD. ¢
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> La maladie de Farber et I’'amyotrophie spinale
avec épilepsie myoclonique progressive sont deux
maladies de surcharge lysosomale ultra-rares,
lices a des mutations du gene ASAHI codant la
céramidase acide (ACDase). Le déficit en ACDase
conduit a une accumulation intracellulaire de
céramides associée a une réponse inflammatoire
tissulaire. Ces deux maladies se manifestent
de maniere différente, mais font partie d’un
continuum clinique de sévérité variable touchant
le systeme nerveux et/ou les tissus périphériques,
y compris le systeme neuromusculaire. A ce jour,
il "’y a pas de traitement spécifique ou curatif
disponible pour les patients atteints du déficit en
ACDase. Ici, nous résumons les caractéristiques
cliniques, la fonction de I’enzyme, les modeles
murins et les perspectives thérapeutiques pour
ces maladies. <

Introduction

La maladie de Farber (FD pour Farber disease), appelée
aussi lipogranulomatose de Farber [1], et 'amyotro-
phie spinale avec épilepsie myoclonique progressive
(SMA-PME pour Spinal muscular atrophy with progres-
sive myoclonic epilepsy) [2, 3] sont des maladies géné-
tiques de transmission autosomique récessive, liées a
des mutations dans le géne ASAHI localisé sur le chro-
mosome 8 (8p21.3-22), avec une prévalence de moins
de 171000000 d’individus [4]. Plus de 70 variations
pathogénes ont été identifiées a ce jour dans le gene
ASAHI codant pour une enzyme lysosomale, la N-acyls-
phingosine amidohydrolase 1 ou céramidase acide
(ACDase) [5]. Cette enzyme clive les céramides, des
lipides bioactifs de la famille des sphingolipides, libé-
rant une sphingosine et un acide gras par molécule. La
protéine est un hétérodimere de 53 kDa avec une sous-
unité o (13 kDa) et une sous-unité 3 (40 kDa). La sous-
unité [3 présente six sites de glycosylation tandis que la
sous-unité oL n’en posséde aucun. U'enzyme est active
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sous forme d’un hétérodimere [6, 7].
Chez les patients, les mutations sont
bi-alléliques et peuvent étre locali-
sées dans la région du géne codant
pour les sous-unités o et/ou 3, sans
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qu’il y ait une corrélation génotype-
phénotype, méme si une légere ten-
dance a I'association de variants de la sous-unité 0t-SMA-PME et de
variants B-FD ait été décrite [4]. Les variations sont généralement
des faux-sens et entrainent une forte diminution ou une perte de la
fonction enzymatique, conduisant a une accumulation de céramides
dans les lysosomes. augmentation des taux de céramides s’accom-
pagne d’une inflammation tissulaire.

Un large spectre de manifestations cliniques liées
a des mutations dans un seul géne

Ces 70 derniéres années, un peu plus de 200 patients ont été décrits
comme étant atteints d’un déficit en ACDase, la majorité d’entre eux
présentant le phénotype « classique » de la maladie de Farber [4].
Les trois signes pathognomoniques de cette derniére sont la présence
de nodules sous-cutanés, d’une arthrite (articulation douloureuse) et
d’une voix rauque (nodules sur le larynx), trés inflammatoires du fait
de Paccumulation des céramides. Cing types ou formes cliniques de



FD liés a un déficit en ACDase ont été décrits avec des manifestations
et pronostiques variables selon I'atteinte des tissus. Le type 1 est la
forme classique et la plus fréquente de la maladie. Outre la triade
citée précédemment, I'existence d’une surcharge multiviscérale avec
atteintes pulmonaire et neurologique inflammatoires en fait toute la
gravité conduisant au déces des patients vers I’dge de 2-3 ans. Les
patients atteints des types 2 et 3 ont une atteinte neurologique plus
légeére, avec une survie jusqu’a I'adolescence [8]. Le type 4 est une
forme néonatale sévere de la maladie. Ces patients présentent une
hépatosplénomégalie entrainant le déces dans les premiers mois de
vie. Le type 5 se traduit par un déclin neurologique progressif avec un
déficit intellectuel, une perte du langage et des crises convulsives.
'amyotrophie spinale avec épilepsie progressive (SMA-PME), décrite
pour la premiére fois en 1979 [2], n’a été associée au gene ASAHI que
30 ans plus tard [3] du fait de I’absence de la triade caractéristique
de la FD et des signes de surcharge viscérale [4]. La maladie peut se
manifester entre 3 et 5 ans par des difficultés a monter des escaliers
et une marche avec des chutes, associées a une faiblesse musculaire et
parfois a des fasciculations musculaires. L'électromyogramme montrant
une dénervation évoque une atteinte du motoneurone périphérique avec
au premier plan une amyotrophie spinale proximale (SMA) de type 3
liée a des mutations du géne SMNI. Une surdité, un tremblement et
des difficultés d’apprentissage qui y sont souvent associés permettent
d’évoquer le diagnostic de SMA non lié a SMNI. Uépilepsie apparait a un
dge moyen de 9-10 ans, mais avec une grande variabilité entre individus
(3-15 ans). Elle peut étre inaugurale de la maladie du fait du caractere
parfois modéré des troubles de la marche et de "apprentissage. Dans
la grande majorité des cas, les premiéres crises sont myocloniques,
parfois atoniques, ou sous forme d’absences. Au cours de I’évolution de
la maladie, les crises deviennent plus polymorphes et résistantes aux
antiépileptiques. L'aggravation des myoclonies corticales et sous-cor-
ticales en termes de fréquence et d’intensité, souvent déclenchées par
I’émotion et la fatigue, contribue a la perte de la marche vers 13 ans.
La répétition d’états de mal myoclonique ou tonico-clonique autour de
15 ans entraine un état grabataire avec des troubles respiratoires et de
déglutition. Le décés survient en moyenne vers 17 ans (15-26 ans).

Un spectre ou continuum clinique existe entre la SMA-PME et la FD
avec des formes SMA qui vont évoluer vers des FD tardives, ou inver-
sement, des formes tardives de FD qui peuvent développer un tableau
de pseudo-sclérose latérale amyotrophique (SLA) ou SMA [9, 10]. Une
variabilité dans I’age de début et la sévérité peut exister entre les
patients porteurs d’'un méme variant [4], voire au sein d’une méme
fratrie [11]. Il nexiste donc pas de corrélation génotype-phénotype.

Modéles murins : outils pour la compréhension de la maladie
et le développement thérapeutique

Afin de mieux comprendre la physiopathologie du déficit en ACDase,
des modéles animaux de la maladie ont été développés. Parmi eux, trois
modeéles murins se distinguent. Généré en 2013, le AsahIP¢!R/P61R (P341R-
Farber) est le premier modéle murin viable du déficit en ACDase. Basé sur
une mutation identifiée chez un patient atteint de FD, ce modéle a été
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obtenu en introduisant un variant faux-sens (c.1082C>G)
dans Pexon 13 du géne Asahl, conduisant au rempla-
cement d’un résidu proline par une arginine en position
361 [12]. Comme pour les formes sévéres de la maladie
humaine, les souris mutantes présentent une hépatos-
plénomégalie, une hématopoiése altérée, une détresse
respiratoire, des troubles neurologiques dus a une neu-
roinflammation, y compris une atteinte au niveau de la
rétine et du nerf optique [4, 12-14]. Le phénotype des
souris P361R-Farber est progressif et conduit a leur déces
a un dge moyen de 70 jours. Des analyses biochimiques
chez ces animaux ont montré une activité ACDase réduite
et une accumulation de céramides dans divers organes et
tissus, y compris le systéme nerveux central (SNC).

Un autre modele murin de la maladie de Farber, la lignée
AsahI'™1 q été généré en 2018 par délétion de I’exon 1
du gene Asahl codant le signal peptidique de la cérami-
dase acide [15]. Cette mutation empéche I'adressage
de I’ACDase au lysosome, réduit son activité enzyma-
tique et entraine une accumulation de céramides dans
le cerveau et les organes périphériques comme le foie,
la rate, les poumons et les reins. Les souris mutantes
présentent un profil sérique de cytokines inflamma-
toires similaire a celui des patients atteints de la FD
ainsi que des signes sévéres de la pathologie avec une
médiane de survie des animaux autour de 50 jours.

Plus récemment, en 2023, un modele murin nommé
P361R-SMA a été obtenu a partir de la lignée P361R-
Farber par délétion d’une cassette de résistance a la
néomycine localisée dans I'intron 12 du géne et qui
interférait avec son expression. Ces souris mutantes
développent un phénotype moins sévere, plus proche
de celui des patients atteints de la SMA-PME, avec une
médiane de survie des animaux de 145 jours [16]. Ces
souris P361R-SMA présentent des signes neurologiques
progressifs avec faiblesse musculaire et diminution de
la sensibilité, mais pas d’épilepsie myoclonique spon-
tanée. Les analyses histopathologiques ont montré la
présence d’infiltrats inflammatoires dans plusieurs
organes périphériques comme la rate, le foie et la ves-
sie, mais surtout au niveau de la moelle épiniere avec
une démyélinisation et une dégénérescence axonale
dans la substance blanche. Les niveaux de céramides
sont élevés dans le SNC, de maniére plus importante
dans la moelle épiniére que dans le cerveau.

Perspectives thérapeutiques pour le traitement
du déficit en céramidase acide

Plusieurs stratégies thérapeutiques sont a I’étude pour
le déficit en ACDase lié a des mutations du gene ASAHI
(Figure 1). Une premiére approche a été testée chez des
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patients atteints de la FD. €lle a consisté a effectuer une transplanta-
tion allogénique de cellules souches hématopoiétiques. Les résultats
ont montré que ce traitement conduit a une correction compléte et
persistante des signes inflammatoires dans les tissus périphériques,
mais n'empéche pas la progression de la maladie neurologique [17],
comme cela a été observé dans d’autres maladies lysosomales affec-
tant le SNC et traitées a un stade symptomatique, comme la muco-
polysaccharidose de type Il [18]. Afin d’améliorer 'efficacité de ce
type de traitement, notamment au niveau du SNC, une transplantation
autologue de cellules souches hématopoiétiques transduites par un
vecteur lentiviral ex vivo porteur de la séquence codante d’ASAHI a
été envisagée et testée chez des primates non humains sains avec des
résultats prometteurs [19]. Une augmentation de I'activité spécifique
de ’ACDase a des niveaux supra-physiologiques dans les cellules san-
guines périphériques et la moelle osseuse a été détectée chez les ani-
maux traités. Cette augmentation s’est accompagnée d’une réduction
des taux de céramides dans certains tissus, sans conduire a des effets
secondaires sur une durée d’au moins un an. Ces résultats pourraient
donc ouvrir des perspectives de développement clinique, comme pour
la leucodystrophie métachromatique [20].

Une autre approche, la thérapie enzymatique substitutive (TES), a
été utilisée dans plusieurs maladies de surcharge lysosomale comme
les maladies de Fabry, de Gaucher de type 1 ou de Pompe [21]. Elle
consiste a administrer régulierement une enzyme recombinante fonc-
tionnelle par voie intraveineuse. Cette stratégie thérapeutique a été
testée chez le modele murin P361R-Farber. 'administration d’ACDase
se traduit par un allongement d’une dizaine de jours de la survie des
souris et une réduction de I'accumulation des céramides dans les tis-
sus périphériques, mais pas dans le cerveau [22]. Ainsi, la TES pourrait
€tre utile chez certains patients, méme s’il existe des limites et si son
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efficacité pourrait varier en fonction de la sévérité des
manifestations cliniques [23].

Une approche alternative de thérapie génique consiste
a utiliser des vecteurs dérivés de virus adéno-associés
(AAV) pour transférer un transgéne ASAHI dans les
cellules. Les vecteurs AAV recombinants présentent
I’avantage de transduire de nombreux types cellulaires
suite a une administration intraveineuse ou locale. De
plus, ils restent sous forme épisomale dans les noyaux,
ne s’intégrant pas ou trés peu dans le génome, et per-
mettent une expression du transgene thérapeutique
a long terme. Ce type de thérapie a été testé chez les
souris P361R-Farber par administration intravitréenne
d’un vecteur AAV porteur du transgene humain ASAHI
et a conduit a I’amélioration des signes de la maladie
dans la rétine [24]. Une étude par injection intravei-
neuse d’un vecteur AAV codant pour ASAHI a aussi
été réalisée dans notre laboratoire avec des résultats
encourageants chez les souris mutantes P361R-Farber
(manuscrit en cours de rédaction). Une approche de
thérapie génique in vivo par administration de vecteurs
AAV pourrait donc permettre de traiter les manifesta-
tions cliniques chez les patients atteints de la SMA-PME
et de la FD.

Comme pour d’autres pathologies a surcharge lysoso-
male [21], la FD et la SMA-PME pourraient bénéficier
du phénomene de correction croisée par la thérapie
génique. Selon ce mécanisme, les cellules transduites
par le vecteur viral secréteraient I"enzyme fonction-
nelle, laquelle serait par la suite recaptée par les



cellules voisines via les récepteurs au mannose-6-phosphate situés a
la membrane plasmique, corrigeant ainsi ces cellules non-transduites
par le vecteur. En effet, une étude a montré que I’ACDase recombinante
peut étre sécrétée, puis recaptée par des fibroblastes de patients
atteints de la FD, conduisant a une réduction significative des taux
de céramides [22]. Ce processus pourrait donc permettre d’étendre
les effets bénéfiques de la thérapie au-dela des cellules directement
traitées, amplifiant son impact thérapeutique.

Conclusion

Une meilleure compréhension des mécanismes physiopathologiques
de la maladie de Farber et de I’amyotrophie spinale avec épilepsie
myoclonique progressive reste nécessaire, y compris dans le systéme
neuromusculaire, afin d’adapter au mieux les différentes thérapies
expérimentales en cours de développement ou d’en trouver d’autres,
y compris pharmacologiques. Enfin, compte-tenu de I’atteinte du
systéme nerveux chez de nombreux patients, les approches thérapeu-
tiques visant a améliorer les manifestations cliniques périphériques et
neurologiques sont indispensables afin d’améliorer la qualité de vie
des patients ainsi que leur pronostic vital. ¢

SUMMARY

Therapeutic perspectives for lysosomal storage disorders caused by
acid ceramidase deficiency

Farber disease and spinal muscular atrophy with progressive myoclonic
epilepsy are two ultra-rare lysosomal storage disorders resulting from
loss-of-function mutations in the ASAHI gene encoding for acid cera-
midase (ACDase). ACDase deficiency leads to the intracellular accumu-
lation of ceramides with an inflammatory response in tissues. These two
diseases manifest differently but are part of a clinical continuum with
variable severity affecting the nervous system and/or peripheral tis-
sues, including the neuromuscular system. To date, no specific or cura-
tive treatments are available for patients affected by acid ceramidase
deficiency. Here, we summarize the clinical features, enzyme function,
mouse models and therapeutic perspectives for these allelic diseases. ¢
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> Le facteur de transcription PAX3 est un acteur
clé de la myogenese embryonnaire, contrdlant
la spécification, la migration, la prolifération
et la différenciation des cellules musculaires
pour assurer le développement des muscles
striés squelettiques chez ’embryon. Les cellules
souches du muscle adulte, nommées cellules
satellites (CS), présentent une hétérogénéité
en termes d’expression du gene Pax3 entre
les différents muscles, et affichent une
réponse bimodale a I’exposition au stress
environnemental. Cependant, son role potentiel
dans un contexte de régénération musculaire
reste peu étudié. Pour explorer le rdle de
PAX3 dans

régénération musculaire, nous avons réalisé

les cellules satellites lors de la
des études de régénération, révélant ainsi une
hétérogénéité fonctionnelle de ces cellules en
fonction de I’expression de Pax3. Ensuite, pour
identifier les réseaux régulateurs géniques en
aval de PAX3, I’étude cherche a comprendre les
mécanismes moléculaires responsables de cette
hétérogénéité et a identifier les genes cibles
de PAX3 et leur role dans le développement
musculaire et la régénération, afin de les utiliser
comme nouvelles cibles pour de futures thérapies
préventives. <

PAX3, un régulateur génétique clé
de la myogenése embryonnaire

La formation du muscle squelettique est contrdlée
par des réseaux de régulation génétique complexes.
Le facteur de transcription PAX3 est caractérisé par

Vignette : Cellules exprimant un gene rapporteur Pax3 (bleu), observées par
immunomarquage avec X-Gal, dans une coupe longitudinale d’un muscle biceps
brachial murin.
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des domaines de liaison @ I’ADN — le domaine paired (PD) et I’ho-
méodomaine (HD) — & son extrémité N-terminale, et un domaine
de transactivation a son extrémité C-terminale. C’est un régulateur
majeur de la myogenése embryonnaire [1]. Uexpression de Pax3 est
observée au jour embryonnaire 8,5 dans le mésoderme pré-somi-
tique [2] (Figure 1A). Lorsque les somites se forment, PAX3 est ini-
tialement exprimé dans I’ensemble des somites, puis il est confiné
dans la portion épithéliale dorsale, le dermomyotome. L'expres-
sion de Pax3 se concentre ensuite dans les régions épaxiales et
hypaxiales du dermomyotome [1, 3]. Lorsque les cellules progéni-
trices musculaires se détachent du dermomyotome pour former le
muscle différencié sous-jacent du myotome, I’expression de Pax3
est réprimée et des facteurs de transcription myogéniques sont
activés (MYF5, MRF4 pour myogenic factor 5 et 4, et MyOD1 pour
myogenic differentiation I) [3]. Du c6té hypaxial, une sous-popu-
lation de cellules exprimant Pax3 se détache également du der-
momyotome et migre vers des sites myogéniques éloignés tels que
les membres, la langue et le diaphragme [2-7] (Figure 14). Au fur
et a mesure que le développement progresse, le domaine central
du dermomyotome ou Pax7, le paralogue de Pax3, est induit, perd
sa structure épithéliale, et les cellules exprimant a la fois PAX3 et
PAX7 pénetrent dans le myotome sous-jacent ou elles constituent
la population de cellules progénitrices pour la croissance muscu-
laire ultérieure (Figure 14). Ces cellules contribuent & la croissance
musculaire pendant la période postnatale et a la régénération
musculaire par la suite [8].
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Figure 1. Développement du dermomoyotome et détermination du muscle squelettique. A. Schéma représentant les différents degrés de maturation des

somites, avec les domaines dermomyotomaux en évidence. B. Cascades de signalisation opérant au niveau des domaines dermomyotomaux épaxiaux et

hypaxiaux, qui activent I’expression des facteurs de régulation myogénique (MRF). (Adapté de Esteves de Lima et Relaix, Cell Regen 2021).

Voies de signalisation en aval de PAX3

PAX3 orchestre de nombreuses voies de signalisation impliquées dans
I’activation de la myogenése, en régulant les genes effecteurs de ces
voies. Afin de comprendre la fonction de PAX3 chez les cellules progé-
nitrices myogéniques, il est essentiel d’identifier et de caractériser ses
cibles. Notamment, le géne c-Met (mesenchymal epithelial transition)
a été identifié comme une cible directe de PAX3 [9]. Ce géne code pour
un récepteur a activité tyrosine kinase, qui interagit avec son ligand,
I’hepatocyte growth factor/scatter factor (HGF/SF), une signalisation
nécessaire a la délamination, ainsi qu’a la migration et a la proli-
fération des progéniteurs myogéniques (Figure 1A). Dans la voie de
signalisation FGF (fibroblast growth factor) associée a la prolifération
cellulaire, Sproutyl et Fgfr4 (fibroblast growth factor receptor 4) ont
été montrés comme étant des cibles directes de PAX3, ce qui démontre
que "auto-renouvellement des progéniteurs myogéniques est en par-
tie orchestré par la modulation de la signalisation FGF par PAX3 [10].
Dmrt2 (doublesex and mab-3 related transcription factor 2) a égale-
ment été identifié comme une cible directe de PAX3. Ce géne code pour
un facteur de transcription qui est présent dans les cellules exprimant
Pax3 au niveau épaxial du dermomyotome, et qui régule un élément
activateur épaxial précoce du gene Myf5, nécessaire au début de la
myogenése dans le somite [11, 12]. PAX3 régule le destin cellulaire
en contrdlant négativement FoxC2 (forkhead box C2) dans le somite
épithélial, puis dans le dermomyotome ou ces genes sont coexprimés.
La modulation de cette répression réciproque aboutit a des cellules
progénitrices myogéniques positives pour PAX3 ou a des cellules pro-
génitrices vasculaires positives pour FOXC2 [13]. Uentrée des cellules
progénitrices dans le programme myogénique dépend des facteurs de
détermination myogénique MYF5 et MYOD. Un réle crucial dans la voie
génétique Pax3/MyoD qui régule le début de la myogenése est assuré
par les protéines SIX1/4. Il a été montré que les régions régulatrices
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de MYOD1 sont directement contrélées par les protéines
SIX, et qu’en I'absence de SIX1 et SIX4, SIX2 peut par-
tiellement compenser leur activité [14, 15] (Figure 1B).

Adaptations physiologiques au stress
environnemental

Le muscle squelettique posséde de grandes capacités
régénératrices, ce qui en fait un organe trés plastique.
A Porigine de cette plasticité musculaire se trouve un
réservoir de cellules souches, les cellules satellites
(CS), qui se localisent en périphérie des fibres mus-
culaires [16] et dérivent des cellules progénitrices
Pax3/Pax7 du dermomyotome. A la suite d’un stimulus
tel qu'une blessure musculaire, les cellules satellites
s’activent et s’engagent dans le programme de diffé-
rentiation myogénique pour assurer la régénération du
tissu [17, 18]. Bien que toutes les cellules satellites
expriment le facteur de transcription PAX7, notre labora-
toire a montré que seulement une minorité coexpriment
PAX3 [19]. La proportion de cellules satellites expri-
mant PAX3 varie selon les différents muscles, repré-
sentant par exemple la moitié des cellules des muscles
du tronc, des membres antérieurs et du diaphragme,
et seulement dix pour cent des cellules des muscles
des membres postérieurs [19]. Il a été démontré que le
renouvellement homéostatique des cellules satellites
dans un état quiescent est contrdlé par PAX3 [20], dont
I’expression détermine I’activation des cellules satel-
lites dans les muscles au repos. Un autre réle particulier
est joué par Pax3 dans le contexte du stress environne-
mental ainsi que de P’irradiation [21, 22]. Des études de
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notre équipe de recherche ont montré qu’il existe une hétérogénéité
des cellules souches musculaires en réponse a la pollution, et que
cela dépend de I'expression de Pax3. €n particulier, il a été démontré
que tandis que les cellules souches musculaires n’exprimant pas PAX3
présentent une survie altérée, une activation aberrante et une fusion
sporadique avec les myofibres lors de I’exposition aux polluants, les
cellules souches musculaires qui "expriment en sont protégées grdce
a une réponse G(alert) dépendante de mTORC1 (mechanistic target of
rapamycin complex 1) [21] (Figure 2A). Toujours dans le contexte du
stress, il a été montré que les cellules satellites exprimant PAX3 pré-
sentent un comportement radio-tolérant en réponse a I’irradiation et
constituent une population de réserve de cellules souches musculaires
capables d’expansion clonale, contribuant ainsi a la réparation mus-
culaire et au maintien des cellules souches [22].

Un nouveau réle de PAX3 lors de la régénération musculaire

€n tenant compte des études précédentes mettant en évidence le role
protecteur exercé par PAX3 dans un contexte de stress environnemen-
tal, notre travail actuel se concentre sur les mécanismes moléculaires
régissant le comportement des cellules satellites (CS) et la réparation
tissulaire dans le contexte d’un stress environnemental (Figure 2A-B).
Pour explorer le role de PAX3 dans le contexte de la régénération et
de la pollution, nous avons réalisé des études de régénération et des
analyses in vivo sur des cellules satellites (CS), en administrant de la
dioxine aux animaux pendant un mois, puis en provoquant une blessure
musculaire.

Tout d’abord, nous avons démontré que la dioxine affecte la régénéra-
tion musculaire en favorisant la formation de nouvelles fibres de taille
réduite, observées a 7 et 28 jours aprés la blessure. Bien que ce résul-
tat puisse suggérer que la régénération est altérée et que le muscle
développe un phénotype atrophique aprés I’exposition a la dioxine,
aucun changement significatif n’est observé dans le réservoir de cel-
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lules satellites PAX7+ entre les échantillons traités a la
dioxine et les témoins. Les résultats obtenus ont révélé
que la dioxine n’a pas d’impact sur le comportement des
cellules satellites 7 jours apreés la blessure. De maniére
frappante, la proportion de la population positive pour
PAX3 est modifiée lors de la blessure dans les muscles
analysés, indépendamment de la dioxine, révélant une
hétérogénéité fonctionnelle des cellules satellites en
fonction de I'expression de PAX3. Par conséquent, nous
avons observé que pendant la régénération muscu-
laire, la présence de PAX3 dans les cellules souches est
associée a une prolifération et une différenciation plus
importantes. Ces découvertes suggérent un plus grand
engagement envers la lignée myogénique, ce qui pour-
rait indiquer qu’elles peuvent fournir une réponse plus
efficace a la blessure.

Actuellement, notre équipe s’attache a décrypter les
différences transcriptionnelles au niveau de I’ARN et du
séquencage de cellules uniques, pour étudier les méca-
nismes cellulaires qui peuvent expliquer cette disparité
entre les cellules satellites. Cela souléve désormais des
questions sur le role respectif de ces deux sous-popula-
tions dans la réparation du muscle squelettique.

Enfin, nous avons développé un modele murin condi-
tionnel permettant d’invalider spécifiquement "expres-
sion du gene Pax3 au sein des cellules souches mus-
culaires. Grdce a cet outil, nous pouvons caractériser
in vivo les conséquences de la perte de PAX3 dans les
cellules souches musculaires au cours de la myogenése
régénérative, sur les plans histologique et moléculaire.
Dans P’ensemble, ces résultats mettent en lumiére,
pour la premiere fois, un processus d’hétérogénéité
fonctionnelle finement contrdlé et régulé par PAX3 dans
les cellules souches, et contribuent @ une meilleure
compréhension des mécanismes moléculaires associés
a la régénération des muscles squelettiques, dans des
conditions normales et pathologiques. ¢

SUMMARY

Role of the transcription factor PAX3 during
myogenesis: from the embryo to the adult stage

PAX3 plays a crucial role in embryonic myogenesis,
controlling the specification, migration, proliferation,
and differentiation of muscle progenitor cells to ensure
normal skeletal muscle development in the embryo.
However, PAX3 potential role in a context of muscle
homeostasis and regeneration remains poorly investiga-
ted. The adult muscle stem cells, known as satellite cells
(SCs) exhibit heterogeneity in Pax3 expression in various
muscles throughout the body and display a bimodal
response to environmental stress exposure. To explore
the role of PAX3 in the context of tissue damage, we



performed regeneration studies, which unveiled a functional heteroge-
neity of the SCs populations depending on Pax3 expression. Together,
this project aims to decipher cell-type specific dysregulations linked to
tissue damage and identify PAX3 downstream gene regulatory networks
that can lead to specific SC behavior, thus potentially providing novel
strategies for muscle disease preventive therapies. ¢
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> Parleuractivitémyogénique, lescellulessouches
musculaires (CSM) adultes sont cruciales pour la
régénération du muscle strié squelettique. Apres
activation, elles proliferent, se différencient puis
fusionnent pour réparer ou former de nouvelles
myofibres. Leur progression au cours de la
myogenése nécessite une régulation complexe
faisant intervenir plusieurs acteurs tels que le
métabolisme, notamment via la kinase AMPK.
Cette protéine régule I’auto-renouvellement
et "accrétion myonucléaire des CSM aprés une
[ésion aigué du muscle strié squelettique ou en
réponse a la contraction musculaire. Cependant,
dans un contexte de dystrophie telle que la
myopathie de Duchenne (DMD), la capacité de
régénération des CSM est réduite, probablement
a cause d’une prolifération accrue au détriment
de leur différenciation. Nous nous intéressons
ici au potentiel du métabolisme a réguler
I"activité myogénique des CSM dans la DMD, par
Iintermédiaire de la kinase AMPK. <

Représentant 40 % de la masse corporelle, le muscle
strié squelettique permet nos mouvements et maintient
notre posture grdce a I’activité contractile de ses fibres
musculaires (myofibres) [1]. Ces longues cellules sont
composées d’une multitude de noyaux post-mitotiques.
Leur « maintenance » requiert I'activité de cellules
souches musculaires (CSM), en conditions d’homéos-
tasie, de croissance, aprés un exercice ou une |ésion
musculaire [1]. Localisées entre le sarcolemme des
myofibres et la lame basale, les CSM sont générale-
ment quiescentes. |l s’agit d’un état d’arrét prolifératif
transitoire dont elles peuvent sortir rapidement apres
détection de changements au sein de leur microenvi-
ronnement (ou niche), déclenchés par des stimuli tels
que la croissance ou un dommage musculaire. Au cours

Vignette : Myofibre isolée avec deux cellules souches musculaires en division : cel-
lules Pax7+ (vert) et €dU+ (blanc).
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de la myogenese, les CSM s’activent, proliferent et se différencient en
précurseurs musculaires (myocytes), fusionnant soit entre eux pour
former une nouvelle fibre musculaire, soit avec une myofibre préexis-
tante, un processus appelé accrétion myonucléaire [2]. €n paralléle,
une petite portion de CSM activées s’auto-renouvelle, retourne en
quiescence pour reconstituer la réserve de CSM [2]. La myogenése est
essentielle a la régénération ainsi qu’a ’homéostasie du muscle strié
squelettique.

Ce processus est complexe et dynamique, finement régulé par de mul-
tiples facteurs intrinséques et/ou extrinseques aux CSM, dont le méta-
bolisme. Effectivement, les CSM sont dotées d’une plasticité métabo-
lique leur permettant d’assurer leurs différents besoins énergétiques
au cours de la myogenese. Les CSM quiescentes utilisent principale-
ment la 3-oxydation des acides gras comme source d’énergie, tandis
que leur activation requiert une rapide production d’ATP, assurée par
la glycolyse. Une reprogrammation métabolique s’effectue lors de leur
différenciation, avec un métabolisme plus oxydatif accompagné d’un
remodelage du réseau mitochondrial cellulaire [3]. Cette plasticité
métabolique est contrdlée par une balance coordonnant les voies
cataboliques et anaboliques [4] qui implique le senseur énergétique
AMPK (5°-AMP-activated protein kinase), une sérine/thréonine kinase
hétérotrimére composée de deux sous-unités régulatrices, [ et 7, et
d’une sous-unité catalytique a existant sous la forme de deux iso-
formes [5]. Ce régulateur métabolique s’active en détectant une aug-
mentation des ratios AMP/ATP et ADP/ATP cellulaires, signalant une



diminution des niveaux d’énergie. UAMPK phosphoryle alors ses cibles
(protéines et/ou facteurs de transcription) pour réguler plusieurs
processus tels que I’absorption du glucose, I'oxydation des acides
gras, le métabolisme du glycogéne, la synthése protéique ou encore
la biogenése mitochondriale, pour induire une réponse catabolique et
restaurer ainsi les niveaux d’énergie au sein de la cellule [5].

Une étude au sein de notre laboratoire a révélé que les CSM déficientes
pour ’AMPKal ont un métabolisme principalement glycolytique,
augmentant leur taux d’auto-renouvellement et perturbant la régé-
nération musculaire. Uaugmentation de la glycolyse est notamment
médiée par I’enzyme lactate déshydrogénase (LDH) dont I'activité est
accrue en absence de "AMPKoul [6]. De plus, nous avons récemment
montré que I'isoforme AMPKOL2 est essentielle a I"accrétion myonu-
cléaire. Par des approches in vitro et in vivo de tragage cellulaire du
devenir des CSM déficientes pour ’AMPKOL2, nous avons observé une
altération de I’accrétion myonucléaire en réponse a la contraction
musculaire, soulignant le role de cette isoforme au sein des CSM dans
la régulation de ce processus. Dans ce contexte, "AMPKOL2 phosphoryle
la protéine BAIAP2 (BAR/IMD domain containing adaptor protein 2),
inhibant son rdle négatif dans le remodelage de I'actine, une étape
nécessaire pour la fusion entre deux cellules [7].

Ces études ont montré I'importance de PAMPK dans la régulation
des CSM, lorsque leur progression a travers les différentes étapes de
la myogeneése est globalement synchrone, aprés une Iésion aigué du
muscle strié squelettique. Cependant, dans le cas de myopathies telles
que la dystrophie musculaire de Duchenne (DMD), la régénération
musculaire est asynchrone [8], impactant I’activité des CSM.

La dystrophie musculaire de Duchenne (DMD) est une maladie muscu-
laire héréditaire affectant approximativement un gargon sur 3500 par
an. Elle induit une faiblesse musculaire progressive entrainant la perte
de la marche, puis 'arrét respiratoire et/ou cardiaque des patients
vers I’dge de 30 ans [9]. Cette pathologie est causée par des muta-
tions au sein du géne DMD, situé sur le chromosome X et codant la dys-
trophine. Dans le muscle strié squelettique, cette protéine participe a
la liaison entre le cytosquelette d’actine et la matrice extracellulaire,
permettant la transduction de signaux et la mécanoprotection du
sarcolemme. €n son absence, ce dernier devient susceptible aux dom-
mages causés par la contraction musculaire. Cela entraine des cycles
asynchrones de dégénérescence/régénération musculaires, engendrant
une inflammation chronique [8, 9]. Le muscle dystrophique requiert
I’activité des CSM en continu, qui se trouvent alors a coexister a diffé-
rents stades de la myogenése, pour tenter de répondre aux différents
besoins causés par I’hétérogénéité spatiotemporelle de dégénéres-
cence et de régénération musculaires [8]. Cependant, la régénération
musculaire échoue avec le temps. €n effet, "activité myogénique des
CSM est perturbée et le tissu musculaire devient graduellement rem-
placé par de la fibrose et du tissu adipeux [8, 9]. Plusieurs hypothéses
pour expliquer cet échec progressif de régénération musculaire chez
les patients DMD [8, 9] ont été émises : 1) « "épuisement » de la
réserve des CSM induit par la régénération constante ; 2) la persistance
d’un environnement inflammatoire chronique perturbant la niche
des CSM; 3) des défauts intrinseques aux CSM liés & la déficience en
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dystrophine ; 4) les signaux contradictoires provenant
de microenvironnements de régénération asynchrones.
Cette revue fait le point sur les différentes études réa-
lisées pour mieux comprendre I’état des régulations des
CSM dans la DMD, avec un focus sur le réle du métabo-
lisme des CSM dans cette pathologie.

La régulation du devenir des cellules souches
musculaires dans la DMD

Il a longtemps été suggéré que le défaut de régénéra-
tion était dii a I’épuisement du potentiel de régéné-
ration des CSM a cause de leur activation répétée et
continue dans la DMD [9]. Plusieurs études in vivo ont
cependant démontré que le réservoir de CSM était pré-
servé, méme a des stades avancés de la pathologie. Que
ce soit dans des biopsies de patients DMD ou dans des
sections musculaires du modele murin mdx de la DMD
(dont le phénotype est plus léger), le nombre de CSM
(exprimant le facteur de transcription PAX7) est simi-
laire, voire plus élevé que dans des muscles sains [10,
11]. Ces études montrent méme une activation accrue
des CSM, a I'aide de différents marqueurs de prolifé-
ration (KI67) et d’activation (MYF5 pour myogenic fac-
tor 5). La réserve de CSM persiste donc au fil du temps
pour assurer la maintenance du muscle dystrophique.

Cependant, ce taux élevé d’activation et de proliféra-
tion est suivi d’'un défaut de différenciation, avec une
réduction du nombre de cellules exprimant le facteur de
transcription myogénine dans les muscles de patients
DMD [11]. La régénération est donc faible, ”empéchant
pas la dégénération et la perte musculaire [11]. Cette
capacité de différenciation altérée chez les CSM dystro-
phiques ne résulterait-elle pas de leur suractivation ?
Activées de fagon disproportionnée, les CSM pourraient se
retrouver bloquées a ce stade, incapables de poursuivre
leur progression. Cependant, une étude a montré que
I’activation accrue des CSM était une réponse physiolo-
gique aux signaux des myofibres. €n effet, Anderson et
al. montrent que la fragilité sarcolemmale des myofibres
chez la souris mdx impacte la signalisation de I’oxyde
nitrique connue pour réguler I'activation des CSM [12].
De plus, il semblerait que le défaut de différenciation
soit intrinseque a la cellule, directement causé par la
déficience en dystrophine dans les CSM [13]. Dumont et
al. ont montré que la dystrophine est exprimée transitoi-
rement au sein des CSM activées et joue un rdle crucial
dans la polarité cellulaire, régulant la division asymé-
trique de ces cellules. €n effet, les CSM sont capables
de se diviser asymétriquement, pour donner une cellule
fille continuant la progression myogénique et une autre
cellule fille qui retournera a I’état de quiescence. Lors
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Figure 1. Progression altérée
des CSM dans la myogenese
dans la DMD. Les lésions
musculaires et asynchrones
suractivent les CSM, entrai-
nant une accumulation
de cellules prolifératives,
notamment par I’altération
de la signalisation de "oxyde
nitrique et par la présence
persistante de macrophages
pro-inflammatoires. La
déficience en dystrophine
impacte la division asymé-
trique des CSM, réduisant
le nombre de progéniteurs
myogéniques. La fusion et
la maturation des nouvelles
fibres formées se retrouvent
alors perturbées, résultant en

une myogeneése insuffisante.

de cette division, la dystrophine est polarisée avec la protéine MARK2
(microtubule affinity regulating kinase 2) & un pdle de la cellule qui
donnera naissance a la cellule fille s’auto-renouvelant. La protéine
PARD3 (par-3 family cell polarity regulator) est localisée a I'autre pdle
de la cellule qui donnera naissance a la cellule fille progénitrice. Mais
en absence de dystrophine, I’alignement apico-basal de I’axe mitotique
est altéré. La cellule devient alors incapable de se diviser et entrera en
sénescence, réduisant ainsi le nombre de progéniteurs myogéniques par-
ticipant & la régénération musculaire [13]. €tant donné que les études
observent toujours la présence de progéniteurs exprimant la myogénine
lors de la progression de la pathologie, bien que réduite selon certaines
études [11], d’autres mécanismes semblent donc étre impliqués dans la
régulation de la différenciation des CSM dans la DMD.

€n outre, d’autres études démontrent une différenciation accrue et
accélérée des CSM dystrophiques [10, 14]. €n effet, deux marqueurs
de différenciation (la myogénine et MEF2A pour myocyte enhancer
factor 2A) sont exprimés plus rapidement et de facon plus importante
chez des CSM mdx in vivo, in vitro et ex vivo, soulignant le caractere
autonome a la cellule de cette altération [10, 14]. De plus, un nombre
important de myofibres expriment la chaine lourde de myosine embryon-
naire, signe d’une différenciation incompléte dans le muscle dystro-
phique. Cette expression s’accompagne d’une petite taille des myo-
fibres [10]. La présence de longues chaines de noyaux centraux marque
également I'immaturité persistante de ces cellules [14], signe d’une
capacité régénérative des CSM insuffisante et incompléte (Figure 1).
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Ainsi, la régulation des CSM dans le contexte de la DMD
est complexe puisque les résultats sont différents selon le
modele et 'approche utilisés. La dimension spatiotempo-
relle de la pathologie [8], une variable difficile & mesurer
et a prendre en compte, ajoute un niveau de complexité a
la compréhension de la physiopathologie de la DMD.

Un réle de ’AMPK dans la régulation des cellules
souches musculaires dystrophiques ?

Comme mentionné plus tot, I’activation de ’AMPK a des
effets pléiotropes, notamment sur la régulation des
CSM, au cours de la régénération aigué et "lhoméosta-
sie du muscle squelettique. Dans le cas de la DMD, des
études ont montré d’autres roles de ’AMPK, I’identifiant
comme une cible thérapeutique potentielle.

Les fibres rapides qui ont un métabolisme principale-
ment glycolytique sont plus sensibles aux dommages
liés aux contractions musculaires dans la DMD que
les fibres lentes (ayant un métabolisme plus oxyda-
tif) [15]. La conversion de myofibres via I’activation
pharmacologique de "AMPK dans un modeéle dystro-
phique a permis de rendre le muscle squelettique plus
résistant aux dommages grdce @ une conversion méta-
bolique oxydative entrainant une augmentation de la



proportion de fibres lentes [15]. €n plus de son role dans la conversion
de myofibres dans la DMD, 'activation de ’AMPK a également modulé
I’expression de I'utrophine au sein des fibres lentes. Cette protéine
homologue a la dystrophine permet ainsi de compenser en partie la
perte de la dystrophine liée aux mutations du géne DMD [15]. Cette
conversion vers des fibres plus oxydatives pourrait avoir un impact sur
les CSM. Un métabolisme plus oxydatif permettrait en effet aux CSM
d’entrer en différenciation et de poursuivre la myogenése [3], plutét
que de rester a un stade d’activation et de prolifération.

Par ailleurs, dans un modele mdx fibrotique, des macrophages pro-
inflammatoires envahissent en permanence le muscle strié squelet-
tique et sécretent du TGF-[ (transforming growth factor beta), un
facteur stimulant la production et la sécrétion du collagéne par les
fibroblastes, favorisant ainsi la fibrose musculaire [16]. €tant donné
que ’AMPK permet la transition des macrophages pro-inflammatoires
vers un phénotype réparateur, son activation chez des souris mdx
fibrotiques promeut la résolution de I'inflammation en induisant la
diminution de facteurs pro-inflammatoires en faveur de facteurs
anti-inflammatoires. Juban et al. ont démontré que "AMPK réduisait
I’expression de TGF-P, diminuant ainsi la fibrose, améliorant la régé-
nération musculaire et réduisant le nombre anormalement élevé de
CSM dans le muscle [16]. Cette régulation des CSM pourrait s’expli-
quer par la réduction de facteurs pro-inflammatoires sécrétés par
les macrophages, connus pour promouvoir la prolifération des CSM
au détriment de leur différenciation [17]. Cette étude démontre ainsi
un nouveau role de ’AMPK dans la DMD concernant la régulation des
macrophages, acteurs communiquant activement avec les CSM et leur
microenvironnement.

€n conclusion, I'activation de I’AMPK a de multiples effets pléiotropes
au sein du muscle squelettique dans le contexte de la DMD. Malgré
son implication dans la régulation des CSM, peu d’études ont a ce jour
documenté ce réle dans cette pathologie. De futurs travaux sont donc
nécessaires pour valider I’hypothése de I'implication de ’AMPK dans
la régulation des CSM dystrophiques. Bien que I’étude des CSM dans
la DMD soit complexe, 'investigation du métabolisme de ces cellules,
via notamment I’étude de "AMPK, permettrait d’apporter des connais-
sances supplémentaires sur la DMD et, ainsi, de développer de futures
pistes thérapeutiques ciblant I'activité des CSM tout en améliorant
durablement le phénotype dystrophique. ¢

SUMMARY

Muscle stem cells and metabolism in Duchenne muscular dystrophy,
focus on AMPK

Through their myogenic activity, adult muscle stem cells (MuSCs) are
crucial for the regeneration of striated skeletal muscle. Once acti-
vated, they proliferate, differentiate and then fuse to repair or form
new muscle fibers (myofibers). Their progression through myogene-
sis requires a complex regulation involving multiple players such as
metabolism, in particular via AMPK. This protein kinase regulates the
self-renewal and myonuclear accretion of MuSCs after acute skeletal
muscle injury or skeletal muscle contraction. However, in a context of
dystrophy such as Duchenne muscular dystrophy (DMD), the regenera-
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tive capacity of MuSCs is reduced, presumably due to an

increase of the proliferation that is detrimental to dif-

ferentiation. We are interested here in the potential of

metabolism to regulate the myogenic activity of MuSCs
in DMD via AMPK. ¢
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> Les fibres du muscle squelettique sont des
syncytia formés par la fusion de dizaines ou
centainesdecellulesprogénitricesmononucléées.
Au cours de la myogenese, les noyaux arrivant
des cellules progénitrices parcourent un long
chemin avant d’étre positionnés a la périphérie
d’une myofibre mature. Une fois a la périphérie,
ces noyaux sont régulierement espacés et
chacun est transcriptionnellement responsable
de sa proportion de cytoplasme environnant,
connue comme «domaine nucléaire». La
perturbation de ces domaines peut étre observée
dans différentes myopathies, suggérant leur
importance pour la fonctionnalité du muscle
squelettique. Cependant, les mécanismes
régulantlastabilité des domaines nucléaires sont
mal connus. Nous prenonsici I’exemple de MACFI,
une protéine associée aux microtubules, comme
une actrice essentielle dans I'organisation des
domaines nucléaires, afin de mettre en lumiére
le role potentiel des microtubules et de leur
réseau protéique associé pour la stabilité de
ces domaines et donc pour la fonctionnalité des

myofibres. <
1 s |

Répartition et faconnage des domaines
nucléaires : les garants de la fonctionnalité
des fibres musculaires

Le muscle strié squelettique est le tissu le plus abon-
dant de notre corps, essentiel pour permettre tous
les mouvements volontaires, assurer le maintien de
la posture, la régulation thermique du corps, mais
également le stockage d’énergie sous forme de glyco-
geéne [1]. Chaque muscle squelettique est composé de
centaines ou milliers de cellules individuelles géantes,
les fibres musculaires, qui sont agencées en faisceaux.

Vignette : Photo représentative (63X) du réseau de microtubules (en vert) organisé
en grille le long de la myofibre ou concentré autour des noyaux (en bleu) et aux
jonctions neuromusculaires (en rouge).
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Chaque fibre est issue de la fusion de dizaines ou centaines de cel-
lules progénitrices, les myoblastes. Elle contient donc des dizaines
ou centaines de noyaux qui sont régulierement ordonnés le long de
I’axe longitudinal, a la périphérie des fibres, a I’exception de certaines
zones comme celle de la jonction neuromusculaire (JNM) ol plusieurs
noyaux s’agrégent au niveau postsynaptique [2]. Cette distribu-
tion des noyaux le long des fibres a donné naissance a la notion de
« domaine nucléaire » (Figure 1) qui représente schématiquement une
portion de cytoplasme de la fibre soutenue transcriptionnellement par
un noyau [3].

Au fil des années, diverses études ont contribué a comprendre les
enjeux de ces domaines nucléaires. Des études ont montré la relation
directe entre la taille des fibres et la quantité de noyaux qui les com-
posent, et comment chaque noyau contribue @ une activité transcrip-
tionnelle homogene le long de la fibre en répondant localement aux
besoins transcriptionnels de celle-ci [4, 5].

Y a-t-il donc une importance fonctionnelle pour la fibre musculaire a
maintenir les domaines nucléaires intégres et/ou a garder les noyaux
en périphérie des fibres ? Une premiere réponse a cette question pro-
vient de la physiopathologie de différentes myopathies telles que les
myopathies centronucléaires. Dans celles-ci, de nombreux noyaux sont
mal positionnés, centralisés a I'intérieur des fibres, et ce phénotype
nucléaire est souvent relié a une atrophie et/ou a une faiblesse mus-
culaire [6]. Cette observation souléve une question fondamentale : les
noyaux des fibres mal positionnés ont-ils un impact sur la fonctionna-
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lité musculaire et donc un réle dans le développement/la progression
des myopathies présentant un défaut de localisation nucléaire ? Il est
tres difficile de répondre a cette question chez les patients, car les
analyses histologiques sont essentiellement réalisées aprés le déve-
loppement de phénotypes cliniques remarquables.

Cependant, en 2012, une étude menée chez la drosophile a montré
que I'interaction de deux protéines associées aux microtubules,
les protéines MAP7 et KiF5B, est responsable de I'alignement des
noyaux lors de la formation initiale des fibres musculaires. Or,
I’étude a également montré que I"absence de ces deux protéines
entrainait la formation d’agrégats nucléaires dans les fibres
musculaires et que cette désorganisation nucléaire était corrélée
avec une réduction de la fonctionnalité musculaire. Cette derniére
était reflétée par une réduction de la vitesse de déplacement des
larves de drosophiles ayant des noyaux agrégés [7]. De plus, ces
phénotypes étaient « sauvables » en réexprimant 'une ou I’autre
des protéines. Cela montre que le phénomene de positionnement
nucléaire dans les fibres musculaires est un mécanisme dynamique
et que les noyaux dans les fibres sont « mobilisables ». Les méca-
nismes régulant la formation et/ou I'organisation des domaines
nucléaires sont donc potentiellement des leviers permettant de
contrdler la physiologie des fibres musculaires et sont donc poten-
tiellement altérés dans les myopathies présentant des noyaux
« mal positionnés ».
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Le réseau microtubulaire dans la formation
des domaines nucléaires

Les microtubules sont des structures dynamiques com-
posées d’enchainement d’al- et de 3-tubulines. Ils ont
la capacité de se former et/ou de se désassembler dans
le cytoplasme de la cellule. Uorganisation du réseau
microtubulaire varie en fonction du type cellulaire
et/ou de I'état cellulaire. Il sert de squelette pour le
maintien de la forme cellulaire, mais aussi de support
dynamique pour le transport subcellulaire du noyau,
des mitochondries ou méme des ARNs [8]. Dans le
muscle squelettique, I'organisation des microtubules
est fortement modifiée pendant la myogenese, passant
d’une projection astrale dans les cellules progénitrices
mononucléées (les myoblastes), & une organisation
paralléle dans les myotubes nouvellement formés (issus
de la fusion des myoblastes), et enfin & un réseau
dense en forme de grille dans les myofibres contractiles
(Figure 1). Des études in vitro ont montré que diffé-
rentes protéines associées aux microtubules (MAPs pour
Microtubule associated proteins) tirent parti des chan-
gements de I'organisation des microtubules pour régu-
ler le positionnement des noyaux durant les premiers
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stades de la myogenese [9]. Plus tard, lors de la maturation des fibres,
la formation des sarcoméres composés d’actine et de myosine pousse
les noyaux vers la périphérie des fibres en formation [10]. Cependant,
on observe la présence d’une « cage dense » autour des noyaux de la
fibre musculaire mature, composée essentiellement de microtubules
(Figure 2), suggérant que ceux-ci peuvent participer au maintien des
noyaux a la périphérie de la fibre et donc a la stabilité des domaines
nucléaires. Mais quelles sont les MAPs présentes dans les fibres mus-
culaires et lesquelles controlent cette stabilité/ancrage des noyaux ?

Identification des MAPs spécifiques des fibres musculaires

Pour répondre a cette question, une identification a grande échelle du
protéome lié aux microtubules a été réalisée dans I’équipe, a partir
de myotubes immatures in vitro (avec des noyaux alignés au centre)
et de myotubes contractiles « matures » (avec des noyaux majori-
tairement positionnés en périphérie). Une analyse par spectrométrie
de masse a permis d’identifier les MAPs [11]. La plus abondante des
protéines présentes dans le protéome partagé était la protéine MACFL
(pour Microtubule actin cross-linking factor 1) et pour laquelle une
mutation génétique qui avait déja été identifiée, conduisait au déve-
loppement d’une maladie neuromusculaire [12]. Son orthologue chez
la drosophile avait été décrit comme maintenant les microtubules
périnucléaires dans les fibres musculaires [13], suggérant que les phé-
notypes observés chez les patients présentant cette mutation dans le
geéne MACFI pourraient étre liés au role de cette protéine dans Iorga-
nisation des microtubules et des noyaux dans les fibres.

MACF1, une protéine clef dans la stabilité des domaines
nucléaires

LUimmunomarquage de la protéine MACFL montre une forte accumu-
lation autour des noyaux dans les fibres et une colocalisation avec
le réseau microtubulaire. Nos données ont mis en évidence que MACFL
participe a I’organisation des domaines nucléaires, car la diminution
de son expression entraine une augmentation de la dynamique des
noyaux dans les fibres matures, une augmentation de la dynamique
microtubulaire et une réduction de la distance entre les noyaux adja-
cents dans les fibres musculaires formées in vitro. Si la protéine MACF1
pouvait contrdler le positionnement nucléaire in vitro, dans quelle
mesure son absence pourrait-elle affecter ce dernier dans un modele
murin ? €t surtout, quelles conséquences seraient observables sur la
fonctionnalité de ces fibres musculaires ?

Pour répondre a ces questions, nous avons analysé les noyaux des
fibres musculaires dans un modeéle de souris invalidés pour le gene
Macfl exclusivement dans les myofibres (Figure 3). Nous avons
observé que I'absence de MACF1 entraine une désorganisation du
réseau de microtubules, des noyaux plus ronds, moins dispersés
et internalisés dans les fibres, une réduction du regroupement
des noyaux post-synaptiques et une fragmentation des jonctions
neuro-musculaires entrafnant une atrophie musculaire. Alors que
ces phénotypes pouvaient étre observés dans des souris jeunes
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Figure 2. Organisation des microtubules et des noyaux dans les
myofibres. Photo représentative (63X) du réseau de microtu-
bules (en vert) organisé soit en grille le long de la myofibre,
soit en cages denses autour des noyaux (en rouge), a la péri-

phérie d’'une myofibre saine.

(dgées de 2 mois) et s’aggraver avec I’dge, Iobser-
vation de noyaux internalisés et/ou mal positionnés
n’apparaissait que chez des souris plus dgées (autour
de 12 mois). €n combinant nos résultats d’immuno-
marquage et une approche par microscopie électro-
nique, nous avons montré que les souris invalidées
pour le géne Macfl souffraient d’une accumulation
progressive des mitochondries a I’intérieur des fibres,
entrafnant une mauvaise cohésion des myofibrilles
entre elles et conduisant a I’internalisation de noyaux
dans la fibre musculaire. augmentation du contenu
mitochondrial est liée a I’expression aberrante de
marqueurs de la biogenese mitochondriale, proba-
blement due a une réinitialisation de la mécano-
transduction dans les fibres : changement de forme
des noyaux, d’organisation de la chromatine et donc
de I'expression de génes dans les souris déficientes.
€n conséquence, nous avons pu montrer que les sou-
ris déficientes pour Macfl ont une capacité réduite
de production de force, soulignant Iimportance de
I’organisation des microtubules et du positionnement
nucléaire pour le maintien d’une fonctionnalité opti-
mum des myofibres (Figure 3) [14].



Progressive

IIIIIIIIllIIIIIIllIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII’

JNM

/

LL\

KO MACF1

v

/]

~ KO MACF1

<2 Mitochondries

Figure 3. Modéle proposé du réle de MACF1 dans le muscle squelettique. Dans les myofibres saines (& gauche), MACF1 contribue a I’organisation du

réseau des microtubules, au maintien de la forme et du positionnement des noyaux, mais également a la stabilité des jonctions neuromusculaires.

Suite a la suppression spécifique de Macfl dans les muscles squelettiques, ce sont les microtubules qui sont d’abord désorganisés, ce qui entraine

une altération du positionnement et de la forme des noyaux a la périphérie des myofibres. Avec I’Gge, tandis que I"atrophie est observée suite a

I’instabilité des jonctions neuromusculaires et des noyaux post-synaptiques, une augmentation globale des mitochondries est observée dans les

myofibres, probablement en raison de Ialtération de la forme des noyaux et de I"expression génique. €n conséquence, "organisation subcellulaire

des myofibres est perturbée, ce qui entraine une internalisation des noyaux dans les myofibres dgées.

Conclusions et perspectives pour le domaine

Les recherches menées sur le modéle murin invalidé pour le gene
Macfl spécifiquement dans les fibres musculaires confirment
I’importance du réseau microtubulaire et des MAPs dans la régula-
tion des domaines nucléaires, mais également soulévent plusieurs
questions. €n effet, d’une part, parmi toutes les autres MAPs qui
ont été identifiées dans les myotubes matures, on peut s’inter-
roger sur le potentiel de déréglement de I’expression ou du fonc-
tionnement de certaines d’entre elles dans d’autres myopathies
présentant des noyaux mal positionnés. D’autre part, dans quelle
mesure le déplacement et le changement de forme des noyaux
dans certaines myopathies contribuent-ils a I"aggravation et/ou
au développement de phénotypes observés chez ces patients ? £t
enfin, peut-on imaginer que certains régulateurs du mouvement et
du positionnement nucléaires soient un jour ciblés afin d’améliorer
partiellement la fonctionnalité des fibres musculaires chez cer-
tains des patients ? ¢
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SUMMARY

Myonuclear domain settings by microtubules and
MACF1

Skeletal myofibers are syncytia made from the fusion
of dozens or hundreds of mononuclear progenitor cells.
Along myogenesis, the arriving nuclei from the proge-
nitor cells have a long journey before being positioned
at the periphery of a mature myofiber. Once at the
periphery, nuclei are regularly spaced and each nucleus
is transcriptionally responsible for its surrounding pro-
portion of cytoplasm, known as the myonuclear domain.
Disruption of these domains can be observed in various
myopathies, suggesting their importance for skeletal
muscle functionality. However, little is known about
mechanisms regulating the myonuclear domain stability
and organization. Here we take the example of MACFI, a
microtubule-associated protein, as an essential actor
in myonuclear domain organization, to highlight the
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>Le modele Force-Vitesse-Endurance (FoVE)
est un nouveau cadre théorique couplé a une
modélisation innovante pour évaluer les muscles
striés squelettiques. Il se base sur les relations
fondamentales «force-vitesse » et «force-
temps » qui décrivent les capacités de production
de force du muscle en fonction respectivement de
la vitesse de contraction et de la durée d’exercice.
€n les combinant, le modele FoVE offre une vue
compléte des capacités fonctionnelles du muscle
a différentes vitesses, avec et sans fatigue.

Un protocole expérimental unique et rapide a été
développé sur un systeme de mesure de force
isocinétique afin d’obtenir les parametres FoVE du
modele. || permet de mesurer la force musculaire
a différentes vitesses de contraction pendant une
durée totale de 3 minutes. Appliqués au modele
murin, les résultats obtenus montrent ainsi des
différences significatives de la fonction du muscle
tibialis anterior. Les femelles présentent une force
maximale normalisée plus élevée. A Pinverse, les
males présentent une capacité de vitesse maximale
initiale en condition de fatigue plus importante.
Cette approche fournit une cartographie complete
delafonctionmusculaire,dépassantlesévaluations
traditionnelles de la force isométrique. Elle peut
ainsi étre appliquée a la recherche fondamentale
dans les modeles précliniques et a la recherche
translationnelle chez ’Homme. <

Fortius, citius, diutius

Les capacités contractiles du muscle strié squelettique
sont essentielles aux mouvements et aux locomo-
tions humaines et animales. €lles sont donc centrales
pour la performance sportive, mais également pour
la qualité de vie des personnes souffrant de défi-
ciences ou d’altérations de la fonction musculaire.
Lorsque I’on parle de « capacité fonctionnelle mus-
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culaire », la premiere chose qui vient en téte est la force. Cepen-
dant, cette production de force dépend grandement de la vitesse de
contraction et de I’état de fatigue de la fonction neuromusculaire.
Dans le contexte de I’exploration fonctionnelle des capacités muscu-
laires humaines, un nouveau cadre théorique Force-Vitesse-Endurance
(FoVE) a été développé [1]. Il permet de caractériser de maniére plus
exhaustive les capacités mécaniques de cet organe. €n revanche, sur le
modele murin, la plupart du temps, la qualité de la fonction musculaire
est évaluée par des tests de force isométrique sans fatigue [2]. La
caractérisation des capacités de force n’est jamais effectuée dans dif-
férentes modalités de vitesse et de fatigue. Le modele FoVE transposé
a I’expérimentation animale a pour objectif de permettre une carto-
graphie compléte des capacités fonctionnelles du muscle applicable
aux études pré-cliniques.

Modéle théorique

€n raison de leur structure moléculaire, les fibres musculaires striées
squelettiques produisent une force maximale plus faible lorsque la vitesse
de raccourcissement est plus élevée [3, 4]. Cette relation est formulée
mathématiquement par une fonction homographique force-vitesse F(V),
définie par trois parametres Fy, V; et C (équation 1; Figure 14). Chacun de
ces parametres représente une caractéristique différente du muscle.
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— Fyreprésente le plus grand niveau de force que le muscle peut produire.
— V,représente la plus grande vitesse de raccourcissement du muscle.
— C caractérise la courbure de la relation force-vitesse. Elle influence
grandement la capacité de production de puissance maximale. Plus la
valeur de cette courbure est importance, moins le muscle est apte a
produire de la puissance, et vice versa.
A=Ay
V,+C-v
Par ailleurs, la force maximale que peut produire le muscle diminue
avec la répétition de contractions ou avec la durée d’exercice, c’est le
phénomene de fatigue musculaire.
Lors d’un effort au cours duquel chaque contraction est maximale (all-
out), cette relation peut &tre décrite par une fonction force-temps F(t)
(Equation 2 ; Figure 1B) définie par trois paramétres : F, F, et T [5]. Cha-

cun de ces parametres décrit une caractéristique différente du muscle.

] (équation 1)

—F, représente la force que le muscle produit a la premiére contrac-
tion sans fatigue (initiale).

—F, représente le niveau de force qui peut étre maintenu en condition
de fatigue musculaire extréme (critique). Cette valeur de force cri-
tique est non-nulle.

— 7T représente la vitesse & laquelle la fatigue (baisse de force) se
développe. Plus ce temps caractéristique est grand, plus le muscle est
endurant. A Pinverse, plus T est petit, plus le muscle perd rapidement
en force jusqu’a atteindre la force critique.

F(tV)=F.(V)+(F(V)- FC(V))e"f’ (€quation 2)

Ces deux relations fondamentales, F(V) et F(t), expliquent la diminu-
tion de la force, respectivement avec 'augmentation de la vitesse de
contraction et/ou avec la durée ou le nombre de contractions répétées
dans le temps. Ces deux relations définissent ainsi les capacités de
production de force chez un grand nombre d’espéces animales [6]. Chez
’Homme, elles ont été explorées de différentes maniéres : de la fibre
musculaire in vitro [7], en passant par le muscle isolé (e.g. adductor
pollicis [8]), aux taches complexes pluri-articulaires (saut, pédalage,
course & pied [9, [10]). La constance de ces observations indique que
les relations force-vitesse (F(V)) et intensité-temps (F(t)), ainsi que
les mécanismes biomécaniques et physiologiques sous-jacents, sont des
caractéristiques clés du muscle strié squelettique (Figure I).

Ainsi, en combinant les relations F(V) et F(t) (Equations 1 et 2), une rela-
tion unique force-vitesse-temps (F(t, V)) peut étre développée (Figure 2).
€n un seul modele, il est donc possible d’obtenir une cartographie complete
des capacités fonctionnelles du muscle. Le niveau de production de force
peut étre mesuré en considérant les effets combinés de la vitesse et de la
fatigue (temps) ainsi que leurs interactions. Cette cartographie permet de
déterminer les indices de force maximale (Fo[ et FOE)’ de vitesse maximale
(V01 et VO,,-) et de puissance maximale (Pmaxi et P ), sans et avec fatigue
(respectivement indice « i » : initial et « ¢ » : critique).

ITIGXC

Protocole expérimental

Afin d’obtenir les parametres FoVE de la cartographie force-vitesse-
endurance, un court protocole expérimental unique de 3 minutes a
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Figure 1. Modélisation des capacités musculaires. A) Relation
force-vitesse F(V) (équutionl): La force diminue avec la
vitesse de contraction du muscle, entre F, et V,. B) Relation
force-temps F(t) (équution 3) : La force diminue au cours
du temps lors de contractions répétées et converge vers une

intensité non-nulle appelée force critique F..

été développé sur un ergomeétre isocinétique dédié au
petit animal (souris) (modéle 1305A, Aurora Scienti-
fic®, Dublin, Irlande) (Figure 3A). Ce systéme permet
de mesurer la force générée par le muscle en fonction
de différentes vitesses de déplacement imposées (rac-
courcissement musculaire).

Uexpérimentation FoVE est réalisée chez la souris sous
anesthésie générale gazeuse. Le muscle tibialis anterior
(TA) est relié par son tendon distal au module isoci-
nétique de mesure de force (Figure 3C). Les contrac-
tions sont induites par des stimulations électriques,
transmises par des électrodes crochetant directement
le nerf sciatique mis a nu en amont (signal carré mono-
phasique, intensité 2 mA, fréquence 100 Hz). Le module
isocinétique est réglé pour un raccourcissement mus-
culaire de 1,5 mm (soit ~ 25 % de la longueur du muscle
au repos Ly).

Le protocole FoVE consiste a mesurer la force produite
par un muscle électro-stimulé en balayant différentes
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Modele FoVE : 2 variables (V,t) et 7 parameétres :
« F, : Force maximale initiale (sans fatigue)
-V, : Vitesse maximale initiale (sans fatigue)

. C,.': Courbure de la Force-Vitesse initiale F,(V)

0-_V t
F(V,t) =F, R — et—F | ———
i V0i+C1'V ¢ VUC+CC'V

V-V,

< ]-(l—ei)

« F, : Force maximale critique
« I/, :Vitesse maximale critique
- (_: Courbure de la relation F,(V) critique

7:Temps caractéristique de décroissance de capacités ded force F,(t) et de Vitesse V,(t)

Puissance

v, - PUISSQNCE maximale initiale

.
5 i . Puissance maximale critique
max, * q

Figure 2. Modéle FoVE. A) Modéle unique a 7 parametres et 2 variables : équation de la force maximale produite (F) par le muscle en fonction de

la vitesse (V) de contraction et du temps (t). Les parametres se référent directement aux capacités initiales de force-vitesse sans fatigue et aux

capacités critiques du muscle fatigué. B) Relation force-vitesse-temps, F(V, t), représentant les capacités maximales de production de force du

muscle en fonction de la vitesse et du temps. Cercle rouge : capacité de force initiale a vitesse nulle sans fatigue, conceptuellement proche de

la force maximale isométrique initiale traditionnellement évaluée. C) Relation puissance-vitesse-temps, P(V, t),représentant I’évolution de la

puissance maximale au cours du temps lors de contractions maximales répétées.

vitesses imposées de contraction (de 2 a 40 mm/s, par pas de 3 mm/s,
puis de 40 mm/s & 2 mm/s), sur des cycles de 20s. La durée totale
du protocole est de 180s (soit 9 cycles de balayage force-vitesse)
(Figure 3B). Aprés chaque contraction, un retour passif sans électro-
stimulation est effectué a —3 mm/s afin de revenir a la position de
référence. La force maximale de chaque contraction du protocole FOVE
est ainsi mesurée. Le modele FoVE (fonction F(V, t)) est ensuite ajusté
aux données de force sur les 180 s pour déterminer les 7 parameétres du
modele (Fy ; Fo_; Vo5 Vo ; Ci; Cc ; T) (Figure 3D).

Résultats

Les données présentées ici sont exprimées en force normalisée a la
masse du muscle étudié (N-g~1). A titre d’exemple, cette approche
a été appliquée a I’étude du dimorphisme sexuel (souris sauvages
C57BI6 Ggées de 4 mois : mdles contre femelles, n = 6 par groupe,
Figure 4). Le modéle FoVE complet en 3 dimensions (Figure 4€)
permet d’obtenir par projection les graphiques en 2 dimensions :
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force-temps (Figure 4A), vitesse-temps (Figure 4D),
et force-vitesse, sans fatigue (Figure 4B) et avec
(Figure 4C). Ainsi, il est possible de mettre en évi-
dence une force maximale isométrique normalisée
(FU[) plus importante chez les femelles. A Pinverse,
la vitesse maximale de contraction était plus grande
chez les mdles a la fois au début du protocole (V)
et en condition de fatigue (FOC)'

Conclusion

La force isométrique maximale traditionnellement
évaluée ne reflete qu’une des nombreuses capacités
de contraction musculaire. L’évaluation FoVE four-
nit, quant a elle, une cartographie plus complete.
Les indices qui en découlent décrivent des carac-
téristiques de force, de vitesse et d’endurance qui
sont gouvernées par des mécanismes biologiques et
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Figure 3. Protocole FoVE. A) Systéme Aurora Scientific 1305A avec module isocinétique : déplacement (D) isocinétique d’amplitude A = 1,5 mm et mesure

de force (F) pendant la contraction concentrique induite par stimulation électrique (S) (tétanos 100 Hz 2 mA) du nerf sciatique innervant le muscle (M)

tibialis anterior. B) Protocole « all-out sinus » de 180 s avec balayage continu en vitesse imposée (de 2 & 40 mm/s, puis de 40 & 2 mm/s toutes les 20 s).

Retour passif a la longueur initiale Ly, sans stimulation électrique imposée, en 500 ms, a vitesse isocinétique de — 3 mm/s. €) Liaison du tibialis anterior

par son tendon distal au bras de levier du systéme Aurora, par un fil rigide. Raccourcissement d’amplitude A du muscle lors de contraction concentrique

imposée par stimulation électrique. D) Résultats types : modélisation du protocole FoVE a partir de chaque point noir représentant la force ou la puis-

sance produite lors d’une contraction, en fonction de la vitesse de la contraction concentrique imposée et du temps du protocole.

mécaniques distincts. Ainsi, lorsque I’on cherche a comparer deux
groupes (e.g. sexe, phénotype, thérapeutique), il est possible de
voir des différences ou non, dans un sens ou dans un autre, en
fonction des indices considérés. Par exemple, nous avons vu que les
femelles présentaient une force maximale (en N.g) plus élevée,
alors que ce sont les mdles qui possédaient les capacités de vitesse
les plus grandes. Il y a fort a parier que I’approche historique de
mesure de force maximale isométrique ait pu passer au travers
d’effets importants de telle ou telle thérapeutique en ne regardant
pas « au bon endroit ». Un intérét supplémentaire de I’approche
FoVE réside dans son applicabilité chez ’THomme. Ainsi, il est pos-
sible, dans le cadre de la recherche translationnelle, d’évaluer les
capacités FoVE avec des protocoles sur de petits groupes muscu-
laires (adductor pollicis), des groupes musculaires plus importants
(extenseurs de genou) ou sur des tdches locomotrices (pédalage,
course). ¢
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SUMMARY

Force-Velocity-Endurance (FoVE) Model: a new
method for functional striated skeletal muscle in situ
evaluation in murine models

The FoVE model is a new theoretical framework coupled
with innovative modeling to evaluate the striated skeletal
muscle function. The theoretical model is based on two
fundamental relationships: the force-velocity relation-
ship and the force-time relationship. These relation-
ships describe the muscle force production capacity as
a function of contraction velocity and exercise duration,
respectively. By combining them, the FoVE model offers a
comprehensive view of the muscle functional capacities
at various velocities, with and without fatigue.

A unique experimental protocol has been developed using
anisokinetic force measurement system to obtain the FoVE
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Figure 4. Résultat tridimensionnel FoVE et projections bidimensionnelles. A) Relation force (isométrique)-temps. B) Relation force-vitesse ini-

tiale. C) Relation force-vitesse critique. D) Relation vitesse (maximale)-temps. €) Relation FoVE force-vitesse-temps.
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Le recensement des laboratoires de recherche consa-
crés aux maladies neuromusculaires est une initiative
portée depuis plusieurs années par la Société fran-
caise de myologie (SFM - https://sfmyologie.org/) et
la filiere de santé maladies rares neuromusculaires
Filnemus. €n 2019, ce recensement a été formalisé par
Iannuaire des laboratoires de recherche, accessible a
I’ensemble de la communauté sur le site Internet de
Filnemus (https://www.filnemus.fr/carte-interactive/
les-laboratoires-de-recherche). €n 2022, la Société
francophone du nerf périphérique (SFNP) a rejoint
cette initiative.

Cet annuaire a pour objectif d’améliorer la visibilité
des acteurs de la recherche neuromusculaire frangaise
et de faciliter les interactions entre équipes afin de
mettre en ceuvre des projets collaboratifs. Le moteur
de recherche, fonctionnant par un systéme de mots-
clés et d’une carte interactive, permet d’identifier
facilement les laboratoires et équipes, mais éga-
lement leurs thématiques de recherche, modéles et
expertises.

Actuellement, 44 laboratoires et 69 équipes de
recherche y sont enregistrés. Afin de faciliter le réfé-
rencement et la mise a jour des informations rensei-
gnées dans I'annuaire, un module de saisie en ligne
est maintenant disponible. Il permet aux membres des
laboratoires et équipes de s’y connecter avec un acces
personnel afin de créer, compléter et mettre a jour
directement les données de leur structure.

Deux types de profil ont ainsi été mis en place. Le profil
« Gestionnaire de laboratoire » permet de créer/mettre
a jour la fiche laboratoire et de créer les équipes de
recherche quiy sont rattachées. Le profil « Responsable
d’équipe », qui est lié a une équipe de recherche, per-
met de compléter/mettre a jour les données sur la fiche
équipe.

Des tutoriels sont a disposition afin d’accompagner les
utilisateurs dans la saisie et de faciliter la prise en main
de Poutil.
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Enfin, une interface avec I'annuaire
des formations Filnemus et un recen-
sement des offres de stages a desti-
nation des étudiants font partie des
évolutions a venir de I'annuaire.

Si votre laboratoire/équipe n’est pas
référencé(e), n’hésitez pas a créer un
profil et a mettre a jour votre fiche.
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L’intégration

de la grande
diversité génétique
de la population
humaine grace

au pangénome

Résumé

Le consortium du pangénome humain de référence
(Human Pangenome Reference Consortium) présente
ici sa premiére version [1]. Ce pangénome contient
47 assemblages diploides phasés provenant d’une
cohorte d’individus d’origines génétiques diverses. Ces
assemblages couvrent plus de 99 % de la séquence
attendue dans chaque génome et sont précis a plus
de 99 % au niveau de la structure et des paires de
bases. Sur la base des alignements des assemblages,
le pangénome capture les variants et haplotypes déja
connus, mais révele aussi de nouveaux alléles a des loci
structurellement complexes. Par rapport au génome
de référence GRCh38, 119 millions de paires de bases
de séquences polymorphes euchromatiques et 1115
duplications de génes ont été ajoutées. Environ 90 mil-
lions de paires de bases supplémentaires proviennent
de variations structurelles. L'utilisation du projet de
pangénome pour analyser les données a lecture courte
a permis de réduire les erreurs de découverte de petits
variants de 34 % et d’augmenter le nombre de variants
structurels détectés par haplotype de 104 % par rapport
au génome de référence GRCh38, ce qui a conduit a la
caractérisation de la grande majorité des alléles de
variants structurels par échantillon.

Commentaire

Le Human Pangenome Reference Consortium (HPRC)
est un projet fondé par le National Human Genome
Research Institute (NHGRI). Il a pour but de générer un
« pangénome » regroupant 350 génomes de populations
différentes afin de prendre en compte la diversité géné-
tique de toutes les populations.
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Le premier génome complet a été publié en 2013. Il avait été généré
a partir du séquengage d’un seul individu, puis il a été mis a jour
continuellement au cours des vingt derniéres années. Cet assemblage
contient de nombreuses erreurs et reste incomplet malgré les nom-
breuses mises a jour, générant des biais dans les analyses génétiques
sous-jacentes. Plus récemment, I"assemblage T2T (Telomere-to-telo-
mere, T2T-CHM13v2.0) a permis d’améliorer les analyses génétiques,
en apportant la séquence compléte de tous les autosomes et du chro-
mosome X. Mais cet assemblage ne représente toujours pas la diversité
génétique de la population humaine.

€n 2023, Liao et al. [1] ont publié la premiére version du pangénome
humain, générée a partir de I'assemblage de 47 génomes de 13 popu-
lations différentes. Basé sur le séquencage a « longues lectures »
(long read), cet assemblage permet une cartographie plus précise du
génome humain, en donnant acces a des régions complexes comme
celles hautement répétées ou encore les variants structuraux poly-
morphes. Cette premiere version est une avancée majeure dans le
monde de la génomique. U'aboutissement de ce projet promet de
grandes découvertes pour la prévention, le diagnostic et le traitement
des maladies génétiques. ¢

The pangenome integrates the vast genetic diversity of the human
population
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Atlas du muscle
squelettique
vieillissant

Résumé

Le tissu musculaire squelettique est constitué de myofibres
(MF) multinucléées lentes (type 1) et rapides (type IIA,
type IIX et fibres hybrides intermédiaires) dont la vitesse
de contraction, la composition protéique structurelle et
les caractéristiques métaboliques (oxydatives ou glycoly-
tiques) different. Sa réparation est assurée par des cellules
souches musculaires (MuSC) mononucléées qui proli-
ferent et se différencient, tout en s’auto-renouvelant pour
repeupler le pool de réserve. Les MF sont aussi entourées
de fibroblastes de soutien, de cellules de vascularisation,
immunitaires et de Schwann, et d’axones neuronaux qui leur
transmettent des potentiels d’action. Lors du vieillissement,
on observe une perte de masse et de force musculaires, et
une diminution du nombre et de la taille des MF rapides,
ainsi que du nombre, de I'activation et de la prolifération
des MuSC. Cependant, on ne sait pas si cette atrophie
accrue est due a des modifications intrinseques de I'expres-
sion génique des muscles, a I'impact du microenvironne-
ment cellulaire ou a une combinaison des deux. D’autres
facteurs supposés de ce vieillissement, tels que la sénes-
cence des cellules souches, la dénervation, le déreglement
métabolique et I'inflammation chronique, ont été étudiés.
Or, les études d’un mécanisme ou type cellulaire en particu-
lier, ont créé un manque dans la compréhension du vieillis-
sement musculaire dans son ensemble que I’article présenté
tente de combler en procédant a un séquencage conjoint
de single cell RNA-seq (cellule unique) et single nuclei
RNA-seq (noyau unique) du muscle intercostal vieillissant
chez ’Homme [1]. Les auteurs ont ainsi établi le profil de
90902 cellules et de 92259 noyaux uniques, provenant de
17 donneurs adultes. « Catlas » du vieillissement obtenu (en
acces libre : https://www.muscleageingcellatlas.org) met
en évidence les changements transcriptionnels des MuSC,
des MF et des cellules du microenvironnement, et des inte-
ractions cellule-cellule pouvant contribuer au phénotype du
vieillissement. Ont aussi été constaté des sous-ensembles
distincts de cellules souches musculaires qui présentent une
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diminution des genes de la biogenése des ribosomes et une augmentation
de Iexpression de CCL2 (C-C Motif Chemokine Ligand 2), ce qui entraine
des phénotypes de vieillissement différents. U'atlas révele également une
expansion des noyaux associés a la jonction neuromusculaire qui pourrait
refléter une réinnervation, et il décrit comment la perte de MF & contraction
rapide est atténuée par la régénération et la régulation a la hausse des
marqueurs de type rapide dans les MF lentes avec I'dge.

Commentaire

Cette étude permet d’appréhender le vieillissement musculaire de maniére
globale. Elle a aussi permis de dépasser les limites des scRNA-seq et sn-
RNA-seq. €n effet, appliqués individuellement au muscle, le scRNA-seq
ne peut pas capturer les MF en raison de leur grande taille, tandis que le
snRNA-seq conduit a une perte de résolution pour les MuSC car elles sont
moins abondantes que d’autres types de cellules mononucléaires dans le
microenvironnement musculaire. Cependant, 'atlas présente des limites
dues notamment a la relative petite taille de I’échantillon qui empéche
la prise en compte d’autres covariables biologiques — le sexe, I'indice de
masse corporelle (IMC) ou Iexercice physique — pouvant avoir un effet
important sur le phénotype. De plus, en raison de la disponibilité limitée
des échantillons, certains viennent de donneurs d’dge moyen (environ
50-60 ans), non considérés comme gériatriques, mais qui présentent déja
des caractéristiques du vieillissement. €nfin, cette étude assez pionniere
repose sur un seul muscle, privilégiant ainsi une homogénéité des données.
Mais il serait intéressant dans le futur d’avoir un apergu plus global de la
biologie du vieillissement musculaire car les groupes musculaires ont une
origine développementale et une régulation génétique distinctes.
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