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Résumé

Les dystrophinopathies représentent I’ensemble des maladies héréditaires liees a des
mutations dans le gene qui code pour une protéine dystrophine. Sont la premiére cause de
myopathie de I’enfant de sexe masculin transmises selon un mode récessif lié a I’X.

Dans le cadre de notre travail, nous avons tenté a travers la technique de PCR multiplexe
de caractériser les délétions intragéniques responsables de 1’apparition de
dystrophinopathies au sein d’un panel de 24 patients. Cette approche consistait a cribler
d’une maniére directe le gene de la dystrophie musculaire du Duchenne en ciblant deux
régions mutationnelles appelées points chauds P20 et Xj.

Les résultats de ce travail ont montré que 37,4% (9/24) de nos patients présentaient des
délétions d’un ou de plusieurs exons dans I’une des deux régions mutationnels 3” ou 5’du
géne de la dystrophie musculaire du Duchenne. Nous avons ainsi noté que la région
centrale de ce gene était plus fréquemment mutée.

Il n’existe actuellement aucun traitement curatif permettant de guérir les patients atteints
de dystrophinopathies. Le traitement standard repose sur 1’utilisation des glucocorticoides.
De plus, tous les traitements existants sont au stade expérimental et cela nécessite la mise
en évidence de biomarqueurs puissant et spécifiques. Aujourd’hui, la présence des miARN
et leur quantification dans le sérum des patients atteints de dystrophinopathies
représentent un outil formidable en tant que biomarqueurs pour améliorer le diagnostic et
en tant que biomarqueurs de choix pour tester I’efficacit¢é de nouveaux traitements

thérapeutiques.

Mots clé : Dystrophinopathies, criblage direct, PCRm, Délétions, biomarqueurs.



Abstrat

Dystrophinopathies represent all hereditary diseases linked to mutations in the gene
that codes for a dystrophin protein. Are the first cause of myopathy in male children
transmitted in an X-linked recessive mode.

As part of our work, we have attempted through the multiplex PCR technique to
characterize the intragenic deletions responsible for the appearance of
dystrophinopathies in a panel of 24 patients. This approach consisted in directly
screening the Duchenne muscular dystrophy gene by targeting two mutational regions
called hotspots P20 and Xj.

The results of this work showed that 37.4% (9/24) of our patients presented
deletions of one or more exons in one of the two mutational regions 3' or 5' of the
muscular dystrophy gene of the Duchenne. We thus noted that the central region of
this gene was more frequently mutated.

There is currently no curative treatment to cure patients with dystrophinopathies.
The standard treatment is based on the use of glucocorticoids. In addition, all existing
treatments are at the experimental stage and this requires the identification of
powerful and specific biomarkers. Today, the presence of miRNAs and their
quantification in the serum of patients with dystrophinopathies represent a formidable
tool as biomarkers to improve diagnosis and as biomarkers of choice for testing the

effectiveness of new therapeutic treatments.

Keywords: Dystrophinopathies, direct screening, mPCR, deletions, biomarkers.
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Introduction

Introduction

A T’heure actuelle, 1’exploration des maladies héréditaires humaines recoit plus
d’attention grace aux développements des outils de la biologie moléculaire qui sont
devenus puissant et efficace. Ce nouvel éclairage a permis de crée des occasions pour
comprendre la physiopathologie d’un large éventail des maladies conduisant surtout a

envisager des thérapeutiques nouvelles et originales.

Les dystrophies musculaires progressives regroupent un ensemble d’affections
génétiquement et cliniguement hétérogenes, qui sont caractérisees par une faiblesse et
un déficit de la force musculaire. Il existe plus de 40 formes de DMP dont les plus

fréquentes sont les dystrophinopathies.

Les dystrophinopathies représentées essentiellement par les dystrophies musculaires
de Duchenne de Boulogne (DMD) [OMIM 310200] et de Becker (BMD) [OMIM
300376], constituent la cause la plus grave et la plus fréquente des myopathies de

I’enfant de sexe masculin (Monaco et al., 1986).

La DMD est la forme sévere et la plus fréquente des myopathies avec une incidence
de 1/3.500 garcon nouveau-né et 1/12.000 garcon nouveau-né pour la BMD. Ces deux
affections ont un tableau clinique similaire, comprenant des difficultés a courir et a
monter les escaliers, des chutes fréquentes (Le signe de Gowers), un déficit
musculaire prédominant a la racine des membres inférieurs avec une hypertrophie des

mollets qui sont présent a partir de I’enfance.

Les DMD et BMD se transmettent selon le mode gonosomique récessif lié au
chromosome X, causée par des mutations dans un méme gene « DMD» codant pour la
dystrophine qui est une protéine du sarcoplasme de la fibre musculaire possédant un

réle clé dans le maintien et I’intégrité de cette derniére.

Généralement, la majorité des mutations responsables de ces affections
correspondent a des délétions d'un ou de plusieurs exons (60-65%), des duplications

dans environ 5-10% et des mutations ponctuelles dans les 10-30% restants.

Dans le cadre de ce travail, nous avons procédé a une analyse moléculaire de 24
patients Algeriens présentant le phénotype de dystrophie musculaire de Duchenne et

de Becker a travers une approche moléculaire de criblage direct par 1’analyse ciblé du
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géne DMD par PCR multiplex. Cette approche permet d’amplifier et d’examiner les
19 exons de ce géne. Elle s’appuie sur I’observation que deux hots spots mutationnels,
dénommés Xj et P20, permettant de détecter 98% des macrodélétions. Deux PCRs
multiplexes indépendantes ciblent donc ces deux sites: la PCR multiplexe de
Chamberlain et al. (1988) et la PCR multiplexe de Beggs et al. (1990).

Dans ce contexte, les objectifs de ce travail étaient de :

e Rechercher les macro-délétions au sein du géne de la dystrophine par PCR
multiplex.

e Rechercher certaines corrélations entre 1’anomalie moléculaire et le phénotype
clinique

e Mettre en évidence un ensemble de biomarqueurs permettant d’étudier

I’efficacité des nouveaux traitements expérimentaux.
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I- PHYSIOLOGIE DU MUSCLE SQUELETTIQUE

I-1 Structure du muscle squelettique

Le muscle strié ou squelettique : est responsable du maintien de la posture et est sous le
contrdle du systéme nerveux somatique (volontaire), il représente la majorité de notre systéme
musculaire avec pres de 400 muscles differents (Maiga, 2018).

Le muscle squelettique est constitué d’une dizaine a des milliers de fibres musculaires. Ils
sont multi-nucléés, cylindriques et peuvent mesurer jusqu'a plusieurs centimetres de long,
avec des diameétres allant de 10 a 100 micromeétres. Leurs extrémités se terminent par des
filaments de collagéne qui, une fois réunis, forment des tendons et assurent lI'ancrage des

muscles a ces points d'insertion (Yablonka-Reuveni, 2011).

Figure 1 : Structure d’une fibre musculaire squelettique (Davis et Nowak, 2006).

1-2 Eléments structurels de la fibre musculaire

Le muscle squelettique strié est constitué de fibres post-mitotiques multi-nucléées qui sont
les agents de la contraction. Ces fibres résultent de la fusion de cellules mononuclées
précurseurs ayant migré des somites vers I'emplacement du muscle. La cascade d'événements

qui conduisent a la différentiation myogeénique de ces cellules est aujourd'hui bien détaillée
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(Sabourin et Rudnicki, 2000). Certaines cellules précurseur présentes dans le muscle adulte
sont nommeées cellules satellites (Mauro, 1961) du fait de leur localisation entre la membrane
plasmique et la matrice extracellulaire de la fibre musculaire. A cause de leur role dans la
croissance et la régénération du muscle, elles ont été les premieres cellules candidates pour
traiter les dystrophies musculaires. Malgreé de nombreuses données expérimentales positives
sur la transplantation de ces cellules, aucun résultat clinique effectif n'a été obtenu a ce jour.
Toutefois cette attente de résultats a permis une réflexion trés riche sur I'nétérogénéité de cette

cellule précurseur musculaire et sur leur mode possible d'administration (Sebille, 2008).
I1. Dystrophies musculaires progressives (DMP)

11.1. Définition des dystrophies musculaires progressives (DMP)

Les dystrophies musculaires progressives sont un groupe d’affections génétiquement et
cliniquement hétérogénes qui affectent les muscles ayant atteint leur maturité structurelle,
elles s’expriment sur le plan clinique par un déficit de la force musculaire, associé a une
amyotrophie, se présentant généralement au début de I'enfance et qui entraine une perte de
mobilité au début de I’adolescence qui fait suite & la dégenérescence primitive du tissu

musculaire (Boel De Paepe, 2020).

Un grand nombre de genes responsables des dystrophies musculaires progressives (DMP)
ont été identifiés. Ces genes codent pour des protéines dont la localisation et les fonctions

varient au sein du tissu musculaire squelettique

I1. 2. Classification des dystrophies musculaires progressives

Les dystrophies musculaires sont classées en fonction du gene touché et du mode de

transmission.
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Tableau | : Classification généetique des dystrophies musculaires (Kaplan et Hamroun,
2014 ; Nigro et Savares, 2014)

musculaire avec une
lipodystrophie
généralisée

Maladie Mode Locus Geéne Protéine Référence
de
transmission
Dystrophie Monaco et al. (1986)
musculaire de XR Xp21.2 DMD Dystrophine Burghes et al. (1987)
Duchenne Koenig et al. (1987, 1988)
Hoffman et al. (1987, 1988)
Dystrophie Hodgson et al. (1986)
musculaire Emery- XR Xq28 EMD Emerine Romeo et al. (1988)
Dreifuss type 1, lié & Bione et al. (1994, 1995)
I'X Klauck et al. (1995)
Nigro et al. (1995)
Dystrophie XR Xq27.2 Four and half LIM domain 1 Gueneau et al. (2009)
musculaire Emery-
Dreifuss type 2, lié & FHL1
I'’X
Dystrophie Bonne et al. (1999)
musculaire Emery- AD 1921.2 LMNA Lamine A/C Worman et Bonne (2007)
Dreifuss
autosomique
Dominante
Dystrophie Raffaele di Barletta et al.
musculaire Emery- AR 1922 LMNA Lamine A/C (2000)
Dreifuss Worman et Bonne (2007)
autosomique
recessive
Dystrophie AD 6025 SYNE1 Spectrine Zhang et al. (2007)
musculaire lié a
Nesprine-1
Dystrophie AD 14923 SYNE2 Spectrine Zhang et al. (2007)
musculaire liée &
Nesprin-2
Dystrophie AD 3p25.1 TMEMA43 | Protéine transmembrane 43 Liang et al. (2011)
musculaire lié a
LUMA
Dystrophie AR 1925.2 | TOR1AIP1 Torsin A Interacting Kayman-Kurekci et al.
musculaire liée & LAP1B Protein 1 (2014)
LAP1B
Dystrophie Wijmenga et al. (1990,
musculaire facio- 1991,1992, 1993)
scapulo-humérale Upadhyaya et al. (1990,
typel AD 4935 DUX4 Double homeobox 4 1992)
Wright et al. (1993)
van Deutekom et al. (1993)
Gabellini et al. (2002)
Van der Maarel et al. (2005)
Gabellini et al. (2006)
Petrov et al. (2006)
Lemmers et al. (2010)
Dystrophie Structural maintenance of de Greef et al. (2010)
musculaire facio- AD 18p11.2 SMCHD1 | chromosomes flexible hinge Sacconi et al. (2012)
scapulo-humérale domain containing 1 Lemmers et al. (2012)
type2 Sacconi et al. (2013)
Dystrophie AD 17921-g23 PTRF Polymerase | et cavin-1 Hayashi et al. (2009)
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LGMD1A AD 5931 MYOT Myotiline Speer et al. (1992)
Hauser et al. (2000)
LGMD1B AD 1922 LMNA Lamine A/C van der Koo et al. (1997)
Muchir et al. (2000)
Worman et Bonne (2007)
LGMD1C AD 3p25 CAV3 Caveoline-3 Minetti et al. (1998)
McNally et al. (1998)
LGMD1D AD 7936.2 DNAJB6 HSP-40 Speer et al. (1999)
Sarparanta et al. (2012)
Harms et al. (2012)
LGMD1E AD 2935 DES Desmine Messina et al. (1997)
Greenberg et al. (2012)
Hedberg et al. (2012)
LGMD1F AD 7932 TNPO3 Transporine 3 Palenzuela et al. (2003),
Melia’et al. (2013)
Torella et al. (2013)
LGMD1G AD 4921 HNRPDL Heterogeneous nuclear Starling et al. (2005)
ribonuclear-protein D-like Vieira et al. (2014)
LGMD1H AD 3p25.1-p23 ? Bisceglia et al. (2010)
LGMD2A AR 15qg15.1 CAPN3 Calpaine-3 Beckmann et al. (1991)
Young et al. (1992)
Richard et al. (1995, 1997)
LGMD2B AR 2p13 DYSF Dysferline Bashir et al. (1994)
Bashir et al. (1998)
Liu et al. (1998)
Ben Othmane et al. (1992)
LGMD2C AR 13q12 SGCG Gamma-sarcoglycane Azibi et al. (1993)
Noguchi et al. (1995)
McNally et al. (1996)
Piccolo et al. (1996)
LGMD2D AR 17q12- SGCA Alpha-sarcoglycane Roberds et al. (1994)
g21.33 Piccolo et al. (1995)
Passos-Bueno et al. (1995)
Ljunggren et al. (1995)
Carrie’et al. (1997
LGMD2E AR 4q12 SGCB Beta-sarcoglcane Lim et al. (1995)
Bonnemann et al. (1995)
LGMD2F AR 5q33 SGCD Delta-sarcoglycane Passos-Bueno et al. (1996)
LGMD2G AR 17q12 TCAP Telethonine Moreira et al. (1997)
Moreira et al. (2000)
LGMD2H AR 9q31.2 TRIM32 | Tripartite contenu motif 32 Weiler et al. (1998)
Frosk et al. (2002)
LGMD2I AR 19g13.3 FKRP Protéine lié a la Fukutine Driss et al. (2000)
Brockington et al. (2001a)
LGMD2J AR 2931 TTN Titine Hackman et al. (2003)
LGMD2K AR 9934 POMT1 Protéine 0-mannosyl Balci et al. (2005)
transférasel D’Amico et al. (2006)
LGMD2L AR 11p14.3 ANO5 Anoctamineb Jarry et al. (2007),
Bolduc et al. (2008,2010),
Hicks et al. (2011)
LGMD2M AR 9931-933 FKTN Fukutine Murakami et al. (2006)
Godfrey et al. (2006)
LGMD2N AR 14924 POMT2 Protéine 0-mannosyl Biancheri et al. (2007)
transférase?
Protéine lie 0-mannose Godfrey et al. (2007)
LGMD20 AR 1p34 POMGNT1 betal,2-N- Clement et al. (2008)
acetylglucosaminyl- Raducu et al. (2012)
transférasel
LGMD2P AR 3p21 DAG1 Dystroglycane Hara et al. (2011)
LGMD2Q AR 8924 PLEC1 Plectine Gundesli et al. (2010)
LGMD2R AR 2935 DES Desmine Cetin et al. (2013)
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LGMD2S AR 4935.1 | TRAPPC11| Trafficking Protein Particle | Bdgershausen et al. (2013)
Complex 11
LGMD2T AR 3p21.31 GMPPB GDP-Mannose Carss et al. (2013)
Phosphorylase B
LGMD2U AR 7p21 ISPD Isoprenoid synthase Tasca et al. (2013)
domain containing
LGMD2V AR 17925.3 GAA Alpha-1,4-Glucosidase Preisler et al. (2013)
Dystrophie Dolichyl-phosphate Lefeber et al. (2009)
musculaire avec AR 1922 DPM3 Mannosyltransferase
un déficiten Polypeptide 3
glycosylation
de type 10
Dystrophie \Valosin-Containing Protéin Liewluck et al. (2014)
musculaire 9p13-p12 VCP

scapulopéronéale et
syndrome de la téte
tombante

I11. Dystrophinopathies

Les dystrophies musculaires représentent I'ensemble des maladies musculaires associees a
des mutations du géne DMD. Leur transmission se fait selon un mode de transmission
récessive liée au chromosome X. Les femmes sont rarement touchées, sont généralement
asymptomatiques et transmettent la maladie a leurs garcons dans les deux tiers des cas.
(Letrucq et al., 2015)

La DMD est la forme la plus grave et la plus courante de dystrophies musculaires, affectant
1 garcon nouveau-né sur 4000. La forme alléligue de BMD est moins sévere, affectant
seulement 1 garcon nouveau-né sur 20 000. (Aartsma-Rus et al., 2016)
Ces deux formes alléliques résultent d'altérations qualitatives et/ou quantitatives du produit du
géne DMD : la dystrophine.

I11.1. Description clinique

111.1.1. Phénotype classique de la dystrophie musculaire de Duchenne

A la naissance, I’enfant atteint de DMD ne présente aucun signe clinique sauf un taux
anormalement élevé en créatine kinase (CPK). La maladie est généralement observee entre 2
et 5 ans, parfois précédées d’un retard a I’acquisition de la marche autonome (Fernandez et
al., 2010). Ces signes consistent en une perte progressive de la force musculaire évoluant
jusqu’a la perte totale de la marche avant I’age de 12 ans. Cette faiblesse musculaire
proximale et symétrique touche d’abord les membres inférieurs s’étendant progressivement

aux membres supérieurs (Connolly et al., 2013).
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A I’examen clinique, les patients sont caractérises par une hyperlordose (Figure 2 :A), une
démarche dandinante, marche sur la pointe des pieds (Figure 2 :B), des difficultés a se relever
du sol (signe de Gowers), des difficultés a marcher et a courir et a monter les escaliers ainsi
qu’une pseudohypertrophie (Figure 2 : C) des mollets secondaire notée dans presque tous les
cas (Blake et al., 2002).

Un retard mental est retrouvé dans 30% des cas et serait due a I’altération de I’isoforme
Dp71 cérébrale de la dystrophine (Anderson et al., 2002).

L'atteinte cardiaque aboutissant a une cardiomyopathie dans 40 % a 50 % des patients
atteints de DMD due au remplacement des cardiomyocytes, par du tissu conjonctif et fibreux
et qui reste un facteur clé de décés prématuré des patients (Bourke et al., 2018).

111.1.2. Phénotype classique de la dystrophie musculaire de Becker

Cliniguement, un enfant atteint de BMD se caractérise par un phénotype moins sévere que
la DMD avec des symptomes d’apparition plus tardive et une atteinte musculaire progressive
plus lente. L'apparition des premiers signes survient au début de I'adolescence, et parfois
méme plus tard, I’hypertrophie des mollets est un signe caractéristique et les crampes sont tres
fréquentes et représentent les premiers symptémes dans cette forme (Fernandez et al., 2010).

L’age de la perte de marche est variable et se situe généralement au début de 1’age adulte ;
mais parfois, dans certains cas, la marche autonome est conservée tres longtemps suite a une
évolution lente de la maladie (Fernandez et al., 2010) .

De plus, Certains patients restent pauci-symptomatiques tout au long de leur vie. Chez
certains patients, une atteinte cardiaque sévére peut survenir et reste la cause principale de

déces de cette forme de dystrophinopathie (Maggot et al., 2015).
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Figure 2 : Aspects cliniques d’un enfant atteint de maladie de Duchenne. (Fernandez et al.,

2010).

A. Attitude en hyperlordose.
B. Marche sur la pointe des pieds et légere hypertrophie des mollets.
C. présence d’une hypertrophie des mollets.

111.2. Géne DMD

111.2.1 Structure et organisation du géene

La cartographie du géne de la dystrophine et 1’établissement de son organisation ont été
rendus possible par I’isolement successif des sondes intronique, intragénique et des sous
clones d’ADN complémentaire.

En 1986 Monaco et son collaborateur ont effectué pour la premiére fois 1’isolement des
premieres portions de ce géne ; en 1987 kumkel a pu cloner le gene qu’il a nommé DMD, le
séquencage complet a été réalisé en 1987 par Koenig et ses collaborateurs (Koenig et
al.,1987)

Le géne DMD est localisé sur le bras court du chromosome X en Xp21.2 (Murray et al
.,1982), c’est le plus grand gene observé dans le génome humain ; représente 1% du

chromosome X et 0.1 % des chromosomes humains (Muntoni et al.,2003).
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La séquence codante est constitué de 79 exons d’une taille moyenne de 100 Pb en moyenne
séparées par des introns de tres grand taille pouvant atteindre 250 kb représentent 99% du
gene.

L’expression du géne DMD est sous le contréle de huit promoteurs tissus spéecifiques de
ceux-ci donne naissance a huit isoformes de la dystrophine (Figure 4) (Ervasti, 2007 ;
Leturcq, Tuffery-Giraud, 2015).

111.2.2. Isoformes issus des promoteurs tissulaires ou transcrits
Isoformes longues

A Tlextrémité 5° du géne, trois promoteurs régulent I’expression d’isoformes pleine
longueur de la dystrophine (427 kDa), Ces promoteurs, M (Muscle), B (Brain), P (Purkinje
cell), different par leur premier exon qui s’associe ensuite a 78 exons communs. (Leturcq,
Tuffery-Giraud, 2015).

» l’isoforme musculaire (promoteur Dp427M) exprimée majoritairement dans les
muscles squelettiques et cardiaques.

» D’isoforme cérébrale (promoteur Dp427B) dans les neurones du cortex et de
I’hippocampe.

» T’isoforme spécifique des cellules de Purkinje (promoteur Dp427P).

Isoformes courtes

Le gene de DMD posséde également quatre promoteurs internes qui donnent naissance a des

protéines plus courtes dépourvues de D’extrémité N-terminale de la dystrophine. Ces
promoteurs situés dans les introns 29, 44, 55 et 62 génerent des protéines a des poids
moléculaire différents exprimé comme suit (Muntoni et al., 2003 ; Leturcq, Tuffery-
Giraud, 2015).

» Ladystrophine de 260 kDa (Dp260) est exprimee dans la rétine.

> la dystrophine de 140 kDa (Dp140) est exprimée dans le cerveau, la rétine et le rein.

> la dystrophine de 116 kDa (Dp116) est exprimée dans les cellules de Schwann du nerf
périphérique.

> la dystrophine de 71 kDa (Dp71) est exprimée dans le cerveau, la rétine, le rein, le

foie et les poumons, mais aussi dans le muscle cardiaque
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Figure 3: localisation du géne DMD dans le chromosome X.
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Figure 4: Représentation du géne DMD et d’une partie de ses différentes iso formes (Muntoni et al.,
2003).
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(A) Les fléches indiquent la position des promoteurs mieux décrits le long de géne DMD, Les ligne
verticales noir représentent les 79 exons du géne.

(B)Représentent les isoformes les plus décrites.

I11.3. Dystrophine

I11.3.1 Structure et localisation

La dystrophine est une grande protéine de 3685 acides aminés (427kDa) en forme de
batonnet (Leturcq, Tuffery-Giraud, 2015). Sa structure est trés conservée entre les especes
humaines, c’est une protéine subsacrolemma (localisée a la face interne du sarcolemme) qui
fait partie du complexe de dystrophine —glycoprotéines. (DGC) qui forment un pont entre le
cytosquelette (filaments d’actine) et la matrice extracellulaire (Marques, 2004).
L’analyse moléculaire primaire de la structure de dystrophine permet de distinguer quatre
domaines distincts (Figureb) :
-Domaine N-terminal : contient un domaine de liaison avec 1’actine ABD1 (Actine binding
domaine).
-Domaine centrale : est le plus grand fragment, il comporte un deuxiéme domaine de liaison
d’actine (ABD?2), il est composé de 2850 acide aminé, répartie en (1 a 24) sequence répétée
similaire de spectrine et de quatre zones charniere (A a D), riche en proline et qui conférent la
flexibilité de de la protéine.
-Domaine riche en cystéine : composé de plus de 280 acides aminés, comporte deux sites de
fixation au calcium EF1 et EF2, site de fixation au zinc ZZ, et site implique dans 1’interaction
avec 3 -dystroglycane.
-Domaine C terminal : composé de 320 acides aminés, contient site de fixation d’actine. Cette
partie de la molécule interagit avec la membrane plasmique par I'intermédiaire d’une des

glycoprotéines associées (Le Rumeur et al., 2010).
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Figure 5 : Organisation de la protéine dystrophine, corrélé au gene (Fernandez et al., 2010).
111.3.2 Role de la dystrophine

La dystrophine est une protéine cytosqueletique sous-membranaire associée a la membrane

de surface interne, et incorporée dans une grande complexe macromolécule de protéines : le
complexe protéique associé a la dystrophine (DAPC). Ce complexe est composé de
dystroglycanes, sarcospan, dystrobrevines et la syntrophine .
Le DAPC joue un rdle structurel en assurant la stabilité de membrane et la transduction de
force pendant la contraction musculaire, considéré comme une protéine d’échaudage en
participant a la transduction de signaux a médiation extracellulaire vers le muscle
(Constantin, 2014).

La dystrophine participe également a la stabilisation des récepteurs de neurotransmetteurs et
des canaux ioniques comme les canaux calcique (Persiconi et al., 2020).
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Figure 6: Complexe protéique associés a la dystrophine (Fernandez et al., 2010).
111.4. Mutations touchant le gene DMD

L’origine génétique de la dystrophinopathie est soit I’absence totale de la dystrophine, ou
un déficit quantitatif et/ou qualitatif dans cette derniére.

La grande taille du géne DMD, contribue significativement & un taux élevé de mutations
spontanées ou de novo :

La majorité des mutations sont des délétions intragéniques (61%DMD, 81%BMD) et
duplications (13% DMD, 6% BMD) d’un ou plusieurs exons, puis, nous retrouvons des
mutations ponctuelles telles que les insertions et les substitutions. Il faut également souligner
qu’on peut avoir des mutations introniques profondes (Monaco et al., 1985 ; Tuffery-Giraud
et al., 2009 ;Abbs et al., 2010 ;Aartsma-Rus et al., 2016).

111.4.1 Délétions et duplications

Les etudes menées par différentes equipes ont montré que les délétions et les duplications
sont des mutations localisées tout le long du gene DMD ; résultant de cassures introniques ;

encadrant un ou plusieurs exons.

Les délétions intragéniques regroupent 61% a 81% des mutations des individus atteints de
DMD et BMD, la taille des délétions est tres variable allant de 0,5 kb & 2000 kb touchant
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préférentiellement deux points chauds dits "hot-spots™ mutationnels Xj et P20, ce dernier étant
plus fréquemment touché (Tuffery-Giraud et al., 2009 ; Abbs et al., 2010).

Les délétions les plus fréquemment rencontrées sont celles de I’exon 45 (1.7% des mutations
rapportées) et des exons 45-47 (1.5% de toutes les mutations) (Aartsma-Rus et al., 2006).

Le phénoméne de duplications d’un ou de plusieurs exons est plus rare que les délétions (6 a
13%). Contrairement aux délétions, les duplications se produisent plus fréquemment prés de
I'extrémité 5' du géne (hot spot Xj) (Mohammed et al., 2018) .

111-2-2 les mutations ponctuelles

Environ 13% a 20% des mutations responsable des dystrophies musculaires de Duchenne et
de Becker sont des mutations ponctuelles d’une ou plusieurs paires de bases ; tout le long du
géne DMD entrainant des conséquences variables sur la production et la qualité de la
dystrophine synthétisée (non fonctionnelle ou partiellement fonctionnelle ou avec fonction
normale) (Aartsma-Rus et al., 2006 ).

A ce jour, la base de données internationale (www.dmd.nl ) regroupe environ 32147
mutations ponctuelles, essentiellement de type non-sens avec une fréquence de 48% chez les
patients atteints d’une DMD et 24% chez les patients BMD.

De plus, les mutations faux sens sont les plus rare chez les patients DMD avec un taux de
1% contre 4% chez les patients BMD (Figure 8) ( Tuffery-Giraud et al., 2009).

Patients DMD Patients BMD

Duplications

Mutations
ponctuelles
13%

Duplications
14%

Mutations
ponctuelles
29%

Figure 7 : Distribution des mutations chez les patients DMD et BMD (Tuffery-Giraud et al., 2009)
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Figure 8: fréquence des différentes microlésions touchant le géne DMD chez les patients de DMD et
BMD (Tuffery-Giraud et al., 2009 ).

111.5. Corrélations génotype/phénotype

Les premieres corrélations génotype/phénotype ont été recherchées juste apres
I'identification des premiéres délétions. Cependant, la relation entre la taille, la localisation de
la mutation et la sévérité de la maladie n’était pas expliqué.

Apreés I’analyse détaillée du gene DMD. En 1988, Monaco a proposé un modele base sur la
conservation ou non du cadre de lecture, il a montré que, le phénotype de la dystrophie
musculaire de Duchenne (DMD) survient généralement lorsque les mutations entrainent un
changement de cadre de lecture qui cause un arrét de la transcription suite a 1’insertion d’un
codon stop prématuré donnant naissance a une protéine tronquée non fonctionnelle ou a
I’absence de celle-ci dans le muscle. Chez les sujets atteints de la dystrophie musculaire de
Becker (BMD), les mutations ne perturbent pas le cadre ouvert de lecture, ce qui permet la
production d’une dystrophine raccourcie ayant perdue une partie interne, mais qui conserve
pourtant une certaine fonctionnalité (Monaco et al., 1988).

Il n’y a aucune relation entre 1’étendue de la délétion et de la duplication (le nombre d’exons
delétés) et la gravité de la maladie, puisque de trés grandes delétions ont déja été observées
dans la forme de type BMD, et qu’a I’inverse, la délétion d’un seul exon a ét¢ identifiée dans
une forme grave de type DMD, notamment la délétion de I’exon 45 (Muntoni et al., 2003).

La régle de Monaco s’applique dans 96% des cas de DMD et dans 93% des cas de BMD
alors que pres de 10% des mutations géenétiques ne suivent pas la régle du cadre de lecture
(Aartsma-Rus et al., 2016).
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IV. Approche diagnostique

Il est trés important de pouvoir poser un diagnostic clair et précis quel que soit la
pathologie génétique soupconnée, l'intérét d'établir un diagnostic est préventif et curatif afin
d'envisager une thérapeutique.

Cependant, plusieurs éléments compliquent souvent le diagnostic de dystrophinopathies
notamment, la grande taille du géne DMD, le large spectre mutationnelle rendant 1’analyse
fastidieuse et couteuse.

Dans cette partie, nous mettrons les éléments diagnostiques permettant 1’identification des

dystrophinopathies :
IVV.1 Examens paraclinique

Suite a un tableau clinique et des données généalogique en faveur d’une dystrophie
musculaire progressive, il est nécessaire de faire des examens paraclinique pour conforter le
diagnostic primaire.

L’examen paraclinique repose sur le dosage des enzymes musculaires, en particulier le taux

de créatines kinase (CPK), et I’électromyogramme (EMG).
IV.1.1 Dosages des créatinines phosphokinases (CPK)

La créatine phosphokinase est une enzyme musculaire qui participe a la phosphorylation de
la créatine, et qui joue un role dans la contraction musculaire de cette derniére.

L'élévation du taux de CPK est tres précoce, elle peut survenir pendant la grossesse et avant
I'apparition des signes cliniques (avant I'dage de 5 ans), Néanmoins, des niveaux accrus de
cette enzyme est mesurée par dosage immunologique dans des taches de sang secheé et utilisé
pour le dépistage néonatal de la DMD (Moat et al., 2017).

Cette élévation peut étre utilisée comme biomarqueur plasmatique non spécifique pour
orienter le diagnostic vers une dystrophie musculaire progressives (Grounds et al., 2020). Ce

parametre paut varier d’une forme a une autre de DMP (Campana-Salort et al., 2008).
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IVV.1.2 Electroneuromyogramme (ENMG)

L'ENMG est un test qui mesure l'activité électrique des muscles lors d'une contraction par
de petits chocs €lectriques et permet d’analyser 1’activité électrique dans le muscle. Dans le
cas de la DMD/BMD, le trace électromyographique indique une lésion musculaire (myogene)
(Petiot et Urtizberea, 2004).

IVV.2.Etude de Biopsies musculaires

Suite aux examens cliniques et para-cliniques ayant confirmé une atteinte myogene, la
biopsie musculaire est un élément essentiel pour le diagnostic de la dystrophinopathie. Elle
permet de prélever une quantité de tissu musculaire deltoide ou quadriceps suffisante pour les

différentes analyses anatomopathologiques et histochimiques (Petiot et Urtizberea, 2004).

En effet, en cas de dystrophie musculaire, 'évolution de I'anomalie mesurée par la
présence de nombreuses fibres musculaires nécrosées et de dimensions anormalement
grandes, ainsi que des noyaux centralisés. Le tissus musculaire nécrosé se trouve
également remplacé par du tissu graisseux et fibreux (Deconinck, 2007).

L'utilisation des techniques d'immunohistochimie et de Western blot sur une méme biopsie

permet d'identifier la protéine déficiente :
IV.2 .1 Immuno -histochimie (IHC) et wastern —blot

L’immunohistochimie est fréquemment utilisée dans les cas de dystrophinopathies pour
visualiser la dystrophine au niveau d’une coupe musculaire congelée, en utilisant des
anticorps spécifiques monoclonaux ou polyclonaux, grace a la fixation d’anticorps dans
differents segments de la protéine, qui permet d’établir la présence et 1’absence, la localisation
et I’abondance de la dystrophine (Figure 9) (Arechavala et al.,2010) .

Le Western Blot (WB) peut étre utilisé Afin de confirmer les résultats diagnostiques
apportés par I’immunohistochimie (IHC) ou dans le but de mettre en évidence 1’absence de la
dystrophine non révélée par ce dernier. Il précise les anomalies de la dystrophine en termes de
quantité et de taille en montrant des bandes de quantité anormale ou de taille diminuée de la
protéine (Na et al., 2013).
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Normal Mild BMD Severe BMD umu

Figure 9 : Exemple de biopsie musculaire d’un muscle sain (A) et de patients atteints myopathies de
Becker (B et C) et patients atteint de myopathie de Duchenne (F) (Muntoni et al., 2003).

Dans le muscle sain, la dystrophine est localisée a la périphérie de chaque fibre musculaire.
Chez les patients atteints de BMD, il y a une expression faible et discontinue de la
dystrophine, et une expression « mosaique » dans différentes fibres chez les patients de DMD.

IVV.3. Diagnostic moléculaire

Le diagnostic génétique est obligatoire méme si la dystrophie musculaire est confirmée
par une biopsie musculaire. En effet, Ce diagnostic consiste a détecter des altérations
génétiques chez les patients atteints en ciblant directement le géne responsable de la forme
suspectée et mettre en évidence le changement intervenu a I’intérieur de 1’ ADN, et établir des
corrélations entre le phénotype et le génotype.

Gréce a I’évolution des techniques de biologie moléculaire qui facilitent la détection des
altérations génétiques de I’ADN. L’exploration du gene DMD a la recherche d’altérations

génétiques précises est indispensable (figure 10) (Abbs et al., 2010).
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Figure 10 : Organigramme de 'approche diagnostique des dystrophinopathies

» Recherche des grands remaniements (délétions /duplication)

La deétection des délétions et duplications constitue la premiere étape de diagnostic
génétique. Cependant, la PCR multiplexe était la technique la plus fréqguemment utilisées,
Cette approche initialement développée pour 1’étude des délétions les plus fréquentes dans le
géne DMD permet la détection de 98% des délétions en amplifiant simultanément 19 exons
situés dans deux régions mutationnelles nommées « hot spots P20 et Xj».

La MLPA (Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification), une technique a haute
résolution permettant de détecter toutes les anomalies quantitatives dans le gene DMD
(délétions, duplications, triplications) est aujourd’hui la technique de choix dans le diagnostic
de premiére intention des dystrophinopathies (Suh et al., 2017).

Une approche également recommandée, la CGH array, (Comparative Genomic
Hybridization), une approche qui facilite la détermination de toutes les altérations génétiques
sur toute la longueur du géne DMD (délétions, duplications et substitutions) (Aartsma-Rus et
al .,2016).

» Recherche des mutations ponctuelles

Dans le cas ou aucun grand remaniement n’a pu étre identifié par les techniques
précédemment citées, une nouvelle stratégie efficace dans le diagnostic moléculaire des
DMD/BMD a la recherche de petites variations nucléotidiques est le séquencage a haut débit,
ou NGS (Next Generation Sequencing) qui permet d’identifier les mutations ponctuelles, les
petites insertions/délétions, mais aussi les défauts quantitatifs comme les cas de délétions

exoniques partielles (Roucher Boulez et al., 2015 ; Liu et al.,2018).
» Etude des transcrits

Certaines variations, telles que les mutations introniques profondes, sont indétectables
méme avec le NGS, dans ce cas 1’analyse des transcrits (ARNm) est obligatoire. L’ARNm de
la dystophine musculaire est transcrit en ADNc par la technique de RT-PCR (Reverse
Transcription Polymerase Chain Reaction), puis séquencé par la methode Sanger (Abbs et
al.,2010). Cette technique permet de mettre en évidence les mutations ponctuelles ayant une
conséquence sur 1’épissage, aussi bien dans les régions de consensus d’épissage que dans les

zones profondes introniques (Roucher Boulez et al., 2015).
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VI- Traitement actuel et essai thérapeutique : Approche thérapeutique

Actuellement, il n’existe aucun traitement curatif efficace pour les dystrophinopathies

En effet, de nombreuses approches thérapeutiques ont été développées afin de corriger des
défauts génétiques, ralentir la progression de la pathologie et améliorer la qualité de vie des
patients.

Trois approches thérapeutiques sont particulierement intéressantes et présentent des
avantages par rapport aux autres approches et qui sont désignées comme les plus susceptibles
de conduire a un traitement efficace : approche pharmaceutique ; thérapie cellulaire ; thérapie

génique.
VI-1 Approche pharmacologique

A T’heure actuelle, différentes stratégies pharmacologiques sont en cour de développement.
Parmi ces stratégies :

V1-1-1- Saut d’exon

Le saut d’exon est une thérapie prometteuse pour la DMD qui a été proposé en 1995 par
Takeshima et al et fait actuellement I’objet d’essais cliniques. L’idée de corriger un ARN
messager mutant due a des mutations qui entrainent un décalage dans cadre de lecture par
¢limination d’un ou plusieurs exons, avec utilisation des oligonucléotides qui dirigent
I’épissage du pré ARNm et les conduits a une maturation correcte afin de produire une

version plus courte mais fonctionnelle de dystrophine (Mohammed et al., 2018) .

Les oligonucléotides sont des molécules antisens complémentaires a I’ARNm de la
dystophine ; ces molécules sont des ARNs/ADNs synthétises artificiellement et modifiés de
facon a ce qu’ils soient capables de se lier & des sites spécifiques du pré ARNm, ce qui
conduit a un saut d’exon qui ne sera plus reconnue par la machinerie d’épissage. Les AOS les
plus utilisés sont le 2’Omethyl-ribo-oligonucléoside phosphophorothioate (20Me) et le
phosphorodiamidate-morpholino-oligomers (PMOs) (Yakota et al., 2009, Pichavant et al.,
2011).
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Le saut d’exon est une approche spécifiqgue a la mutation (dépend de la taille et de
I'emplacement de la mutation), Les 5 principaux exons mutés trouves chez les patients atteints
de DMD étaient I'exon 51 (14 % du total mutations/21 % de délétions), exon 53 (10 %/15 %),
exon 45 (9 %/13 %), exon 44 (7 %/11 %) et exon 43 (7%/11%) (Asher et al., 2020).

a Deletion of exon 50
Exon 49 Intron 49/50 Exon & Intron 51 Exon & Pre-mRNA
N s
Splicing “« >
S
- " + —
B QL O:to-rame mANA
-
No dystrophin
b AO
[ E > Intron 49/50 o " Tntron 51 = Exon 62| Pre-mRNA
*\ ——
. =
Splicing M "

\ -

Truncated dystrophin

Figure 11 : Représentation schématique d’une stratégie de saut d’exon (Pichavant et al., 2011).

a) L'absence de I'exon 50 du géne de la dystrophine conduit a un ARNm hors cadre créant un codon
stop prématuré dans I'exon 51, interrompant ainsi la synthése de la dystrophine lors de la traduction.
(b) Utilisation d'un ciblage d'oligonucléotides anti sens (AO) exon 51, cet exon est sauté lors de
I'épissage. Cela restaure I'ouverture cadre de lecture de la transcription et permet la synthése d'un
dystrophine supprimée.

VI-1-2- Aminoglycosides

Parmi les mutations qui causent la DMD, les mutations non-sens avec 10 a 15% conduisent

a un arrét prémature de la synthese de la dystrophine.

Les antibiotiques de la famille des aminoglycosides sont des molécules qui ont la capacité
d’interagit avec la machinerie traductionnel du ribosome (sous unité 40S). Cette interaction
sert a I’introduction d’un acide aminé dans les codons stop d’ARNm ce qui permet a la
machinerie traductionnel de poursuivre la traduction de ’ARNm (Zhou et al. 2006;
Yoshizawa et al., 2010 ;Pichavant et al., 2011 ; Sun et al., 2020).
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Ces antibiotiques tels que la gentamicine et I’Ataluren conduisent a une expression de la
dystrophine dans tous les muscles qui résulte une stabilisation de la force musculaire ainsi

modeste une amélioration de la vie des patients (Pichavant et al., 2011).

Les effets secondaires de la gentamicine exposent les patients a un risque de néphrotoxicite,
neurotoxicité, cytotoxicité, risque d'infections liées aux ports de perfusion intraveineuse et la
toxiciteé rénale et résistance bactérienne. Pour réduire les effets indésirables de la gentamicine,
un autre antibiotique, la négamycine et son analogue ont été développés. Deux analogues de

la négamycine développés en 2017(Heo, 2020 ; Sun et al., 2020).
V1-2- Approche cellulaire

A Theure actuelle, la thérapie cellulaire est considérée comme un traitement palliatif
potentiel, mais non curatif au plan systémique, car limité a certaines zones d’injection dans le
corps. Les approches de thérapie génique sont de plus en plus nombreuses, élaborées, et
fructueuses, mais thérapies géniques et cellulaires sont par essence complémentaires parce
que les capacités de régénération d’un muscle déja dystrophique méme aprés « réparation »
génique sont a priori trop limitées pour permettre un gain fonctionnel utile. Ceci est
particulierement avéré pour les petits muscles fonctionnellement nécessaires a 1’autonomie
des personnes (muscles de la main). Localement, cette approche pourrait toutefois permettre
de préserver ou d’améliorer la qualité de vie des patients; le caractére invasif temporaire de

cette procédure n’invalide pas son utilité thérapeutique finale (Vilquin et Braun, 2019).
VI1-3- Approche génique

Le concept de thérapie génique est de délivrer une copie du géne DMD dans la fibre
musculaire de patientes afin de récupérer la fonction musculaire. Cette stratégie de transfert
est réalisée par différents outils et par I'une des deux voies suivantes : ex vivo ou in vivo.

Geéne ex Vvivo, leur efficacité et dépend de I’expression du transgene (Asher et al., 2020).

Le remplacement du gene DMD se fait par introduction des vecteurs transgéniques sur le
squelette de fibre musculaire de patients DMD, la grande taille de I’ADNc de la dystrohine
est difficile d’utilisation car la capacité conditionnelle des vecteurs est insuffisante de
délivrer I’ADNc complet méme si actuellement les nouveaux vecteurs plasmides non viraux
peuvent contenir de larges insert ,il est également possible d’utiliser un ADNc partiellement

tronqué mais aboutissant a une protéine qui conserve certaines fonctions méme si certaines
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séquences manquent, afin d’obtenir ce qu’on appelle « mini-dystrophine » « ou « micro-
dystrophine » lorsque la partie c-terminale est enlevée (Pichavant et al., 2011 ;Salmaninejad
et al., 2020).

L’analyse de résultats de nombreuses souris transgéniques montre une amélioration du
phénotype avec une apoptose réduite dans les fibres musculaires qui dépend du nombre
d’exons de la région centrale de la dystrophine transgénique. L’amélioration de la force

musculaire n’atteint jamais la force des souris sauvages (Harish et al., 2015).

Les principaux problemes de cette stratégie, la possibilit¢ d’une réponse immunitaire
inflammatoire, risque de mutagénése puisque une fraction des vecteurs s’intégre au génome.
Jusqu'a présent, les essais cliniques ont montré des événements relativement indésirables a
faible risque chez les patients, les plus courants étant une élévation transitoire des enzymes
hépatiques. Rarement, cela a été accompagné d'augmentations transitoires de la bilirubine. La
fréquence observée de la toxicité hépatique est nettement inférieure a celle observée dans de

nombreux médicaments pharmacologiques utilisée (Asher et al., 2020).
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Matériel et méthodes

Ce travail a été réalisé au sein du laboratoire de Biologie cellulaire et moléculaire de
I’université des sciences et de la technologie Houari Boumedienne, entre Janvier et
Mai 2022. Il avait pour objectif de poser un diagnostic moléculaire précis sur des
patients présentant un diagnostic clinique de dystrophinopathie. Pour plus de
transparence, il est important de préciser que les différentes techniques de Biologie

moléculaire ont été realisees par une tierce personne.

Dans un deuxiéme temps et dans I’optique de se préparer a administrer une thérapie
aux patients chez qui le diagnostic est confirmé, nous nous somme attelé a faire une
recherche des biomarqueurs spécifiques aux dystrophinopathies. Marqueurs qui seront

d’une grande utilité pour 1’évaluation de I’efficacité d’un traitement.

| - Recherche d’altérations génétiques par criblage direct

1.1. Patients

Notre travail a porté sur un groupe de 24 patients suivis dans le service de
neurologie a I'Etablissement hospitalier Spécialisé en Appareil Locomoteur Ben-
Aknoun (Hopital professeur Boukhroufa Abdelkader). Apres examen clinique et
enquéte familiale, établissement des arbres généalogiques, dosage de créatine kinase
et électromyographie, le diagnostic de dystrophie musculaire progressive a été posé.
Apres que les patients aient été informés de I'analyse génétique a effectuer et que
leurs consentements aient été obtenus, des prélévements d’échantillons de sang ont été

effectués.
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Tableau Il : Données cliniques relatives aux patients étudiés dans ce travail.

Les patients Age (ans) Age de débutde | Agede la Consanguinité
la maladie perte de la
marche
P1 6 ans 5ans Marche encore | Oui
P2 9ans 4ans Marche encore | Oui
P3 10ans 2 ans et demi Marche encore | Non
P4 12ans 4ans 10ans Non
P5 7ans 6ans Marche encore | Oui
P6 10ans 4ans 9ans Non
P7 13ans 5ans Marche encore | Oui 2°™ degré
P8 5ans 3ans Marche encore | Oui
P9 13ans 8ans Marche encore | Non
P10 l4ans 4ans 13ans Non
P11 16ans 9ans Marche encore | Oui 2°™ degré
P12 1lans 5ans Marche encore | Oui (les grands
parents du
coté paternel)
P13 5ans 3ans Marche encore | Non
P14 12ans 7ans Marche encore | Non 2°™ degré
P15 8ans 5ans Marche encore | Non
P16 18ans 8ans 12ans Oui 3°™ degré
P17 sans 3ans Marche encore | Non
P18 9ans 5ans Marche encore | Oui 2 °™ degré
P19 12ans 5-6ans Pas de perte de | Oui 3 *™ degré
la marche mais
trés déficitaire
P20 4ans 17 mois marche Marche en Non
digitigrade cours
P21 4ans -17 mois marche ? Non
digitigrade
- Chute fréquente
-Impossibilite de
se relever du sol
P22 13ans 10ans Marche Oui
préservée
P23 10ans 3ans 8ans Non
P24 7ans 18 mois marche Difficulté de la | Oui
digitigrade marche a I’age

de 3ans (signe
de Gowers)
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1.2 Méthodes

1.2.1 Extraction de ’ADN génomique total a partir du sang
périphérique par la méthode de relargage par les sels « Salting-Out »

Principe

Le principe d’un « Salting Out » c’est une déshydratation suivie d’une précipitation

des protéines par une solution de chlorure de sodium saturée.

Aprés précipitation des protéines, I’ADN est précipité par de 1’éthanol puis repris en

suspension (Jeannesson, 2007).

L’objectif de 1’utilisation des solutions salines (solvant non organique) pour
I’extraction de I’ADN est d’¢éliminer par précipitation sélective les protéines dans un

lysat cellulaire (Brown, 2010).

Solutions

-Solution de lyse des globules rouges (SLR)
- Solution de lyse des globules blancs( SLB)
- SDS ; Protéinase K et NaCl .

- Ethanol 100%

- Eau DNase/RNase

Mode opératoire

1. Prélever 10 ml de sang total dans un tube avec anticoagulant.

2. Transférer le sang dans un tube de 50 ml.

3. Completer a 40 ml avec la solution SLR, puis mettre les tubes dans de la glace
pendant 20 min.

4. Centrifuger a 3.000 tpm pendant 10 min, puis éliminer le surnageant constitué de
globules rouges lysés.

5. Répéter les deux précédentes étapes jusqu’a obtention d’un culot blanc.

6. Re-Suspendre le culot constitué de globules blancs dans 9 ml de solution SLB, puis
ajouter 1 ml de SDS 10% et 20 pl de Protéinase K (10 mg/ml).

7. Incuber durant toute une nuit a 37°C sous agitation.

8. Ajouter 1 ml de NaCl 6 M et agiter vigoureusement pendant 15 sec.

9. Centrifuger a 3.000 tpm pendant 15 min a 4°C.
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10. Transférer le surnageant dans un tube de 50 ml.

11. Ajouter 2.5 volumes d’Ethanol 100% et mélanger doucement par retournement
jusqu’a apparition de la méduse d’ADN.

12. Récupérer la méduse avec une pipette Pasteur et la transferer dans un microtube
de 1.5 ml.

13. Laver la méduse avec 1 ml d’Ethanol 70% puis €éliminer 1’éthanol.

14. Laisser sécher I’ADN a température ambiante.

15. Re-suspendre I’ADN dans de 1’eau DNase/RNase free.

16. Conserver a +4°C.

1.2.2 Recherche par PCRs multiplexes de délétions intragéniques

dans le géne DMD
Principe

La PCR multiplexe est une variante de la PCR classique. Elle consiste a amplifier
simultanément plusieurs régions différentes de ’ADN en utilisant les couples
d’amorces correspondant aux différents locus a analyser et qui sont introduits dans le
méme tube réactionnel. Les conditions d'amplification étant fixées pour un méme tube
dans lequel ont lieu plusieurs réactions différentes.

Les principaux avantages de cette adaptation technique est la réduction du co(t et la

diminution du temps de réalisation.

La PCR multiplexe se révele difficile, mais tres utile et d’une importance énorme
lors de I’exploration d’un grand géne ou d’un géne avec un grand nombre d’exons

comme le géne DMD (79 exons).
Solutions

- Tampon PCR
- MgCI2 - dNTPs (meélange de dATP, dTTP, dGTP, dCTP, a 10 mM)
- Amorces sens et reverse

- Taq polymérase
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Mode opératoire

La recherche de délétions intragénique dans le géne de la dystrophine par deux
PCR multiplexe permet d’explorer en globalité 19 exons en ne ciblant que les points
les plus fréqguemment délétés « deux hots spots mutationnels Xj et P20 »: la PCR
multiplexe de Chamberlain et la PCR multiplexe de Beggs (Chamberlain et al.,
1988; Beggs et al., 1990). Cette technique permet de détecter 98 % des délétions

retrouvées dans 70 % des cas de dystrophinopathies.

L’amplification simultanée de 19 exons du gene de la dystrophine s’effectue par
deux mélanges d’oligonucléotides I et II permettant 1I’amplification de 10 exons et 9
exons simultanément : PCR multiplexe de Chamberlain permet d’amplifier les régions
comprenant les exons 4, 8, 12, 17, 19, 44, 45, 46, 48 et 51, alors que la PCR
multiplexe de Beggs permet d’amplifier en méme temps les régions comprenant le
promoteur musculaire PM et les exons 3, 6, 13, 43, 47, 50, 52 et 60.
1-Chacune des deux PCRs multiplexes a été réalisée dans un volume total de 50 pl

contenant :

- 250 ng d’ADN génomique.

- 1.5 mM de dNTPS.

- 25 pmol de chacune des amorces (sens et reverse) selon le pool.
- 6.7 mM de MgCl2.

- 5 U de Taqg polymerase.

- un tampon d’amplification 1x final.

2. Les réactions PCR ont été réalisées dans un thermocycler programmé pour exécuter
le profil suivant :

PCR de Chamberlain et al. (1988)

-94°C, 7 min

- [94°C, 30 sec - 53°C, 30 sec - 65°C, 4 min] 23x

- 65°C, 7 min

- 4°C, infini

PCR de Beggset al. (1990)

-94°C, 7 min

- [94°C, 30 sec - 53°C, 30 sec - 65°C, 4 min] 25x
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- 65°C, 10 min
- 4°C, infini

> Révélation des profils d’amplification par PCRs multiplexes

Principe

Les produits de PCR sont ensuite analysés dans une électrophorése sur un gel
d’agarose, qui permet de contrdler le produit afin de confirmer la bonne réussite de
I’amplification, et que la PCR s’est déroulé correctement, et permettant aussi
d’apprécier qu'il y ait effectivement un produit d'amplification (dans notre Protocol,10
fragments pour PCR multiplexe de Chamberlain ,et 9 fragments de celle de Beggs )
(Chamberlain et al., 1988; Beggs et al., 1990). Elle permet également de vérifier si
une éventuelle contamination de I’ADN est survenue et qu’il n’existe pas
d’amplifications parasites grace au controle négatif (Sambrook et al., 1989).

Cette électrophorése permet également la détection de délétions dans les exons

criblés. En effet, si I'un des exons amplifiés est manquant, il s'agit d'une délétion.

Solutions

- Tampon TBE (Tris-Borate-EDTA) 1x (89 mM Tris, 89 mM Acide borique, 2 mM
EDTA, pH 8.0).

- Bromure d’éthidium (10 mg/ml) (Sigma-Aldrich®).

- Bleu de dép0t (0.05% Bleu de bromophénol, 60% Glycérol).

- Marqueur de poids moléculaire 100-Base pair ladder (1 pg/ml) (Invitrogen®).

Mode opératoire

1. Préparer un gel d’agarose a 2.5% dans du tampon TBE 1x supplémenté de bromure
d’éthidium a une concentration finale de 0.5 pg/ml.

2. Préparer les échantillons :

30 pl de produit PCR + 6 ul de Bleu de dépot 87

3. Déposer les échantillons et le marqueur de poids moléculaire dans le gel et laisser
migrer a 100 V pendant 3-4 heurs .

4. Réveler les produits d’amplification par exposition du gel sous rayons UV.
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Résultats et Discussion

I. Recherche par PCRs multiplexes de délétions intrageniques dans le
gene DMD

1.1 Analyse clinique et généalogique

Le groupe de patients que nous avons étudié dans notre cadre de travail était composé de
24 patients présentant un phénotype clinique de dystrophinopathie recruté au niveau du
service de neurologie a I'Etablissement hospitalier Spécialisé en Appareil Locomoteur
Ben-Aknoun (Hopital professeur Boukhroufa Abdelkader), qui ont été recrutés entre 2018
et 2020.

1.1.1 Données cliniques

Les patients que nous avons étudiés présentent les caractéristiques générales suivantes :

J Sexe masculin

. Faiblesse musculaire proximale avec signe de Gower positif chez certains
patients

. Taux serique éeleve de CPK

. Tracé EMG réveélant une atteinte myogene

Dans notre panel, les premiers signes de la maladie étaient en moyenne de 5 ans (entre
17mois et 10 ans), alors que 1’dge moyen de diagnostic était de 10 ans (entre 4ans et 18ans)
(Figurel2). Dans une étude menée sur 81 patients, Dey et ses collaborateurs ont rapportés
que chez 80% des patients 1’age des premiers symptomes est de 5 ans (Dey et al., 2015).
Alors qu’une autre étude réalisée sur 384 Italiens de phénotype DMD D’amico et ces

collaborateurs ont rapportés un dge moyen de diagnostic de 4ans (D’amico et al., 2017).

Cependant, la répartition des différents signes de début de la maladie dans notre
recrutement est en conformité avec 1’histoire et I’évolution naturelle des formes classiques
de ces affections, il s’agit d’une faiblesse musculaire et d’une hypertrophie des mollets, des
difficultés a la marche, difficultés a courir, a se lever du sol et a monter les escaliers. Ces
résultats sont semblables a ceux qui sont décrits par plusieurs auteurs avec des fréquences

plus ou moins variables (Bushby et al., 2010 ; Mohammed et al., 2018 ).
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1.1.2 Données généalogiques

D’aprés, ’enquéte familiale et I’établissement des arbres généalogique au moment de la
consultation au niveau de 1’hopital. Aucune atteinte des parents ni des sceurs n’ont été
signalés. Cependant, dans certaines familles, nous avons pu identifier plusieurs individus de
sexe masculin atteints ce qui conforterait le mode de transmission récessif lié au

chromosome X relatif aux dystrophinopathies.

Contrairement aux taux de consanguinité rapportée dans la population générale algérienne
(38,3%) (Enquéte sur la consanguinité en Algérie, 2007). Dans notre étude le taux de
consanguinité est estimé a 54 ,17%, ce pourcentage comprend la consanguinité de premier

et de second degré (Figurel3).

Pourcentage
%

50%
45%
40%
35%
30%
25%
20%
15%
10%

5%

0%

<5ans 5ans - 10 ans

Figurel2: Répartition des cas selon 1’age des premiers signes cliniques.
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45,83%

® Mariage consanguin
Mariage non consanguin

Figurel3 : Répartition des familles selon la consanguinité.

I .2 Mise en évidence de délétions intragéniques dans le gene DMD chez des patients
présentant un phénotype de dystrophinopathie

La dystrophie musculaire de Duchenne (DMD) et de Becker (BMD) sont deux formes
alléliques d’une dystrophie musculaire progressive ; due a des altérations moléculaires dans

le gene DMD codant pour une protéine musculaire : la dystrophine.

Les différentes altérations qui affectent le géne DMD sont regroupées en trois grands
groupes : les délétions intragéniques les plus étendues représentant environ 70 — 81 % des
mutations ; affectant un ou plusieurs exons , des mutations plus rares de type duplications
représentant environ 5 -10 % affectant des régions plus ou moins large du géne DMD , et
enfin les mutations ponctuelles qui touchent n’importe quelle région du gene ; avec une
proportion de 20 % des mutations (Tuffery-Giraud et al., 2009 ).

Grace a la grande taille du géne DMD ; il est difficile et lourd d’explorer la totalité des
exons du géne DMD.

Dans notre travail nous avons recherché en priorité les delétions intrageniques les plus
fréguemment rencontré dans ce gene, siégeant préférentiellement au niveau des deux sites
mutationnels « hot-spots », Xj et P20, qui regroupent ensemble 98% des altérations
délétionnelles intragéniques. Nous avons donc ciblé spécifiquement ces deux sites en
amplifiant plusieurs exons simultanément de 24 patients par deux PCR multiplex, celle
décrite par Chamberlain et al. (1988) (que I’on désignera PCR de Chamberlain) permettant
d’amplifier les exons 4, 8, 12, 17, 19, 44, 45, 46, 48 et 51, et celle décrite par Beggs et al.

(1990) (qu’on nommera PCR de Beggs) permettant d’amplifier une région du promoteur
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musculaire PM et les exons 3, 6, 13, 43, 47, 50, 52 et 60 (Chamberlain et al., 1988; Beggs
etal., 1990).
La révélation des produits d’amplification par électrophorése indique la présence ou

I’absence des exons en indiquant la délétion intragénique d’un ou des exons absents
(Figure 14) (tableau I11).
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Figure 14(a) : Profils d’amplification obtenus chez les patients de notre panel présentant des délétions allant
de la région Xj a la région P20 du géne DMD et du patient présentant une délétion du promoteur apres
électrophorése sur gel d’agarose 2.5% des produits des deux PCRs multiplexes de Chamberlain et al.(1988)
(a)et de Begges et al.(1990)(b). En haut de chaque gel sont indiqués les exons d’amplification ciblant le géne

DMD ;T:témoin sain ;P : patients. Les points rouges indiquent les exons manquants.
Le sens de migration est haut > bas.
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Figure 14 (b): Profils d’amplification obtenus chez les patients de notre panel présentant des délétions allant
de la région Xj a la région P20 du gene DMD et du patient présentant une délétion du promoteur apres
électrophorese sur gel d’agarose 2.5% des produits des deux PCRs multiplexes de Chamberlain et al.(1988) et
de Begges et al.(1990). En haut de chaque gel sont indiqués les exons d’amplification ciblant le gene
DMD ;T:témoin sain ;P : patients. Les points rouges indiquent les exons manquants.

Le sens de migration est haut > bas.
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Tableau I11: Résultat des deux PCRs multiplex de Chamberlain et al. (1988) et Beggs et

al. (1990) chez nos patients.

Patients PCR Chamberlain PCR Beggs Etendu

P1 Aucune délétion Aucune délétion

P2 Aucune délétion Aucune délétion

P3 Aucune délétion Aucune délétion

P4 Aucune délétion Aucune délétion

P5 Aucune délétion Aucune délétion

P6 Aucune délétion Délétion de 1’exon 50 Exon 51

P7 Aucune délétion Aucune délétion

P8 Aucune délétion Aucune délétion

P9 Délétion de ’exon 4 Délétion d’exons 3 et 6 Exons 346

P10 Délétion d’exons 8 et 12 Aucune délétion Exons 8 & 12

P11 Aucune délétion Aucune délétion

P12 Aucune délétion Aucune délétion

P13 Aucune délétion Aucune délétion

P14 Aucune délétion Aucune délétion

P15 Délétion d’exons 45 et 48 et Délétion d’exons 50 et 47 | Exons 45 a 52
51 et 46 et 52

P16 Aucune délétion Aucune délétion

P17 Délétion d’exon 51 Délétion d’exons 50 et 52 | Exons 51 a 52

P18 Aucune delétion Aucune delétion

P19 Aucune délétion Aucune délétion

P20 Aucune delétion Délétion d’exon 6

p21 D¢élétion d’exons 45 et 48 et Délétion d’exons 50 et 47 | Exons 45 a 50
46

P22 Aucune délétion Aucune délétion

P23 Délétion d’exon 45 Aucune délétion Exon 46

P24 Délétion d’exon 48 Délétion d’exon 50 Exons 48 & 50
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1.2.1 -Fréquences et répartition des délétions dans différents pays

Le tableau IV résume les données rapportées par une étude réalisée par Rite Selvatici et
ces collaborateurs en 2021 sur 328 patients référés par 10 pays d'Europe de I'Est
(Pologne, Hongrie, Lituanie, Roumanie, Serbie, Croatie, Bosnie, Bulgarie, Ukraine et
Russie) et 2 pays non européens (Algérie et Chypre) dans le but d'identifier les mutations
du géne DMD (Tableau V) (Rita Selvatici et al., 2021) .

Etant donné que notre panel est réduit, nous ne pouvons pas extrapoler ni faire d’analyse
statistique sur la fréquence des délétions avec les différents pays de cette étude car ils ont
considérés qu’il y appartenant de deux groupes de patients distincts I’Europe d’Est et
I’ Algérie ; Chypre n’a pas été inclut car elle a deux cas seulement. D’aprées la notion de
distribution des mutations chez les patients atteints de DMD d'Europe de I'Est (A) et
d'Algerie (B) (Rita Selvatici et al., 2021). Les mutations non-sens étaient les mutations les
plus fréquentes chez les patients d'Europe de I'Est, représentant (31 %) des types des
mutations chez les patients atteints de DMD, suivies des délétions (29%). Les délétions
étaient les mutations les plus fréquentes chez les patients algériens (77 %), tandis que les
variations non-sens, décalage de cadre, épissage des sites canoniques, duplications et

mutations faux-sens sont les moins fréquentes (Rita Selvatici et al., 2021).

Nous n'avons observe aucune corrélation entre I'étendue d'une délétion, sa localisation et
la gravité clinique de la maladie associée. Pour certains cas avec des délétions dans les
deux régions de délétion a haute fréquence, l'effet prédit sur le cadre de lecture
traductionnelle de I'ARNmM de la dystrophine résultant n'était pas corrélé avec le phénotype
de la maladie associée (Baumbach et al., 1989). Nous verrons plus bas que cela n’a pas été

le cas pour notre panel puisque des corrélations ont pu étre mises en évidence.
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Tableau 1V : Répartition et données genéalogiques des patients dans des pays européens

et non européens (Rita Selvatici et al., 2021).

Pays Patients Négatif Positif pour | DMD | BMD | Nombre totale
inscrits pour la la mutation et frequence
mutation DMD des délétions
DMD
Algérie 68 16 52 39 9 36 (77%)
Bosnie 1 0 1 1 0 0
Bulgarie 12 0 12 11 1 1(9%)
Croatie 5 0 5 4 1 0
Hongrie 14 5 9 9 0 1(11%)
Lituanie 6 2 4 4 0 0
Pologne 66 30 36 31 1 2(7%)
Roumanie 62 25 37 29 7 23(14%)
Russie 1 0 1 1 0 0
Serbie 2 0 2 2 0 0
Ukraine 89 27 62 56 5 25(38%)
Chypre 2 1 1 1 0 0
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1.2.2-localisation des délétions

L’analyse des résultats de nos PCR multiplexe nous a permis de montrer que 9 des 24
patients (37.5%) présentaient une délétion d’un ou de plusieurs exons. ce qui confirme le
diagnostic clinique de dystrophinopathies révélées chez ces patients (Figure 15).

La majorité des délétions que nous avons identifié dans notre pool de malades (19 /24 ;
75%), se produit dans la partie centrale du géne (région 3’ du géne) alors que (6/24 ; 25%)
surviennent dans la région 5° du géne (Figure 16).

Conformément aux études précédentes (Bladen et al.,2015 ; Mohammed et al.,2018 ;
Zhao et al., 2018), nous avons noté que la distribution des larges délétions est non
aléatoire. En effet, elles étaient regroupées en deux régions du géne DMD : point chaud Xj
et point chaud P20.

Les résultats montrent également que la longueur de la région délétere dans le site distale
(point chaud P20) était relativement importante, tandis que pour le site proximal, les

délétions étaient de moins grande importance avec seulement 6 exons délétés en moyenne.

62.5% /

m Patients avec délétion
Patients sans délétions

Figure 15: Fréquence des délétions dans notre recrutement du malade.
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Figure 16 : Pourcentages des délétions chez nos patients dans les points chauds Xj et P20.
1.2.3 Corrélations génotype —phénotype

La regle de Monaco décrite en 1988, a montré que le phénotype des dystrophinopathies
dépend de la conservation du cadre de lecture ou non, les mutations qui maintiennent un
cadre de lecture dans les transcrits mutés permettent la synthése une dystrophine tronquée
partiellement fonctionnelle, ceci conduit a un phénotype du type BMD.

Cependant, dans le phénotype DMD, les mutations perturbant le cadre de lecture donnaient
un ARN instable et la production d’une protéine non fonctionnelle ou totalement absente
(Monaco, 1998).

De ce fait, nous avons tenté de prédire ’effet réel des délétions sur le processus de
traduction en se basant sur la séquence de référence du géne DMD (Référence dans la
bangue de données NCBI : NM_004006), et ainsi de mettre en évidence la corrélation
entre le génotype et le phénotype. Ceci nous a permis de faire ressortir les patients chez qui
il y’avait un décalage ou non du cadre de lecture (Tableau V).

Sur I’ensemble des patients présentant une délétion intragénique dans le géne DMD
(9patients), 8 patients montrent une corrélation avec la regle des cadres de lecture (regle de
Monaco).

L’analyse de I’ensemble des délétions, nous a permis de conclure que toutes les
mutations sont des mutations hors phage qui entrainent un décalage du cadre de lecture,
s’étalant de la région 5’ a la région centrale 3° du géne DMD. Ces mutations affectaient les
patients P6 (50), P10 (8-10), P15 (45-52), P17 (50-52), P21 (45-50), P23(45) et P24 (48-
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50) chez qui le phénotype semblait sévere de type DMD et conduit a 1’absence total de
dystrophine dans le muscle .

Dans notre étude une exception de la regle est notée chez le patient 9 de phénotype
BMD. Ce dernier présente une mutation hors phase qui décale le cadre de lecture (3-6).
Cette observation a éte également été rapportée par d'autres chercheurs et été bien
documenté. En effet, des études ont montré que les mutations hors cadre avant I'exon 8
entrainent un phénotype BMD, ceci est di a la présence d’un site alternatif d’initiation de la
traduction dans I’exon 6 ou I’exon 8 qui sont activés par certaines mutations favorisant
ainsi une réinitiation de la traduction du géne DMD permettant la synthése d’une

dystrophine tronquée présentant une fonctionnalité partielle (Aartsma-Rus et al.,2016) .

Théoriquement, la correction du cadre de lecture peut étre obtenue en sautant un ou deux
exons flanquant une délétion, en sautant les exons dans le cadre contenant une mutation
non-sens, ou en sautant les exons dupliqués. Cela se traduirait par des protéines similaires a

celles trouvées chez divers patients atteints de BMD (Aartsma-Rus et al., 2003).
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Tableau V : Corrélation entre le génotype et le phénotype clinique.

Patients Délétion Effet prédit Phénotype clinique
P6 Exon 50 Décalage de cadre de lecture DMD
P9 Exons 3-6 Décalage de cadre de lecture BMD
P10 Exons 8-12 Décalage de cadre de lecture LGMD2C
P15 Exons 45-52 | Décalage de cadre de lecture LGMD2C
P17 Exons 50-52 | Décalage de cadre de lecture LGMD2C
P21 Exons 45-50 | Décalage de cadre de lecture DMD
P23 Exon 45 Décalage de cadre de lecture LGMD2C
P24 Exons 48-50 | Décalage de cadre de lecture
DMD
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1.3 Patients ne présentant pas de délétions dans le gene DMD

Sur les 24 patients étudiés pour la mise en évidence de delétions intragéniques du géne

DMD, 15 (62,5%) patients ne présentaient aucune altération dans les régions ciblées.

Pour ceux-ci nous présenterons un certain nombre de possibilités qu’il serait intéressant
d’explorer :
-Les patients pourraient présenter d’autres délétions intragéniques dans d’autres régions
differentes de celles que nous avons amplifiees par les deux PCRs multiplexes de
Chamberlain et al. (1988) et de Beggs et al. (1990).
- Les patients pourraient avoir un autre type de mutations différent de celui des délétions
intragéniques, soit des altérations de type duplication ou de petites mutations ponctuelles, le
Protocol PCRs multiplexes utilisé dans notre étude ne nous permet pas d'identifier les
autres mutations, mais nous pouvons les rechercher par Southern blots ou MLPA, et par
séquencgage respectivement.
- Les patients pourraient étre atteints par un autre type de dystrophie musculaire
progressive et qui partagerait des symptémes cliniques avec celles des dystrophinopathies,
ou ils auraient une affection neuromusculaire différente. Si aucun type de mutation n’est
identifié, il est nécessaire de reprendre les examens cliniques et paracliniques
complémentaires pour un autre diagnostique (criblage protéique par western blot ou par

immunohistochimie).

- Les patients présenteraient une dystrophie musculaire dont le locus/gene est encore

aujourd’hui inconnu.
1.4 Patients présentant des délétions intragénéques dans le gene DMD

Pour 9 patients /24 le diagnostic de dystrophinopathie a été clairement posé. 1l a en effet
été confirmé sur le plan génétique.
Pour ces patients, une prise en charge adaptée doit étre proposée aux patients. De plus, ces

individus représentent des sujets candidats aux nouveaux traitements thérapeutiques.

Ces traitements €tant toujours a I’échelle expérimentale, il est nécessaire de déterminer
(ou mettre en place) des outils puissants permettant d’évaluer leur efficacité. Parmi ces
outils, les biomarqueurs se révélant étre des molécules de choix. Qui profitent au patient

non seulement en améliorant la prise en charge avec des traitements déja existants mais
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aussi en facilitant le développement de nouvelles thérapies. Ces approches visent a traiter
les dystrophinopathies sur une base moléculaire comprennent la thérapie par saut d’exon et
I’administration d’une version plus courte de la dystrophine (minidystrophine) médiée par
'AAV.

Les CK, Myoglobine, Aldolase, Lactate déshydrogénase se sont des biomarqueurs fiables
de la dystrophie musculaire depuis longtemps, et ils ont utilisés pour évaluer le niveau de
Iésions musculaires et de nécrose ainsi que pour I’efficacité des thérapies potentielles, mais
ils ne sont pas toujours fiables car ils sont facilement affectés par le stress corporel, comme
I’exercice, I’age...ect. De plus, ils sont également perturbés dans d’autres formes de

myopathies, ce qui en fait des marqueurs non spécifiques.

Une équipe a ainsi montré une dérégulation de plusieurs miARNSs dans des échantillons
de tissus musculaires de patients atteint de 10 troubles musculaires différents , ils ont inclus
dans 1’étude cing miARN (miR-146b, miR-155, miR214, miR-221, miR-222) qui étaient
systématiquement dérégulés dans chaque échantillon. Ces miARN ont par la suite été
nommes « dystromiR ». Ils peuvent étre impliqués dans la réponse cellulaire aux

dommages musculaires.
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Tableau VI : miRNAs circulants dérégulés dans le serum des patients DMD.

Les miRs Modéle La description Références
animale
experimenté
miR-222 Chien Refletent les altérations cardiaques | Becker et al., 2016
GRMD structurelles et non fonctionnelles chez
les patients DMD
miR-1 Surexprimé dans le sérum des patients | Cacchiarelli et
DMD et favorise la différenciation al, 20.11 ;
Zaharieva et al.,
musculaire 2013 et Zeng et
al., 2014
miR-21 Souris La réduction de I'expression de miR-21 | Morgoulis et al.,
c2c12 réduit la fibrose 2019 : Zanotti et
al., 2015
miR-31 Souris mdx | L'inhibition augmente le sauvetage de | Fiorillo et al.,

. . 2015 ; Cacchiarelli
miR-146b la dystrophine etal., 2011
miR-374a
miR-29 Sourismdx | Le traitement avec le miR-29 | Wangetal., 2012

synthétique ralentit la fibrose et

favorise la régénération musculaire

Au vu de ces différents profils de miARNSs

dérégulés, de nombreuses équipes ont

cherchés a éetudier les profils de ces miARNs dans le sérum, dans I’espoir de trouver des

marqueurs de la maladie pouvant étre potentiellement utilises comme cibles thérapeutiques

dans le traitement.

Un profil particulier des miARNSs dans les muscles des patients atteints de DMD ainsi que

de souris mdx a également été décrit et une augmentation de 1’expression de miARNS

impliqué dans le fibrogéne tissulaire a savoir les miR-21, miR-29. D’autres études ont

révelé que miR-34c et miR-708 étaient régulés positivement dans les cellules DMD et leur

inhibition entraine une expression accrue de nNOS, en indiquant que ces miARN sont

modulateurs de 1’activité de la nNos. Une autre étude a montré qu’il existe trois miARN

(miR-146, miR-374a, miR-31) qui régulent I’expression de la dystrophine.
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On conclus que les mIARN (miR-21, miR-29, miR-146, miR-374a, miR-31, miR-
146,miR-374a,miR-31) détectés dans le sérum chez les patients DMD pourraient
potentiellement servir d’outils pour améliorer le diagnostic et le traitement de la DMD, en

tant que biomarqueurs cibles thérapeutiques.
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Conclusion

Dans notre travail, en se basant sur une suspicion clinique de dystrophinopaties, nous avons
pu montrer une proportion d’individus de sexe masculin ciblés par PCRs multiplexes
présentant une délétion d’un ou plusieurs exons dans le géne de la dystrophine, démontrant

ainsi que cette approche est tres efficace pour le diagnostic des dystrophinopathies dans notre
pays.

La recherche de corrélation entre le remaniement de I’ADN et le phénotype clinique
nous a permis de conclure qu’il n’y a pas de corrélation entre la taille délétionnelle et
I’évolutivité de la maladie et d’établir des liens étroits entre 1’anomalie moléculaire et le
tableau clinique (hypothese de Monaco). Selon cette hypothése, une délétion perturbant le
cadre de lecture entrainerait un phénotype sévére alors qu’une délétion respectant le cadre de
lecture, entrainerait un phénotype Becker. Nous avons remarqué que 1’étude de la protéine
(dystrophine) est indispensable pour confirmer le diagnostic clinique surtout chez les malades
qui ne présentent pas de délétions du géne DMD. Pour cela il faut une analyse systématique

de biopsies musculaire avec Western blot et immunohistochimie.

La thérapie génique et cellulaire semble le seul moyen pour guérir les patients souffrant de
DMD ou BMD. Pour cela, les recherches dans ces domaines ouvrent 1’espoir pour de
nombreuses familles. Le temps permettra de savoir si ces espoirs €taient motivés ou s’ils

furent source de désillusions.

En fin, la mise en évidence de biomarqueurs sériques spécifiques aux dystrophinopathies est
important pour I’évaluation de nouveaux traitements thérapeutiques et certains miRNA

semblent étre de trés bons candidats dans ce cadre-la.
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