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> Cette année, la Société Francaise de Myologie (SFM) organise
ses 20% Journées. Que de chemin parcouru depuis qu’une petite
équipe de pionniers s’est réunie autour de Michel Fardeau pour
donner naissance a cette société savante d’un genre nouveau a
I'orée des années 2000 !

Depuis sa création, la diversité de ses acteurs est un marqueur
fort de la société qui regroupe les équipes de recherche et les pro-
fessionnels de santé impliqués, de prés ou de loin, dans I’étude
du tissu musculaire, sain ou pathologique. Sont ainsi concernées
une multitude de disciplines médicales (neurologie, pédiatrie,
cardiologie, pneumologie, génétique, médecine interne, rééduca-
tion fonctionnelle, imagerie, réanimation et bien d’autres) et de
nombreuses disciplines biologiques comme la biologie cellulaire
et moléculaire, la biochimie, I'histopathologie musculaire, la phy-
siologie, etc. La lecture de cette simple liste a la Prévert illustre
bien la pluridisciplinarité de notre communauté. Des les pre-
miéres Journées de la SFM (JSFM) & Caen en 2003, la société s’est
donnée pour but de fédérer toutes ces équipes venues d’horizons
si divers afin d’accroitre les échanges et augmenter ainsi la visibi-
lité de la Myologie a I’échelle nationale et internationale.

Les JSFM sont progressivement devenues LE temps fort annuel ot
les myologues ont pris ’habitude de se retrouver grace au travail
sans reldche des présidentes et présidents successifs de la SFM :
Michel Fardeau, Claude Desnuelle, Frangoise Chapon, Giséle Bonne
et Emmanuelle Salort-Campana et leurs bureaux respectifs.

€n 20 ans, les JSFM ont gagné en maturité et chaque comité local
d’organisation a apporté sa pierre a I’édifice avec en soutien des
partenaires industriels, institutionnels mais aussi associatifs dont
celui de ’AFM-Téléthon. Le congres annuel est désormais structuré
autour de temps forts attendus par tous : les journées d’enseigne-
ment (en partenariat avec FILNEMUS), la session de cas cliniques
(avec le concours du Groupe d’€tudes en Myologie ou GEM), sans
oublier les sessions de myologie fondamentale. Ces derniéres ont
pris le relais du « Club Myogenése » depuis les JSFM de Grenoble
en 2012, et permettent de mettre plus en valeur les jeunes cher-
cheurs en myologie ainsi que leurs travaux. Le soutien tout par-
ticulier apporté aux jeunes est une des grandes forces de la SFM.
Il sS’exprime aussi a travers la politique de prix décernés chaque
année par la SFM: prix Master, prix Coup de pouce, prix Impulsion,
prix Communications orales et affichées dont le prix Isabelle Penis-
son-Besnier (en mémoire d’une de nos plus regrettées consceurs
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La Société Francaise de Myologie
féte ses vingt ans !

Guilhem Solé

myologues). Nous sommes particuliérement fiers de plusieurs lauréats du prix
Master qui, depuis 2007, ont poursuivi une carriere remarquée dans le domaine de
la Myologie et qui représentent, a I’évidence, I’avenir de notre discipline. Beaucoup
d’entre eux sont sont d’ailleurs des contributeurs réguliers des Cahiers de Myologie.
Fédérer les énergies, c’est aussi s’ouvrir aux autres. Les JSFM accueillent réguliere-
ment d’autres sociétés savantes comme les sociétés italiennes AIM (Association
italienne de Myologie) et IIM (Interuniversity Institute of Myology) & Marseille,
ou la Société Frangaise de Neuropédiatrie a Toulouse. Cette année, les JSFM de La
Baule seront adossées au congrés international d’€ENMG pédiatrique. La SFM est
aussi un membre fondateur et actif du CoSSAF, le College des Sociétés Savantes
Académiques de France. Le lien avec ’AFM-Téléthon est ancien, solide et appelé a
durer : c’est notamment grdce a cette collaboration que sont réguliérement édités
Les Cahiers de Myologie que vous tenez entre vos mains.

De nombreux liens d’amitié se sont créés aux JSFM et, pour cela, rien ne vaut un
moment de convivialité. Tous ceux qui y ont participé gardent surement un souve-
nir ému de quelques grands temps forts de nos journées : un diner sous le regard de
statues parfois intimidantes a Angers en 2011, une danse a I’'Opéra de Montpellier
en 2013, un tour de manége ancien a Paris en 2014 ou une déambulation en milieu
aquatique a Brest en 2018. Que les autres organisateurs ne m’en veuillent pas pour
cette énumération forcément subjective et incomplete. Cet esprit de convivialité
s’est encore renforcé avec la création du Muscle Quizz qui permet de tester, certes,
les connaissances des jeunes (mais aussi des moins jeunes) myologues, mais aussi
et surtout d’apprendre de nombreux mots et expressions en marseillais, en gaga
ou en occitan. Gageons que nous parlerons brezhoneg comme de vieux loups de
mer a I'issue des présentes Journées bauloises de la SFM.

Je suis slr que le bon vent venu de I’Atlantique poussera les voiles de la SFM sous
les meilleurs auspices pour s’engager dans les vingt prochaines années.
Myologiquement vétre. ¢

The French Society of Myology celebrates its 20* birthday!

LIENS D’INTERET

L'auteur déclare n’avoir aucun lien d’intérét concernant les données publiées dans cet article.

Guilhem Solé

CHU de Bordeaux

Coordinateur du Centre de Référence neuromusculaire AOC
Président en exercice de la SFM depuis 2022.
guilhem.sole@chu-bordeaux.fr

TIRES A PART
G. Solé



médecine/sciences 2023 ; 39 (hors série n®1) : 6-10

m's

médecine/sciences

>La myopathie centronucléaire autosomique
(AD-CNM)
congénitale rare caractérisée par une faiblesse

dominante est une myopathie
musculaire et par la présence de noyaux centraux
dans les fibres musculaires en absence de tout
processus de régénération. UAD-CNM est due a des
mutations du gene DNM2 codant la dynamine 2
(DNM2), une volumineuse GTPase impliquée dans le
trafic membranaire intracellulaire et un régulateur
des cytosquelettes d’actine et de microtubules.
Les mutations de la DNM2 sont associées a un
large éventail clinique allant de formes séveres
néonatales a des formes moins graves a début plus
tardif. La signature histopathologique inclut une
centralisation nucléaire, une prédominance et une
atrophie des fibres lentes, ainsi que des travées
sarcoplasmiques en rayons de roue. Pour expliquer
la dysfonction musculaire, plusieurs mécanismes
physiopathologiques affectant des étapes clés
de I’homéostasie musculaire ont été identifiés.
lIs incluent des défauts du couplage excitation-
contraction, de la régénération musculaire, des
mitochondries ou de ['autophagie. Plusieurs
approches thérapeutiques sont en développement,
en particulier la modulation de I'expression de
la DNM2 pan-allélique ou ne ciblant que I’allele
muté, ouvrant ainsi la porte a des essais cliniques
dans cette pathologie. <

Les myopathies centronucléaires (CNM) appar-
tiennent au groupe des myopathies congénitales et
sont caractérisées par incidence élevée de noyaux
anormalement placés au centre des fibres mus-
culaires, et ce en I"absence de tout processus de
régénération. Ces maladies neuromusculaires ont
été décrites pour la premiere fois en 1966 par Spiro

Vignette : Microscopie électronique d’une fibre musculaire d’un patient atteint de
CNM autosomique dominante ot on I’observe la centralisation nucléaire.
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La myopathie
centronucléaire
liée au gene

de la dynamine 2
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et collaborateurs [1] qui 'ont nommée initialement myopathie
myotubulaire en référence a la présence de noyaux centraux comme
observé au stade de développement embryonnaire du muscle. Par la
suite, trois formes distinctes de CNM ont été identifiées lesquelles
correspondent a trois modes différents de transmission génétique.
La forme récessive liée au chromosome X (également appelée
myopathie myotubulaire, XLMTM) se caractérise par une hypoto-
nie sévere et une faiblesse musculaire généralisée a la naissance.
Uissue est souvent fatale dans les premiéres années de vie du fait
de I'insuffisance respiratoire. Le géne MTMI responsable de la XLMTM
code la myotubularine (MTM1), une phosphoinositide phosphatase
clé du du métabolisme des phosphoinositides et du trafic membra-
naire [2, 3]. Les formes autosomiques sont quant a elles associées a
un éventail clinique plus large allant de formes néonatales séveres a
des formes tardives moins séveres. La CNM autosomique dominante
(AD-CNM) est due a des mutations dans le géne DNM2 codant la
dynamine 2 (DNM2), une protéine principalement impliquée dans
I’endocytose et le trafic membranaire intracellulaire. Des mutations
dans le géne BINI codant I’amphiphysine 2 (BIN1), un partenaire de
la DNM2 dans I’endocytose, ont été initialement décrites dans des
familles atteintes de la forme autosomique récessive [4] mais éga-
lement dans la forme dominante [5]. Beaucoup plus rarement, des
mutations dans les génes MTMRI4 [6], RYRI [7,81, SPEG [9] et TTN
[10] ont été rapportées chez des patients avec un diagnostic com-
patible avec une CNM. La prévalence avant 18 ans a été estimée a
moins de 1 sur 100000, avec une contribution différente en fonction
du géne incriminé : MTMI (45 %), DNM2 (15 %), RYRI (10-15 %) et
BINI (< 5%) [11]. €nviron 20 % des patients resteraient encore sans
diagnostic moléculaire.



La myopathie centronucléaire liée au géne codant
la dynamine 2

Plusieurs phénotypes cliniques associés aux mutations de la DNM2 ont
été rapportés chez les patients AD-CNM. lls vont de formes Iégeres
chez I’adulte a des formes sévéres néonatales. Le phénotype classique
correspond cliniquement aux formes légéres et tardives de I’enfance
ou de "adulte dans lesquelles les premiéres mutations de la DNM2 ont
été identifiées [12]. En général, aprés une grossesse et un accouche-
ment sans particularités, les acquisitions motrices sont typiquement
retardées, en particulier la marche puis la montée des escaliers et la
course. La faiblesse des muscles squelettiques touche principalement
les muscles du visage et des membres, 'atteinte étant souvent plus
prononcée dans les muscles distaux que dans les muscles proximaux
[13, 14]. La faiblesse musculaire est lentement progressive et une
perte d’autonomie peut survenir apres la cinquantaine. association
avec un ptosis et une ophtalmoplégie est fréquente, ainsi que des
rétractions du tendon d’Achille et une diminution des réflexes tendi-
neux. Chez la grande majorité des patients, les fonctions respiratoire
et cardiaque sont préservées.

Les mutations de la DNM2 causent aussi des formes sporadiques de CNM
sévére a début néonatal [15]. Les enfants présentent généralement un
déficit musculaire généralisé, une hypotonie, un visage plus ou moins
atone avec béance buccale, un ptosis et une ophtalmoplégie. Des
rétractions du tendon d’Achille, une scoliose, une ouverture réduite de
la machoire, une atrophie prononcée des mollets peuvent compléter le
tableau clinique, & "exception de toute atteinte cardiaque [15,16]. La
faiblesse musculaire est au premier plan dans les membres inférieurs
ol les muscles distaux sont plus sévérement affectés que les muscles
proximaux. L’évolution peut étre fatale [17] ou lentement progressive
[16, 18] avec parfois le développement d’un syndrome respiratoire
restrictif & un dge plus avancé [15, 18]. Entre la CNM tardive & évolu-
tion lente et la forme néonatale plus séveére, les mutations de la DNM2
conduisent aussi a des formes intermédiaires comme des phénotypes
plus tardifs que les formes néonatales, mais plus sévéres et avec une
progression plus rapide qu’observé dans la forme tardive [19].

Les biopsies musculaires des patients présentent trois caractéristiques
morphologiques : 1) une disposition radiale des travées sarcoplasmiques
conférant I'aspect dit « en rayons de roue » par les techniques histochi-
miques oxydatives (Figure 1A), 2) une centralisation nucléaire, et 3) une
prédominance et une hypotrophie des fibres musculaires de type 1. Cette
triade histopathologique a été presque exclusivement trouvée dans la
CNM associée a la DNM2. Les coupes longitudinales révelent des chaines
de noyaux situées au centre des fibres. Cependant, chez les jeunes
enfants, cette association caractéristique peut étre absente ou quanti-
tativement moins importante [15]. Une augmentation du tissu intersti-
tiel peut étre présente mais sans nécrose ni régénération associées.

Dynamine 2, mutations et physiopathologie

La dynamine 2 est une GTPase de haut poids moléculaire (Figure 1B)
[20] composée de: 1) un domaine GTPase responsable de I’hydrolyse
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du GTP, 2) un domaine central (middle domain) impliqué
dans I'auto-assemblage de la DNM2 et dans le chan-
gement de conformation induit par I"hydrolyse du GTP,
3) un domaine d’homologie & la pleckstrine (PH) inte-
ragissant avec les phosphoinositides membranaires, en
particulier le phosphoinositide 4,5-bisphosphate, 4) un
domaine effecteur de GTPase (GED) participant & I’auto-
assemblage de la DNM2 et agissant comme un activateur
de GTPase, et 5) un domaine riche en proline (PRD)
contenant plusieurs motifs SH3 d’interaction protéine-
protéine [21]. La DNM2 s’oligomérise en spirale au cou
de vésicules membranaires naissantes pour permettre la
scission de la membrane et la libération des vésicules.
Au niveau de la membrane plasmique, la DNM2 est ainsi
impliquée dans I’endocytose dépendante et indépen-
dante de la clathrine. La DNM2 joue ce rdle également
dans la formation de vésicules a partir de comparti-
ments intracellulaires. Par ailleurs, plusieurs études ont
mis en évidence le role de la DNM2 comme régulateur des
cytosquelettes d’actine et de microtubules [20].

Cest en 2005 que les premiéres mutations dominantes
du gene DNM2 ont été identifiées, d’abord dans une
variante de maladie de Charcot-Marie-Tooth [22]
puis dans la CNM autosomique dominante (AD-CNM)
quelques mois plus tard [12]. Depuis, le spectre des
mutations de la DNM2 s’est étendu a 35 mutations
dominantes pour la CNM (Figure 1B) et 10 pour la mala-
die de Charcot-Marie-Tooth. Par ailleurs, une mutation
de la DNM2 (p.Arg719Trp) a été décrite dans la paraplé-
gie spastique héréditaire autosomique dominante [23]
ainsi qu’une mutation homozygote (p.Phe379Val) dans
un syndrome congénital létal [24]. Un niveau normal
de DNM2 est mesuré dans les cellules et les muscles de
patients AD-CNM [12, 24-26] et les souris n’exprimant
que 50 % de dynamine 2 (souris knock-out hétéro-
zygotes) ne développent pas de phénotype évident [27].
Ces résultats montrent d’une part que les protéines
mutées sont stables et normalement exprimées, et
d’autre part que les mutations de la DNM2 ne sont pas
associées a une haploinsuffisance. De plus, la surex-
pression de DNM2 dans le muscle de souris entraine un
phénotype mimant une CNM causée par la surexpression
de protéines mutées [28]. Des protéines mutantes
purifiées présentent une plus grande capacité a s’auto-
assembler et une augmentation de Iactivité GTPase
basale [29, 30] en accord avec un effet gain de fonction
des mutations. Par ailleurs, les mutations de la DNM2
peuvent conduire a une oligomérisation aberrante de la
DNM2 a des sites cellulaires anormaux, ou empécher le
désassemblage de I’hélice de DNM2 aprés hydrolyse du
GTP, suggérant I'existence d’un effet dominant négatif
pour ces mutations [29, 31, 32].



A Noyaux centraux Rayons de roue
-~~~

[

=

=3

-

o

(]

1

£

o

S

N

=

=

L)

(]

©

2

]

c

o

()

NADH-TR
B S619L
R523G S9N | (op
R522H 624ins-AG
A618D
R369W RS22CI 415, G624V
R3690 V5206 V625del
R518H ||| E540K P627H
€368K D614N P62TR _
€3680 (F372C ¢ ocel || pe11k KDQ629-631del-ins
R1990 R364C V3;54(365W €560K P647R R7180Q
| £556K 1€650K

Figure 1. Caractéristiques histopathologiques et mutations de la DNM2 dans
la myopathie centronucléaire autosomique dominante. A. Caractéristiques
histopathologiques de biopsies musculaires de patients adultes. Coloration
histochimique représentative des muscles deltoides de patients et de témoins
sains. HE : Hématoxyline-éosine. NADH-TR : Nicotinamide adénine dinucléo-
tide-tétrazolium réductase. B. Représentation des 5 domaines protéiques de
la DNM2 et des 35 mutations causant la CMN. PH : Pleckstrin homology. GED :
GTPase effector domain. PRD : Proline-rich domain (images de IUnité de Mor-

phologie Neuromusculaire de Institut de Myologie, Paris).

Dans les fibres musculaires, la DNM2 est principalement localisée
au niveau de la bande | du sarcomere mais est aussi présente a la
jonction neuromusculaire, dans la région périnucléaire. Elle co-
localise partiellement avec le réseau de microtubules et le réticulum
sarcoplasmique longitudinal [28, 29] suggérant une implication de
la DNM2 dans un large éventail de processus cellulaires et donc un
impact potentiel étendu de ses mutations sur la fonction musculaire.
C’est précisément ce qu'ont montré les études physiopathologiques
dans des modeéles animaux, des cellules de patients ou par surex-
pression de DNM2 mutantes in vitro et in vivo. On peut également
citer des altérations de I’homéostasie du calcium [33, 34], de la
jonction neuromusculaire [35,36], du couplage excitation-contrac-
tion [37], de l'organisation spatiale des noyaux [38], du nombre
de cellules satellites et de la capacité régénérative du muscle [38,
391, de "autophagie [40, 41], du cytosquelette d’actine et du trafic
actine-dépendant [42], du cytosquelette de desmine [43, 44] et des
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mitochondries [45, 46]. Limpact sur les microtubules
des mutations a I'origine de la CNM n’a pas été étu-
dié en détail mais on notera toutefois le défaut de
localisation de mutants de la DNM2 au centrosome, le
centre majeur d’organisation des microtubules [12].
Les résultats concernant ’endocytose dépendante
de la clathrine restent controversés, certaines études
montrant une altération [47, 48] quand d’autres
montrent une absence d’effet [49, 501, tout ceci sug-
gérant un effet dépendant du type cellulaire, de la
mutation étudiée ou de son niveau d’expression.

Approches thérapeutiques

A ce jour, il n’y a pas de traitement pour ’AD-CNM liée
au gene codant la dynamine 2 mais plusieurs approches
sont en cours d’exploration. La présence de symptomes
similaires a ceux rencontrés dans certains syndromes
myasthéniques congénitaux a conduit a évaluer I’effi-
cacité d’inhibiteurs de I"acétylcholinestérase chez cing
patients [35]. Un bénéfice fonctionnel a été obtenu
mais le traitement a été interrompu ou la dose réduite
chez plusieurs patients en raison d’effets secondaires
gastro-intestinaux. La possibilité de reprogrammer
’ARN messager de la DNM2 par trans-épissage a été
démontrée dans le muscle de souris adultes mais a un
taux trop faible pour pouvoir espérer un impact fonc-
tionnel dans un muscle pathologique [51].

U'absence d’haploinsuffisance a ouvert la voie au déve-
loppement d’approches thérapeutiques par réduction
de 'expression de la DNM2. Une approche d’invalidation
allele-spécifique par ARN interférence a été développée
afin d’éteindre spécifiquement I'expression de I'allele
muté sans affecter I’alléle sauvage. Le triple avantage
de cette approche est de combiner : 1) la spécificité de
’ARN interférence permettant de discriminer entre deux
séquences ne différant que par un nucléotide, 2) I’effi-
cacité de I’ARN interférence assurant un haut niveau
d’invalidation, et 3) la sécurité de I’approche alléle-
spécifique qui permet de maintenir un niveau d’expres-
sion nécessaire au bon fonctionnement cellulaire en
épargnant I’alléle sauvage. Une preuve de concept a
été obtenue pour la mutation DNM2 la plus fréquente
(p.Arg465Trp) dans des fibroblastes cutanés issus de
patients et, a I’aide d’un vecteur viral adéno-associé
(AAV) dans un modeéle murin [52]. Le rétablissement
d’un phénotype normal est complet chez les jeunes
souris du modéle knock-in-Dnm2R5W* et partiel chez
les souris plus dgées présentant un phénotype mus-
culaire plus prononcé, ceci en raison d’une efficacité
réduite de la transduction du muscle par le vecteur viral
[52]. Leffet bénéfique obtenu chez la souris jeune est



toujours présent un an apres 'injection unique de I’AAV thérapeutique
[53]. Par ailleurs, des siRNA polyvalents capables d’invalider les ARNm
mutés, quelle que soit la mutation, ont été développés et ont montré
leur efficacité dans des fibroblastes de patients. Ces siRNA ne ciblent
pas directement la mutation mais sont dirigés contre deux polymor-
phismes (SNP) non pathogénes du géne DNM2 qui sont fréguemment
hétérozygotes dans la population. Le principe de cette approche est
de déterminer si 'un des SNP est hétérozygote chez un patient donné
et d’utiliser alors le siRNA dirigé contre la version du SNP située sur
PARNm muté. Un ciblage spécifique de I'allele muté a également été
obtenu au niveau génomique en utilisant la technologie CRISPR/Cas9
dans des myoblastes du modéle murin knock-in-Dnm2™%"* et dans
des cellules de patients [54].

€n prenant en compte I’hyperactivation de la DNM2 causée par ses
mutations, I'intérét d’une réduction globale ciblant les deux alléles de
la DNM2 a également été démontré. Un bénéfice thérapeutique a été
obtenu par une réduction d’environ 50 % de la DNM2, grdce a des shRNA
ou des oligonucléotides antisens conduisant a la dégradation des ARN
messagers 4 la fois dans le modéle murin knock-in-Dam2f65W* [55]
2561+ ce dernier, mimant la forme
la plus sévere de CNM autosomique dominante [45]. Ces résultats ont
ouvert la voie a un essai clinique pour transférer cette approche thé-
rapeutique aux patients. Malheureusement, cet essai clinique utilisant
des oligonucléotides antisens a été interrompu pour des problémes de
tolérance, soulignant I'importance de poursuivre I'optimisation des
molécules thérapeutiques et les études physiopathologiques. €n plus
de ces approches visant a réduire Iexpression de la DNM2, la surex-

pression de I’amphiphysine 2 (BIN1) par un vecteur AAV a également
PRAGSW/+

et dans le modéle knock-in-Dnm

montré son efficacité dans le modele de souris knock-in-Dnm
[56] apportant un nouvel exemple de thérapie croisée ou la modu-
lation d’un gene muté dans une forme de CNM améliore le phénotype
d’une autre forme de CNM [57-61].

Conclusion

Aprés la description initiale de la myopathie centronucléaire en 1966,
plusieurs études importantes, non rapportées ici, ont permis de mieux
caractériser les aspects cliniques et histopathologiques de la maladie,
indispensables au diagnostic et au suivi des patients. Aujourd’hui, la
suspicion diagnostique de CNM dépend largement de I'analyse histo-
pathologique associée a des caractéristiques cliniques et aux données
de I'IRM musculaire. Pour la forme de CNM autosomique dominante,
une étape importante a été franchie en 2005 avec I'identification du
gene responsable de la maladie par I’équipe de Pascale Guicheney
(Institut de Myologie, Paris) [12]. Lidentification des mutations
responsables dans le gene DNM2 a ouvert une nouvelle voie. Depuis
2005, des modéles animaux (souris, poisson zébre) de la CNM liée a des
mutations de la DNM2 ont été développés et caractérisés, plusieurs
mécanismes physiopathologiques ont été identifiés et des stratégies
thérapeutiques sont en cours de développement. Méme si le premier
essai clinique a été interrompu, I’ére des essais cliniques dans les CNM
n’en est pas pour autant close, bien au contraire. ¢
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SUMMARY

The dynamin-2-gene related centronuclear myopathy
Autosomal dominant centronuclear myopathy (AD-CNM)
is a rare congenital myopathy characterized by muscle
weakness and centrally located nuclei in muscle fibers in
the absence of any regeneration. AD-CNM is due to muta-
tionsinthe DNM2 gene encoding dynamin 2 (DNM2), a large
GTPase involved in intracellular membrane trafficking and
a regulator of actin and microtubule cytoskeletons. DNM2
mutations are associated with a broad clinical spectrum
ranging from severe neonatal to less severe late-onset
forms. The histopathological signature includes nuclear
centralization, predominance and atrophy of type 1 myo-
fibers and radiating sarcoplasmic strands. To explain the
muscle dysfunction, several pathophysiological mecha-
nisms affecting key mechanisms of muscle homeostasis
have been identified. They include defects in excitation-
contraction coupling, muscle regeneration, mitochondria
or autophagy. Several therapeutic approaches are under
development by modulating the expression of DNM2 in a
pan-allelic manner or by allele-specific silencing targe-
ting only the mutated allele, which open the era of clinical
trials for this pathology. ¢
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> Le muscle strié squelettique adulte est composé
de milliers de fibres (myofibres) capables de se
contracter, permettant ainsi les mouvements
volontaires. Apres une lésion musculaire, les cellules
souches musculaires localisées autour des myofibres
s'activent, proliferent et se différencient pour former
de nouvelles myofibres. Ces différentes étapes
forment un processus appelé myogenese. Cette
derniére est rendue possible grace a I'expression
séquentielle de facteurs de transcription régulés
par des facteurs épigénétiques qui agissent sur la
chromatine afin de moduler I'expression génique et
ainsi, le devenir de la cellule souche. Les histones
méthyltransférases déposent des marques dites
méthyl sur certaines histones afin d’induire la
répression génique de régions spécifiques. Nous
décrivons ici le role de SETDBl au cours de la
myogenese adulte, et plus spécifiquement pendant
la différenciation des cellules souches musculaires. <

Le muscle strié squelettique adulte est I'organe central
impliqué dans les mouvements volontaires, la respira-
tion, la locomotion ou encore le maintien de la posture.
Il est composé de milliers de fibres musculaires pos-
sédant la capacité unique de se contracter. De fagon
remarquable, les fibres musculaires endommagées
peuvent se réparer en cas de lésion du muscle. Ce pro-
cessus appelé régénération musculaire ou myogénése
est le fait de plusieurs acteurs cellulaires qui vont
interagir entre eux, comme les cellules endothéliales,
les cellules fibroblastiques ou encore les cellules de
I’inflammation. Mais cette capacité régénérative n’est
rendue possible que grdce aux cellules souches mus-
culaires, également appelées cellules satellites. Loca-
lisées autour des fibres musculaires et initialement
quiescentes, c’est-a-dire sans activité de prolifération,
et métaboliquement ralenties, les cellules satellites ont
le potentiel de s’activer rapidement apres I'induction
d’une |ésion de la membrane de la fibre musculaire.
Une fois activées, elles proliférent, se différencient en
cellules musculaires (myocytes) puis fusionnent entre
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elles afin de former de nouvelles fibres musculaires multinucléées
(myofibres) [1]. Dans le méme temps, un petit pool de cellules acti-
vées retourne a I’état quiescent autour des fibres afin de repeupler le
réservoir de cellules souches musculaires. Ce processus biologique de
formation de myotubes a partir de cellules souches musculaires et le
maintien du nombre de cellules souches musculaires définit la myoge-
nese adulte (ou myogenése régénérative).

Ce processus myogénique est en rapport direct avec I’expression de
facteurs de transcription spécifiques, tels que Pax7, MyoD et Myogé-
nine. U'expression spatio-temporelle de ces facteurs de transcription
doit étre précisément orchestrée grdce a Iaction de facteurs épigé-
nétiques agissant sur I’ouverture et la fermeture de la chromatine,
et donc sur le remodelage de celle-ci. Ces facteurs épigénétiques
sont cruciaux pour certains types de cellules souches (comme les
cellules souches embryonnaires murines (mESC pour murine-embryo-
nic stem cells) en régulant la structure de la chromatine a I’origine
de la modulation de "expression génique dont dépend le devenir des
cellules souches. Des dérégulations épigénétiques ont été observées
dans de nombreuses pathologies telles que la maladie d’Alzhei-
mer, les maladies d’Alzheimer, de Parkinson et de Huntington, ainsi
que la sclérose latérale amyotrophique. Cette derniére, également
appelée maladie de Charcot, est une maladie du motoneurone. La
disparition des motoneurones entraine une faiblesse musculaire et
une amyotrophie importante. Il est donc nécessaire de comprendre
le fonctionnement de ces facteurs épigénétiques afin de pouvoir in
fine mettre en place des nouvelles stratégies thérapeutiques dans
ces maladies.
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Figure 1. Les histones lysines méthyltransférases : focus sur la famille SUV39.

Les régulateurs clés de la chromatine sont les histones lysines méthyl-
transférases (KMT) et les déméthylases. Les histones méthyltransfé-
rases ont pour fonction de déposer des marques méthyles sur deux
types d’acides aminés (les lysines et les arginines) présents sur les his-
tones. Les déméthylases ont la capacité d’enlever ces marques. Parmi
les KMT, la famille SUV39 dépose des marques méthyles répressives sur
la lysine 9 de I’histone H3. La méthylation de la lysine 9 de I’histone
H3 (H3K9) joue un rdle majeur dans I’extinction des génes, terme
désignant la répression transcriptionnelle qui s’exerce sur les zones
majoritairement ouvertes de la chromatine, appelées euchromatine et
hétérochromatine facultative. Cependant, son rdle reste a approfondir
au cours de la myogenése adulte. Cette famille est composée de six
différents acteurs : SUV39H1, SUV39H2, SETDBI, SETDB2, G9a/GLP and
PRDM (Figure 1). Tous ne vont pas agir de la méme facon ; PRDM, par
exemple, a la capacité de poser une marque méthyle sur H3K9. Les
quatre autres ont la capacité de di-méthyler ou tri- méthyler H3K9.

SUV39HI est la KMT la plus explorée a ce jour. Elle participe a la répres-
sion de genes impliqués dans la prolifération des cellules musculaires
lorsque celles-ci se différencient et sortent du cycle cellulaire [2]. A
I’inverse, dans les progéniteurs musculaires (myoblastes), SUV39H1
entrafne la répression génique du facteur de transcription myogénine
en agissant directement sur son promoteur. La répression de myogé-
nine se fait via la voie de signalisation p38-7y qui va ensuite agir sur
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SUV39H1, mettant ainsi en lumiére les acteurs pouvant
agir en amont des KMT. Cette répression permet d’éviter
une entrée en différenciation trop précoce des myo-
blastes [3]. A I'inverse, dans des contextes de régéné-
ration musculaire in vivo, G9a ne semble pas avoir d’ef-
fet sur la myogenese régénérative [4]. Un travail récent
a cependant montré le role de HAIRLESS, une déméthy-
lase antagoniste agissant sur la lysine 9 de I’histone 3.
HAIRLESS est exprimée spécifiquement dans les cellules
satellites quiescentes et sa perte induit une accéléra-
tion de la perte des cellules souches musculaires avec
I’dge [5]. Ces découvertes mettent en évidence le rdle
crucial des KMT au cours de plusieurs étapes clés de la
myogenese adulte et pointent la nécessité d’explorer le
role que peuvent avoir les autres KMT tout au long de ce
processus.

Actuellement, notre équipe s’intéresse a SETDBI, (pour
SET domain bifurcated 1), également appelé ESET ou
KMT1E [6]. SETDBI est crucial pour la régulation de
la pluripotence et I'auto-renouvellement des cellules
souches embryonnaires chez la souris [7], et égale-
ment pour la différenciation de divers progéniteurs
comme, par exemple, les cellules souches pluripotentes
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Figure 2. Le réle de SETDBI au cours de la différenciation des cellules souches musculaires.

humaines durant le développement [8]. SETDBI est impliqué dans la
triméthylation de la H3K9, au niveau de I’euchromatine et de I’hété-
rochromatine facultative, deux zones compactées [6]. Ces zones non
compactées étant les plus @ méme d’étre transcrites, il est néces-
saire d’avoir des processus capables de réprimer la transcription de
certaines de ces zones a découvert. 'équipe a montré qu’au sein des
myoblastes, la localisation de SETDBI est principalement nucléaire ou
il réprime spécifiquement certains génes impliqués dans leur différen-
ciation [9]. Lorsque le mécanisme de différenciation et de sortie du
cycle cellulaire se met en place, SETDBI est exporté hors du noyau et se
retrouve au sein du cytoplasme. Ce transfert est contrdlé par la voie de
signalisation Wnt/B-Caténine canonique (Figure 2). Uaccumulation de
SETDBL dans le cytoplasme est corrélée a une diminution de la protéine
B-Caténine dans le cytoplasme. A Pinverse, 'absence de SETDBI au
sein du cytoplasme de la cellule est reliée a la présence de 3-Caté-
nine. Cette étude a également démontré que I’activation de la voie
canonique Wnt3A/B-Caténine entraine moins de dépdts de marques
répressives H3K9 sur la chromatine au niveau de loci cibles compre-
nant Ankrdl et Atxnl0, ceux-ci étant impliqués dans la différenciation
des myoblastes. Cette diminution des marques répressives va entrainer
un remodelage de la chromatine et son ouverture, induisant la trans-
cription de genes tels que ceux impliqués dans la différenciation des
myoblastes, et ainsi induire leur différenciation précoce.

Notre travail actuel se focalise sur le rdle de SETDBI dans les cellules
souches musculaires lors de la régénération musculaire adulte. Pour ce
faire, nous avons développé un modele murin conditionnel permettant
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d’invalider expression du gene Setdbl au sein des
cellules souches musculaires de maniere spécifique
et temporellement contrdlée. Grdce a cet outil, nous
pouvons caractériser au niveau histologique et molé-
culaire in vivo les conséquences de la perte de SETDBI
dans les cellules souches musculaires au cours de la
myogenese régénérative. Ces résultats permettront de
mieux appréhender I'impact de SETDBI sur le devenir
des cellules souches musculaires murines et d’apporter
de nouvelles pieces au puzzle du réle des KMT au sein du
muscle strié squelettique. ¢

SUMMARY

Histone methyltransferases and regenerative
myogenesis: A focus on SETDB1

Adult skeletal muscle is composed of thousands of fibers
(also called myofibers) that contract thus allowing
voluntary movements. Following an injury, muscle stem
cells, surrounding the myofibers, activate, proliferate,
and differentiate to form de novo myofibers. These
steps constitute a process called adult (or regenerative)
myogenesis. This process is possible thanks to various
transcription factors sequentially expressed and regu-
lated by epigenetic factors that modulate the chromatin
and therefore lead to the regulation of gene expression.
Gene expression changes consequently affect the fate of
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>Lles  progéniteurs fibro-adipogéniques

(FAPs), cellules stromales mésenchymateuses
(CSMs) résidentes du muscle squelettique,
jouent un role crucial dans I’homéostasie et
la régénération musculaire via leur activité
paracrine. Les avancées technologiques récentes
dans le domaine du séquencage de I’ARN en
cellule unique ont permis la description de
I"hétérogénéité de cette population cellulaire.
Danscetarticle, nous présenterons les différentes
sous-populations de FAPs en condition basale,
lésionnelle ou de dégénérescence, ainsi que leurs
fonctions associées chez la souris et I’lhomme.
Nous discuterons ensuite de I’origine extra-
musculaire possible d’une population de FAPs
post-lésionnelle. €n effet, nos travaux récents
démontrent que des CSMs provenant du tissu
adipeux et infiltrées dans le muscle pourraient
participer a I’hétérogénéité des FAPs. <

€n 2010, deux groupes de chercheurs décrivent la
présence de progéniteurs fibro-adipogéniques (FAPs)
dans des muscles squelettiques de souris [1,2]. Les
FAPs appartiennent a la famille des cellules stromales
mésenchymateuses (CSMs) définies en 1974 par Frie-
denstein dans la moelle osseuse [3] et se caractérisent
par leur capacité a se différencier en adipocytes,
en chondrocytes et en ostéocytes. €n outre, les FAPs
possédent une valence fibroblastique [1,2]. Bien que
les FAPs aient d’abord été identifiés dans un contexte
physiopathologique visant a expliquer les mécanismes
cellulaires responsables de I"accumulation ectopique
de graisse dans le muscle squelettique malade, un
ensemble d’études a mis en lumiere depuis 2010 leur
role bénéfique dans I’homéostasie et la régénération
musculaires [4].

Comme la plupart des populations cellulaires, les FAPs
présentent une hétérogénéité, soit intrinseque, soit
influencée par le microenvironnement. 'étude de cette
hétérogénéité initialement réalisée par des mesures
d’expression génique sur FAPs triés et par cytométrie en
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flux, s’est enrichie de technologies plus puissantes de séquengage de
I’ARN, sur groupe de cellules, puis en cellule unique. Cette revue a pour
objectif de présenter succinctement dans une premiére partie les dif-
férentes sous-populations de FAPs et leurs fonctions identifiées chez
la souris et chez ’lhomme. Dans une seconde partie, nous discuterons
de travaux récents mettant en jeu tissu adipeux et muscle squelet-
tique, et qui permettent de proposer aujourd’hui une origine extra-
musculaire d’une population de FAPs participant a I’hétérogénéité de
cette famille cellulaire.

La fascinante mosaique des FAPs

D’un point de vue fonctionnel, les FAPs sont décrits pour fournir un
environnement de soutien aux cellules myogéniques ; ils représentent
la principale source de composants de la matrice extra-cellulaire
(MEC), tels que les collagénes (par exemple Coléal, Col5al), la lami-
nine (Lama2, Lambl) et la fibronectine (Fbnl) [5]. Cette structure
joue un rdle essentiel dans la transmission de la force musculaire,
fonction principale du muscle. Les FAPs permettent ainsi le maintien de
I’organisation de la MEC et donc d’assurer la pérennité de la fonction
musculaire.

FAPs quiescents : les gardiens de la structure
Une vingtaine d’études fondées sur des analyses de type omics sur
cellule unique ont permis de documenter I’hétérogénéité de la popu-
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lation de FAPs. Chez la souris, Malecova et al. ont d’abord rapporté
I’existence de deux populations, caractérisées par les marqueurs tie?
et vecaml, la forte expression de vcaml étant préférentiellement asso-
ciée a un profil pro-fibrotique [6]. Par la suite, d’autres études ont
décrit la présence de deux populations de FAPs: i) une population de
progéniteurs multipotents ayant pour marqueurs dpp4°, fbnl* et cd55*
et i) une population cxcl14*, lum*, exprimant des génes impliqués dans
le remodelage de la MEC (Tableau 1) [7-10] . Le sécrétome « virtuel »
proposé par Negroni et al. soutient le role fonctionnel de ces deux
sous-populations de FAPs dans I’organisation structurelle de la MEC
[11].

Chez ’homme, la premiére description de I’hétérogénéité des FAPs a
été réalisée par Rubenstein et al. dans une étude incluant des jeunes
individus sains [9]. Dans ce travail, ils rapportent la présence de deux
populations de FAPs similaires a celles identifiées chez la souris, i.e.
une population FAPs lum* et une autre fbnl* (Tableau I). Par ailleurs,
un atlas représentatif de toutes les populations cellulaires retrouvées
au sein du muscle squelettique chez I’homme a été publié [12] et a
confirmé la présence de ces sous-populations de FAPs (Tableau I).
Récemment, Fitzgerald et ses collaborateurs ont identifié une popu-
lation supplémentaire de FAPs exprimant le marqueur mme* et présen-
tant un profil pro-adipogénique (Tableau 1) [26].

FAPs activés : les émissaires de la régénération musculaire

Afin d’étudier la diversité et I’évolution des populations de FAPs en
condition de régénération musculaire, le modele murin de ésion mus-
culaire induite par des agents myotoxiques tels que la cardiotoxine
ou la notexine, est le plus utilisé en laboratoire. Quantitativement, la
population de FAPs, mesurée par cytométrie en flux, augmente des le
premier jour post Iésionnel (jpl) pour atteindre un maximum autour de
3-4 jpl. Cette augmentation de FAPs est soutenue par une prolifération
qui, elle, débute a 2 jpl [1,13], laissant la phase précoce d’amplifi-
cation des FAPs sans explication (Figure I). Qualitativement, dans la
phase précoce (0.5-2 jpl), différents auteurs décrivent un changement
d’expression génique des FAPs caractérisé par I’expression de mar-
queurs communs, dont de nombreuses cyto/chimiokines (Tableau 1),
et qui se traduit par une « activation » des FAPs. On notera que cette
population apparait dés 12 h [7] en post-lésionnel et perdure a 48 h
[8,10].

D’un point de vue fonctionnel, I'importance de la production de cyto-
kines par les FAPs nécessaire a une régénération musculaire efficace
a été largement démontrée [14-17]. C’est le cas, par exemple, de
Pinterleukine (IL)-33, majoritairement produite par les FAPs au cours
des 12 premiéres heures aprés la Iésion, et qui permet de stimuler la
prolifération des cellules immunitaires Treg [16]. Les FAPs sont aussi
connues pour sécréter de I'lL-10 en réponse a une lésion [18], jouant
ainsi un role important dans le changement phénotypique des macro-
phages vers un profil anti-inflammatoire et favorisant la régénération
musculaire [19]. De plus, les travaux de Negroni et al. visant a analyser
le « sécrétome virtuel » des FAPs, identifient la follistatine, I'IL-6, le
Cxcll et le Cxcl5 [11] & ce stade de la régénération musculaire. UIL-6 et
la follistatine ont été rapportées comme étant produites au cours de

m/s hors série n® 1, vol. 39, novembre 2023

la régénération [1,17] et favorisent respectivement la
prolifération [20] et la fusion [17] des cellules souches
musculaires.

€n résumé, a ce stade précoce du processus de régé-
nération, les FAPs « quiescents » subissent un chan-
gement d’état vers un statut « activé ». Ce profil d’ex-
pression génique distinct, orienté vers la sécrétion de
cytokines et de chimiokines, permettrait d’établir une
communication spécifique avec les cellules environ-
nantes, notamment les cellules satellites et les cellules
immunitaires, lesquelles sont essentielles a 'initiation
du processus de régénération musculaire. Pour illustrer
’adaptation tres rapide des FAPs au changement du
microenvironnement induit par la Iésion et leur mission
support des I'initiation de la régénération musculaire,
nous proposons un statut de FAPs «réactifs » plutot
qu’« activés » comme mentionné dans plusieurs articles
de la littérature [7,10].

FAPs de remodelage : les ouvriers de la régénération
La régénération musculaire est considérée comme
aboutie lorsque la morphologie et la fonction du tissu
sont rétablies, soit généralement a partir de 21-28 jpl
dans les modeles murins cités dans la revue de Hardy
et al. [21]. Dans le processus de régénération chez la
souris, le nombre de FAPs atteint un pic autour de 3 jpl
pour retrouver le nombre initial autour de 9 jpl [13].
Dans ce contexte, les analyses de type omics en cel-
lule unique ont révélé un changement de expression
des genes des FAPs « réactifs ». Entre 3 et 10 jpl, une
diminution de I’expression des cytokines et chimio-
kines est observée au profit de I’expression de genes
liés a la modulation de la MEC tels que ceux codant
la grande famille des collagénes, les laminines et les
fibrillines [7,8,10] (Tableau I). U'étude d’Oprescu et
al. définit cette population de FAPs par I’expression
dominante du marqueur wispl [7]. A 10 jpl, les FAPs
adoptent ensuite un profil qui se caractérise par
I’expression majeure de dIkl (Figure 1), un marqueur
connu des progéniteurs adipogéniques [22]. Ces élé-
ments suggérent un engagement de cette population
vers un profil adipeux dans des temps plus tardifs de
la régénération. L'étude menée par Negroni et al. va a
appui de ces observations, mettant en évidence la
prédiction de la sécrétion de protéines essentielles
d la composition et 'organisation de la MEC [11],
un processus nécessaire d la régénération muscu-
laire [23]. Par leurs sécrétions, les FAPs en quan-
tité adéquate agissent transitoirement comme des
« ouvriers » capables de restaurer le réseau matriciel
ayant été désorganisé suite a une lésion musculaire
[24,25].
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s
low low
FL:Tie2 ", Vcaml
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EAp Sparcll,Podn,Smoc2,Mgp,Bgn
s

Muscle Quiescents F1 : Fbnl*, Cd55, Mfap), Fstll Souris/ Rubenstein et al. 2020

F2 : Lum*, Col4a2, Coll5al, Cxcll4, Smoc?2, Dcn Humain

(état basal)
FI: Fbnl, Mfap5,Cd55
F2 : Smoc2,Adhlb,Abcl8,Cxcll4
F3: Collal,Sfrp4, Serpinel,Ccl?
Adipocytes : Apod, Gpx3, Glul, Cxcl14

F1 : Cd55*,Tnxb, Mfap5, Pcolce,Fbnl,Prg4

Humain De Michelli et al. 2020

F2 : Mme*,Ptgds, Cxcl14,Smoc2 Humain Fitzgerald et al. 2023
F3 : Gpe3®, Sfrp2
Cxclb, Cxcl3, Cel7, Ccl2 Souris Oprescu et al. 2020
Muscle E’;PSS «IA;t_'Vle)s >/ «Reactifs > 0 11 Cxels, Cxel?, Cxell4, Csfl et Cel7 Souris Scott et al. 2019
0 - Lojp
Cel7, Cxclb, Cxcll Souris De Michelli et al. 2020
Wisp*, Col8al, Coll2al, Colléal, DIk1*,B830012L14Rik, Meg3,
18p, Loldal, tolical, Loliods, o ) i R Souris Oprescu et al. 2020
Colllal, Tnc, Fbn2 et Adaml2  Airn, Peg3, Ziml, H19, et Igf2
FAPs R del
Muscle 51 Oe,mlc; elage Colga?, Coll4al, Coll5al, Fbinl, Fbins, Hspg2, Lama2, Lamad, (. oot et al. 2019
- ouris cott et al.
Jp Lamcl, Lamb2,Nid2, Adaml2, Postn, Lox, Acta2, Collal, Colla2
Collal, Colla?, Postn, Bgn,Sparc Souris De Michelli et al. 2020
Dpp4°, Pil6, Wnt2 Cxcll4*, Enpp2,Crispld2,Hsd11bl  Souris Oprescu et al. 2020
Muscl FAPs Résolution
BEE @ -ajp) . .
« return to baseline level » Souris Scott et al. 2019
«return to baseline level » Souris De Michelli et al. 2020
Al : Dpp4*, Wnt2,Bmp7,Pilé Souris /
ouris
A2 : leaml*, DIk1,Pparg, Fabp4,Cd36 H ! in Merrick et al. 2019
A3 : Cd142', Cleclla uma
Al : Cd55, Il13ral
A2 : Pparg,Fabp4,Prdml16,Adaml2 Souris Schwalie et al. 2018
A3 : Cd142,Abcgl
Al : Pparg,Fabp4
Tissu  ASCs Quiescents A2 : Cd36,Plinl Souris Emont et al. 2022
adipeux (Etat basal) Précurseurs fibro-inflammatoires : Ly6Cl1,Sfrp4,Pilé,Limchl

Al : Foxp2,Hesl,Lox,lgfl,Lpb

A2 : Cd36,Lpl,Gata2,Pparg, Fgfl0
A3 : €bf2,Rock2,Zfp521,Bmpé,EbfI
A4 : Fbnl,KIf4,KIf2,Fnl,Lox!1

Souris Sdrvari et al. 2021

Al : Dpp4, Pilé
A2 : Icaml, Col4a2,Cavl Souris Burl et al. 2018

Diff. ASC : L[pe,Adipoq,PliLI,CarZ

Tableau 1. Liste des génes exprimés par chaque sous-populations de FAPs et ASCs murines et humaines. €n gras, les marqueurs majeurs choisis par

les auteurs pour définir la sous-population. Les genes soulignés sont communs aux différentes études.

m/s hors série n® 1, vol. 39, novembre 2023



18

FAPs quiescents FAPs de remodelage

FAPs de résolution

%) i S
a L B,
= | Dppa/Fbnl/ | Cxell/Cxels* | [/ TTveee Dpp4*/Fbnl*/ e
< €d55° | Activation e e Cd55*~~--=nm=mm=mm=== Evolution
P Entretien | d ppurltlon" pathologique
= 1 i 3
€l delamec ; une nouvere Réf:7,8,9,10
= Ref:789 | : population ?
i S ok Wispl*\
i Immunitaire i .
Cxel14'/Lum’/ | N i Remodelage matriciel DIkl I ]
Mme" : cellules i’ , l B Cch;n/"I::m /
del /\l/leE(_‘ satellites) ' oo ipogénique évolution
ela ' L
¢ ’ ¢ - R&F:7,8,9,10 physiologique
RéF:7,8,9 REF:7910 1 Réf:7 8, B
¥ - T ' T e ——— EmgEEEm:
0 1 4 10 28  Jours post Iésion

Figure 1. £volution de Phétérogénéité des FAPs au cours de la régénération musculaire chez la souris. La courbe bleue correspond a I’évolution de

la quantité de FAPs en situation post-lésionnelle (tirée de I'étude de Lemos et al. 2015) [13]. Les encadrés correspondent a chaque population

de FAPs définie par leur(s) marqueur(s). Les fléches en gras correspondent au changement d’état de chacune des populations conformément &

I’hypothese des différents auteurs.

FAPs de résolution : pour un retour a I’équilibre

Lors des stades ultimes de la régénération musculaire, entre 21 et 28
jpl, Oprescu et al. ont identifié une population de FAPs caractérisée par
I’expression de osrl. Au sein de cette population, I’étude de trajectoire
permettant de suggérer le devenir de cette population a partir de Iex-
pression génique, a permis de révéler une divergence de la population
osrl* vers deux sous-populations distinctes marquées par I’expres-
sion respective de dpp4 et cxcll4, décrits initialement a I’état basal
(Tableau I). Entre 7 jpl [10] et 14 jpl [8], De Micheli et al. et Scott et
al. décrivent une réapparition des populations de FAPs « quiescents ».

Les FAPs en condition pathologique : émergence ou dérégulation ?
La perte de masse musculaire et son remplacement par des tissus
fibreux et adipeux sont des phénomenes fréquemment observés dans
de nombreuses maladies musculaires dont la myopathie de Duchenne
(DMD). Pour tenter d’expliquer I’origine de ces dépdts anormausx,
I’attention s’est portée sur les FAPs du fait de leur capacité a se dif-
férencier en adipocytes ou en cellules fibroblastiques [1,2]. Dans ce
contexte, I’hétérogénéité des FAPs a également été décrite [26].
Contrairement & une lésion aigué qui induit une expansion transitoire
de la population de FAPs (Figure 1), une augmentation persistante du
nombre et de I’hétérogénéité des FAPs est observée dans les muscles
dystrophiques murins. Deux sous-populations de FAPs caractérisées
par leurs niveaux d’expression des marqueurs de surface Sca-1 et Cd34
[27] sont présentes dans les muscles dystrophiques de ces animaux.
Un niveau élevé de Sca-1 est associé a un état prolifératif tandis qu’un
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niveau faible semble plutdt pro-adipogénique [27].
Plus récemment, une étude a été réalisée chez ’lhomme
a partir de biopsies de patients ayant subi une arthro-
plastie de la hanche (THA), une condition également
associée a une dégénérescence adipeuse des muscles
a proximité. Les auteurs ont identifié et caractérisé
fonctionnellement une population particuliéere de FAPs
pro-adipogéniques exprimant le marqueur mme* ainsi
que d’autres genes comme ptgds, cxcll4 et smoc2
impliqués dans I"immunorégulation et I’organisation
de la MEC [26]. €n revanche, cette étude n'apporte pas
d’éléments de comparaison avec des sujets sains, ce
qui aurait permis de mieux caractériser cette popula-
tion et surtout de comprendre son évolution au début
du processus pathologique. A ce jour, les données de la
littérature ne permettent pas de déterminer si la fibrose
et/ou "accumulation adipeuse observée dans des
conditions physiopathologiques résulte de I’émergence
d’une nouvelle population de FAPs dans le muscle ou de
modifications quantitatives et/ou qualitatives d’une
population déja présente & I’état basal (Figure I).

Uétude des facteurs micro-environnementaux régissant
I’engagement fibro-adipeux des FAPs demeure nécessaire
a la compréhension globale des myopathies. Différentes
études ont illustré le rdle du TGF-P3, pro-fibrotique et
anti-adipogénique [24] en condition de régénération
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défectueuse. D’autre part, la sécrétion de TGF-P3 par les macrophages
inhibe 'apoptose des FAPs et favorise leur sécrétion de MEC mettant ainsi
en évidence leur rdle pro-fibrotique dans le muscle dystrophique [13].
Pour résumer, les techniques récentes de séquencgage de "ARN en cellule
unique ont permis d’affiner nos connaissances sur les FAPs et de décrire
la diversité de cette population cellulaire. Les différents travaux en
situation physiologique et suite a une I[ésion musculaire ont révélé des
sous-populations tour @ tour « quiescentes », « réactives » et « remo-
delantes », avec réapparition du profil initial au terme de la régénéra-
tion. Sur le plan quantitatif, les études montrent une augmentation du
nombre de FAPs dés les phases précoces de la régénération (1 jpl), mais
paradoxalement sans soutien prolifératif a ce stade. Cette observation
souleve I’hypothése d’une origine extra-musculaire de certaines sous-
populations de FAPs apparaissant en condition post-Iésionnelle.

Deux mondes en synchronisation : le tissu adipeux
et le muscle

Le tissu adipeux : réservoir de progéniteurs hétérogenes

Au sein du tissu adipeus, il existe un type cellulaire étroitement similaire
aux FAPs appelé ASCs, pour Adipose Stromal Cells. Ces cellules appar-
tiennent également a la famille des CSMs. Si les ASCs ont été caracté-
risées bien avant les FAPs [28], I’étude de leur hétérogénéité par des
méthodes de séquencage de I’ARN sur cellule unique est plus récente.
Les travaux ayant analysé les tissus adipeux murins (sous-cutané et
viscéral) s’accordent sur I’existence de trois sous-populations d’ASCs en
condition basale chez la souris : 1) une population de progéniteurs mul-
tipotents avec les marqueurs principaux dpp4, cd55 ou cd34 (Tableau 1)
douée d’une forte activité proliférative, 2) une population de précurseurs
engagés dans la voie adipogénique (avec marqueurs principaux icaml,
dlkl, pparg) et 3) une population d’ASCs régulatrices (avec marqueurs
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principal cd142) capables de réprimer I'adipogenése des
autres ASCs via leur activité paracrine [29-33] (Figure 1).
Ces populations sont conservées chez I’lhomme [26,29] en
conditions basale et pathologique [34].

FAPs et ASCs : ressemblances et dissonances ?

Jusqu’a présent, aucun travail n’avait réellement com-
paré les populations de FAPs du muscle squelettique
aux populations d’ASCs du tissu adipeux que ce soit
chez "lhomme ou chez la souris. Ce n’est qu’en 2023 que
les travaux de Fitzgerald et al. [26], dans le cadre de
I’étude de la dégénérescence graisseuse des muscles
fessiers chez des patients subissant des THA, proposent
une comparaison de leurs données humaines dans le
muscle avec les résultats de Merrick et al. obtenus
en étudiant le tissu adipeux. La population de FAPs
cd55%est tres étroitement apparentée a la population
d’ASCs multipotentes exprimant dpp4 dans le tissu
adipeux. €n revanche, la population de FAPs pro-adi-
pogénique (caractérisée par le marqueur Mme) semble
transcriptionnellement distincte de la populations
d’ASCs icam®/dlkl* douée pourtant, au sein du tissu
adipeux, du méme potentiel de différenciation.

On notera que cette population de précurseurs engagés
dans Iadipogenese du tissu adipeux s’apparente for-
tement aux populations de FAPs respectivement dlkI*
et lcaml” décrites dans le muscle en post-lésionnel et
soupgonnées de contribuer a la formation d’adipocytes
ectopiques en situation pathologique. Ceci souléve la
question de I’existence de sous-populations de MSCs
communes & ces deux tissus (Figure 2). Nos travaux de
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séquencage d’ARN sur pools d’ASCs murines de tissu adipeux sous-
cutané d’une part et de FAPs de muscle quadriceps d’autre part, avant
et 24 h post-lésion musculaire, ont renforcé cette hypothése. Nous
avons en effet observé que le profil transcriptomique des FAPs post-
Iésion s’apparente plus fortement a celui des ASCs qu’a celui des FAPs
avant la Iésion [36].

Le tissu adipeux : contributeur a I’hétérogénéité des FAPs ?

Les travaux antérieurs de notre équipe démontrant que le tissu adipeux
sous-cutané de souris était capable de libérer des ASCs en réponse a
un stress d’origine inflammatoire [37] et métabolique [38], le profil
transcriptionnel préférentiel de ces cellules en faveur des mécanismes
de migration ainsi que les similitudes entre ASCs et FAPs évoquées
précédemment, nous ont permis de proposer I’hypothése, avancée
dans 'article de Sastourné-Arrey et al., selon laquelle le tissu adipeux
serait capable de libérer des ACSs qui infiltrent le muscle suite a une
[ésion.

Par des approches in vivo de tragage des ASCs couplées a des méthodes
de cytométrie en flux et d’immunohistochimie, nous avons démontré et
quantifié I’infiltration musculaire des ASCs du tissu adipeux sous-
cutané dans le muscle a 1 jpl. Sur un plan fonctionnel, I'interruption
de cette infiltration affecte négativement la régénération musculaire.
Ce travail permet donc de démontrer chez la souris qu’a la suite d’une
lésion musculaire, une partie des FAPs du muscle sont en réalité des
ACSs provenant du tissu adipeux sous-cutané.

Conclusion

Jusqu’a présent, I’hétérogénéité de la population de FAPs observée
dans le muscle était attribuée aux changements d’expression génique
induites par un micro-environnement lésionnel permettant aux cellules
d’acquérir temporairement un profil transcriptionnel nécessaire pour
assurer leurs différentes fonctions au cours de la régénération mus-
culaire. Nos récents travaux démontrent que cette hétérogénéité est
également alimentée par une origine extra-musculaire d’une partie
des FAPs. Le rdle de cette communication inter-organes ainsi que celui
de cette population cellulaire infiltrée restent a définir. ¢

SUMMARY

What if the origin of FAPs was contributing to their heterogeneity in
muscle?

Fibro-adipogenic progenitors (FAPs) are resident mesenchymal stro-
mal cells (MSCs) of skeletal muscle. They play a crucial role in muscle
homeostasis and regeneration through their paracrine activity. Recent
technological advances in single-cell RNA sequencing have allowed the
characterization of the heterogeneity within this cell population. In
this article, we will present the different subpopulations of FAPs under
basal, injury, or degenerative conditions, as well as their associated
functions in mice and humans. We will then discuss the potential extra-
muscular origin of a post-injury FAP population. Indeed, our recent work
demonstrates that MSCs from adipose tissue, infiltrating the muscle,
could contribute to FAP heterogeneity. ¢
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> Malgré les efforts de la recherche biomédicale,
les mécanismes pathologiques et les cibles
thérapeutiques des maladies restent difficiles a
identifier. U'essor des technologies a haut débit
a conduit au développement de technologies
innovantes dites « omiques » (omics en langue
anglaise). Elles visent & caractériser de maniére
exhaustive un ensemble de molécules : genes, ARN,
protéines, métabolites, etc. Ces méthodes sans a
priori permettent une caractérisation moléculaire
fine des maladies et une meilleure compréhension
des mécanismes physiopathologiques complexes.
Dans cet article, nous ferons un tour d’horizon des
approches omiques, de leur intégration et de leurs
applications dans le contexte de la myologie. <

A chaque omique, sa méthodologie

Les études omiques sont réalisées a I’échelle du génome,
de I’épigénome, du transcriptome, du protéome ou du
métabolome. Pour chacune d’entre elles, différentes
approches méthodologiques sont a la disposition des
chercheurs afin de répondre a des questions biologiques
variées (Tableau 1).

Génomique

La génomique étudie le génome d’un organisme grdce
au séquengage qui détermine I'ordre et la nature des
nucléotides dans des molécules d’ADN. Le séquencage
par la méthode Sanger a été largement utilisé depuis
les années 1980, et est longtemps resté la technique
de référence bien que limité au séquengage d’un seul
fragment d’ADN a la fois.

Les technologies de séquencage a haut débit (next gene-
ration sequencing) sont aujourd’hui privilégiées pour
I’étude & moindre coiit du génome entier (whole genome
sequencing) ou de I’exome entier (exome sequencing :
séquencage des parties codantes de I’ADN, soit environ
1 % du génome). Deux types de séquencage d haut débit
existent : & courtes lectures (short read sequencing) et &
longues lectures (long read sequencing).
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Le premier est une méthode hautement paralléle qui permet de
séquencer simultanément des millions de petits fragments d’ADN (50-
300 paires de bases). Cette parallélisation est rendue possible par
IPamplification in vitro des fragments immobilisés sur une surface en
deux dimensions, suivie d’un séquengage par synthése simultanée sur
toute cette surface. Ualignement des lectures sur un génome de réfé-
rence permet de détecter des variations nucléotidiques et du nombre
de copies, ainsi que des insertions ou des délétions de moins de 50
paires de bases [1, 2].

Comme son nom l'indique, le séquengage a longues lectures
génere quant a lui des lectures de séquences d’ADN plus longues
(10000-1000000 paires de bases), sans amplification. Les données
obtenues permettent un meilleur assemblage de novo des génomes,
la caractérisation des chromosomes de télomeére a télomere, la réso-
lution de régions hautement répétées et I’identification des variants
structuraux complexes (> 50 paires de bases). Certaines technologies
de séquencage a longues lectures incluent le séquencgage par synthése
SMRT (Single Molecule Real-Time) de PacBio et le séquencage Nano-
pore d’Oxford Nanopore Technologies [3].

Epigénomique

U'épigénomique étudie les modifications chimiques qui affectent
I’expression des genes sans modifier la séquence de I’ADN. Ce sont
principalement la méthylation de cytosines spécifiques de I’ADN, les
modifications chimiques des histones et les variations de compaction
de la chromatine. Ces modifications peuvent étre héritées ou influen-
cées par des facteurs environnementaux.

Pour caractériser la méthylation de ’ADN au niveau du génome entier,
la méthode de référence est le séquencage bisulfite. Elle consiste a
convertir, avant séquencage, toutes les cytosines non méthylées en



Dlsc:pllne Approches méthodologiques
-omique

Séquencage a courtes lectures (50-300 paires de bases)

Short read sequencing

Génomique
Séquencage a longues lectures (10 000-1 000 000 paires
de bases)
Long read sequencing

Séquencage bisulfite

ChIP-seq

2. ., ) Chromatin ImmunoPrecipitation followed by sequencing
Epigénomique

ATAC-seq
Assay for Transposase-Accessible Chromatin using
sequencing

Séquencage de I’ARN total
Bulk RNA-seq

. ) Séquencage de ’ARN sur cellules ou noyaux isolés
Transcriptomique
scRNA-seq, snRNA-seq

Transcriptomique spatiale

Spectrométrie de masse sur peptides
Bottom-up proteomics

Protéomique
Spectrométrie de masse sur protéines intactes

Top-down proteomics
Métabolomique « classique »

Métabolomique

Lipidomique

Applications

Identification de variations nucléotidiques, du nombre
de copies et de petites insertions/délétions par rapport a
un génome de référence

Assemblage de novo du génome, résolution de régions
répétées, identification de variants structuraux com-
plexes

Détermination du profil de méthylation de ’ADN

Localisation des modifications chimiques des histones

Détermination des régions accessibles de la chromatine

Quantification relative de I’expression moyenne des
transcrits d’un échantillon

Quantification relative de I'expression des transcrits
dans des cellules ou des noyaux uniques

Cartographie de 'expression des transcrits dans un
contexte tissulaire

Caractérisation globale ou ciblée des protéines dans un
échantillon

Caractérisation globale ou ciblée des protéoformes et
de leurs modifications post-traductionnelles dans un
échantillon

Détection et quantification de composés hydrophiles
(carbohydrates, acides nucléiques, acides aminés)

Détection et quantification de composés hydrophobes
(acides gras, glycérides, phosphoglycérides, sphingoli-
pides, prénols, stérols)

Tableau I. Résumé des différentes disciplines omiques et de leurs applications.

uraciles, ce qui permet d’obtenir une résolution au nucléotide pres.
On peut également choisir de séquencer préférentiellement les régions
méthylées de I’ADN en utilisant des enzymes de restriction sensibles a
la méthylation ou des anticorps spécifiques des cytosines méthylées.
Pour étudier les modifications chimiques sur les histones telles que
I’acétylation, la méthylation, la phosphorylation ou P'ubiquitination,
la méthode la plus répandue est le ChIP-seq (Chromatin ImmunoPreci-
pitation followed by sequencing). €lle utilise des anticorps spécifiques
d’une modification d’intérét pour isoler et séquencer les fragments
d’ADN de la chromatine qui présentent cette modification.

Enfin, pour déterminer les régions accessibles de la chromatine, la
méthode de référence est I’ATAC-seq (4ssay for Transposase-Acces-
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sible Chromatin using sequencing), qui consiste & uti-
liser la transposase Tnb pour fragmenter et isoler uni-
quement les régions ouvertes de la chromatine, avant
séquencage [4].

Transcriptomique

La transcriptomique a pour but de caractériser Ien-
semble des ARN transcrits a partir du génome d’un
organisme. Ceci permet notamment I'identification
de genes ou de transcrits différentiellement exprimés
selon plusieurs conditions. €n fonction de la question
biologique posée, on peut choisir de quantifier I’expres-
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sion des ARN messagers par capture des queues polyadénylées ou de
caractériser le transcriptome entier par déplétion des ARN ribosomaux.
Les ARN isolés a partir d’'un échantillon sont ensuite fragmentés et
rétro-transcrits en ADN complémentaires, avant d’étre séquencés par
des méthodes a courtes ou longues lectures. Ces dernieres offrent une
meilleure identification des différents isoformes et des variations
d’épissage. Les analyses transcriptomiques peuvent étre réalisées a
plusieurs échelles.

Le séquencage de I’ARN total (bulk RNA-seq) quantifie "ensemble des
transcrits présents dans un tissu ou dans une population de cellules.
Ceci informe sur les niveaux moyens d’expression des génes et de leurs
différentes isoformes dans un échantillon donné. Cette méthode de
séquencage est utile pour la découverte de biomarqueurs et de méca-
nismes moléculaires globaux dans un contexte pathologique, mais
elle ne permet pas I’étude des profils d’expression propres a certaines
populations de cellules.

Le séquencage de I’ARN sur cellules ou noyaux isolés (scRNA-seq ou
snRNA-seq) permet de quantifier simultanément les transcrits de
plusieurs milliers de cellules ou noyaux individuels. L’hétérogénéité
intra-tissulaire est prise en compte et des sous-populations d’intérét
peuvent étre mises en évidence et étudiées au sein de ces échantil-
lons [5]. La microfluidique est la technique la plus établie pour isoler
et séquencer jusqu’a 20 000 cellules ou noyaux, mais de nouvelles
approches basées sur la combinaison de codes-barres (split-pool
barcoding) permettent aujourd’hui le séquencage de plus de 100 000
cellules ou noyaux a la fois [6].

La transcriptomique spatiale fait le lien entre information spatiale
et quantification des transcrits. Par exemple, la technologie Visium,
développée par 10X Genomics, consiste a imager une coupe de tissu
congelé par microscopie et a la placer sur une lame avec des mil-
liers de régions contenant des codes-barres spatiaux uniques. Aprés
séquencage, les données d’expression génique peuvent ainsi étre
reliées a un contexte morphologique dans un tissu. Une autre tech-
nique de transcriptomique spatiale, le profileur spatial digital (DSP
pour Digital Spatial Profiler) GeoMx® de nanoString, consiste & marquer
des types cellulaires d’intérét par fluorescence en vue de sélectionner
les régions d’intérét a séquencer sur coupe de tissu [5].

Protéomique

La protéomique est I’étude des protéines présentes dans un échantillon
biologique @ un moment donné. La spectrométrie de masse associée a
la chromatographie liquide (LC/MS) est actuellement la méthode pri-
vilégiée pour identifier et quantifier ces protéines. La chromatographie
liquide sépare les analytes qui sont ensuite ionisés et fragmentés afin
de les isoler en fonction de leur ratio masse/charge par le spectro-
métre de masse [7]. Les études de protéomique par spectrométrie de
masse peuvent étre réalisées de maniéere globale pour quantifier des
milliers de protéines, ou ciblée en concentrant I’analyse sur quelques
protéines d’intérét isolées a partir d’un échantillon. La protéomique
globale s’inscrit dans une démarche exploratoire et présente des
avantages pour la découverte de biomarqueurs. La protéomique ciblée
permet la quantification précise et absolue de quelques protéines
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d’intérét avec une meilleure sensibilité. Deux stratégies
existent pour réaliser des études ciblées ou globales.
Les approches basées sur la quantification des pep-
tides, dites bottom-up, consistent a réaliser une diges-
tion protéolytique des protéines pour obtenir des
peptides courts. Ceux-ci sont plus aisément fragmentés
que les protéines complétes, ce qui facilite I’analyse par
spectrométrie de masse et conduit a une bonne sensi-
bilité. Les protéines sont ensuite identifiées a partir des
pics du spectre de masse, chaque pic représentant un
fragment de peptide ionisé. Cependant, les approches
bottom-up ne permettent pas la distinction des diffé-
rentes protéoformes, qui sont les produits protéiques
d’un geéne unique résultant des variations génétiques,
de I'épissage alternatif des ARN, ou de modification
post-traductionnelles (phosphorylation, glycosylation,
acétylation, ubiquitination...) [8].

Pour la quantification relative des modifications des
protéines, les approches dites top-down sont pri-
vilégiées. Elles consistent a introduire les protéines
intactes dans le spectrometre de masse, ce qui permet
une caractérisation compléte des protéoformes. Cepen-
dant, les protéines intactes sont moins bien ionisées
et détectées que les peptides, ce qui restreint leur
quantification. Les analyses ciblées ou I’enrichissement
des protéines d’intérét avant 'analyse top-down per-
mettent I"obtention de meilleurs résultats [9].

Métabolomique

La métabolomique étudie les métabolites de maniere
qualitative et quantitative. Les métabolites sont de
petites molécules (masse moléculaire < 1 500 Da) qui
refletent les variations génomiques, transcriptomiques,
protéomiques et environnementales qui ont eu lieu
dans P'organisme, et les relient au phénotype [10, 11].
De plus, les métabolites pouvant étre mesurés dans
les tissus, mais aussi dans les fluides biologiques tels
que le sang et I'urine, ce sont d’excellents candidats
pour la recherche de biomarqueurs. Comme pour la pro-
téomique, les études de métabolomique peuvent étre
réalisées de maniere globale ou ciblée. Pour séparer et
identifier les différentes classes d’espéces chimiques
présentes dans le métabolome, plusieurs outils analy-
tiques complémentaires sont utilisés : la spectromé-
trie par résonnance magnétique nucléaire (RMN), la
spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier, la
spectrométrie de masse associée a la chromatographie
liquide ou gazeuse, ou a I’électrophorése capillaire
[10].

La lipidomique est une discipline émergente issue de la
métabolomique. Tandis que la métabolomique « clas-
sique » vise a quantifier les composés hydrophiles (car-
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bohydrates, acides nucléiques, acides aminés), la lipidomique cible
les composés hydrophobes tels que les acides gras, les glycérides, les
phosphoglycérides, les sphingolipides, les prénols et les stérols [12].

Lintégration multi-omique

Chaque omique apporte des informations extrémement détaillées au
niveau moléculaire. Cependant, les omiques sont souvent considérés
individuellement, ce qui n’est pas suffisant pour comprendre la com-
plexité biologique de la plupart des maladies humaines [13]. Une inté-
gration des différentes couches de données omiques — approche dite
multi-omique — qui prend en compte les mécanismes reliant génome,
épigénome, transcriptome, protéome et métabolome, pourrait amélio-
rer la compréhension du lien entre la mutation causant une maladie et
ses conséquences fonctionnelles (Figure 1) [14].

Uintégration multi-omique étant un domaine relativement récent, il
n’existe pas encore d’approche de référence. Les principales méthodes
d’intégration reposent sur des analyses multifactorielles, I'intelligence
artificielle, en particulier les méthodes d’apprentissage profond (deep
learning), et sur I’intégration des données dans des réseaux biolo-
giques complexes.

Les analyses multifactorielles

Les analyses multifactorielles décomposent les données issues de
chaque niveau omique en facteurs permettant de réduire la dimen-
sionalité des données, tout en capturant les sources majeures de
variations. Le modéle MOFA (Multi-Omics Factor Analysis) utilise une
représentation matricielle des données omiques et les probabilités
bayésiennes. Ceux-ci peuvent ensuite étre utilisés pour I"identification
de sous-types de maladies, et des analyses d’enrichissement peuvent
relier chaque facteur a des fonctions biologiques pour une meilleure
interprétation des résultats. [15]
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Figure 1. Intégration multi-omique
pour ’étude de maladies (créée avec

BioRender.com).
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supervisées d’apprentissage profond
telles que les auto-encodeurs per-
mettent de réduire la dimensiona-
lité importante des jeux de données

multi-omiques et de sélectionner

les caractéristiques sous-jacentes
les plus pertinentes. Ces approches sont particulierement
utiles pour la découverte de sous-types de maladies.
Les approches supervisées comme la classification et la
régression basées sur des réseaux de neurones profonds,
peuvent permettre de prédire des résultats cliniques ou
d’estimer la survie dans une population @ partir de co-
variables. Cependant, ces approches sont limitées par la
nécessité d’avoir un jeu de données d’entrainement et de
validation de plusieurs milliers d’échantillons, ce qui est
peu compatible dans le contexte des recherches sur les
maladies rares [16].

Lintégration dans des réseaux biologiques complexes
Les réseaux, quant a eux, sont utilisés pour représenter
toutes les interactions pertinentes dans un systéme
biologique. Les molécules (génes, transcrits, protéines,
métabolites) sont représentées par des nceuds. Les
interactions moléculaires sont représentées par des
arrétes reliant les nceuds deux a deux. Elles peuvent
relier des nceuds de méme nature ou relier différents
niveaux omiques (Figure 2). Pour construire les réseaux
biologiques, on identifie les interactions entre nceuds
a partir de données expérimentales, en analysant par
exemple la co-expression des molécules, mais en inté-
grant également des connaissances issues de bases de
données publiques comme les interactions entre pro-
téines ou encore les voies moléculaires associées. Une
fois le réseau construit, il est possible d’identifier des
modules de nceuds hyperconnectés reliant différents
niveaux omiques, ce qui peut conduire a la découverte
de nouvelles hypothéses mécanistiques pour le phéno-
type étudié [17].
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Figure 2. Exemple de réseau biologique complexe intégrant plusieurs niveaux

omiques et plusieurs types d’interactions (créée avec BioRender.com).

Lintégration multi-omique en myologie

Lintégration multi-omique a trois champs d’application principaux
pour I’étude des maladies : I'identification de sous-types de mala-
dies, la découverte de biomarqueurs et Iexploration des mécanismes
pathologiques [14].

Des sous-types de maladies peuvent en effet étre identifiés et catégo-
risés grace a des profils multi-omiques, en particulier en cancérologie
[18], mais aussi pour les myopathies inflammatoires idiopathiques
[19]. Ces profils peuvent également permettre I'identification de bio-
marqueurs dans un but diagnostique et/ou pour le suivi des patients.
Des études multi-omiques ont par exemple permis de prédire la
réponse de patients atteints de myopathies inflammatoires a diffé-
rents traitements [20], d’identifier des biomarqueurs dans la dystro-
phie facio-scapulo-humérale [21], la sclérose latérale amyotrophique
[22] et les myopathies centronucléaires [23]. €nfin, I'intégration de
différents niveaux omiques peut permettre de mieux comprendre les
mécanismes reliant cause génétique et conséquences phénotypiques
dans Iétude de la sarcopénie [24], de la dystrophie musculaire de
Duchenne [25, 26] ou de la forme sporadique de myosite & inclusions
[27].

Conclusion

Les approches omiques offrent des perspectives trés prometteuses
dans le domaine de la myologie, avec en ligne de mire une compré-
hension approfondie des mécanismes moléculaires impliqués dans les
différentes maladies du nerf et du muscle. Lintégration multi-omique
émerge comme une approche puissante pour examiner de maniere
holistique les multiples niveaux d’informations biologiques tels que le
génome, I"épigénome, le transcriptome, le protéome et le métabolome.
Ceci permet I'identification précise des biomarqueurs et des voies
métaboliques perturbées dans ces maladies, fournissant ainsi des
informations précieuses pour le suivi des patients, la compréhension
des mécanismes pathologiques et le développement de nouvelles thé-
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rapies ciblées. Cependant, il reste encore de nombreux
défis techniques et conceptuels a relever. Lintégration
et 'analyse des données omiques complexes néces-
sitent des approches bioinformatiques de pointe et des
efforts collaboratifs entre de nombreuses disciplines
scientifiques. ¢

SUMMARY

Omics to serve myology

Despite efforts in biomedical research, pathophysiolo-
gical mechanisms and therapeutic targets of diseases
remain difficult to identify. The development of high-
throughput techniques led to the advent of innovatve
technologies called omics. They aim at characterizing as
exhaustively as possible a set of molecules: genes, RNAs,
proteins, metabolites, etc. These a priori methods allow
a precise molecular characterization of diseases and
a better understanding of complex pathophysiological
mechanisms. In this paper, we will review most omics
approaches, their integration and their applications in
the context of myology. ¢
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> Les cellules souches musculaires (CSM) sont
des cellules souches résidentes du muscle
squelettique responsables de la régénération
de ce dernier. Il est de plus en plus évident que
la capacité des CSM a s’auto-renouveler ou a se
différencier est influencée par le métabolisme
cellulaire. Une nouvelle étude a récemment
établi que les gouttelettes lipidiques (GL) sont
de nouveaux régulateurs du devenir des CSM.
En effet, les GL se répartissent différemment
selon I"état des CSM au cours du processus de
régénération, les CSM avec peu de GL étant plus
enclines a s’auto-renouveler tandis que les CSM
contenant beaucoup de GL s’engagent dans la
différenciation. Ces résultats soulignent que le
renouvellement correct des GL est nécessaire
pour décider du destin des CSM. Ceci pose la
question du mécanisme moléculaire sous-jacent
de la régulation du métabolisme des lipides dans

la détermination du destin des CSM. <

Pour préserver un métabolisme énergétique correct et
équilibré, toutes les cellules eucaryotes stockent des
lipides neutres dans des organites spécifiques appelés
gouttelettes lipidiques (GL).

Les GL sont des structures intracellulaires hautement
dynamiques, au centre du métabolisme des acides
gras (AG) dans les cellules, impliquées dans plusieurs
fonctions telles que le stockage des lipides et la syn-
thése des membranes [1]. Morphologiquement, les
GL sont composées d’un noyau central neutre, qui
contient principalement du triacylglycérol (TAG) ou des
esters de stérol (SE), entouré d’une monocouche de
phospholipides elle-méme entourée d’une variété de
protéines, principalement des périlipines (PLINS) 1-5,
qui parsément la surface des GL. Les GL ne se limitent
pas au stockage de I’énergie, elles jouent d’autres roles
pour assurer le bon fonctionnement des cellules en cas
de stress. Il est connu que, malgré leur role dans les
fonctions cellulaires essentielles, une distribution ou un
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métabolisme incorrect des lipides peut entrainer des concentrations
anormales de lipides qui pourraient devenir toxiques en raison de leur
solubilité limitée et de leur nature hydrophile/hydrophobe. Ainsi, le
stockage des AG libres vise a réguler leur accumulation excessive dans
les cellules afin de prévenir le stress du réticulum endoplasmique, la
toxicité des lipides, le stress oxydatif et le dysfonctionnement des
mitochondries qui pourraient conduire & la mort cellulaire [2]. De
plus, grace aux progres récents réalisés dans le domaine de I'imagerie,
dans la technologie omique des lipides et de la protéomique, il a été
montré que les GL possédent une plasticité remarquable, régulant leur
équilibre biogénese/catabolisme afin de répondre rapidement aux
demandes énergétiques et métaboliques des cellules.

La biogenése des GL (Figure 1) a lieu dans le réticulum endoplasmique
(RE) et comprend trois phases principales :

€n premier lieu, la synthese des lipides neutres et formation du cristal-
lin : Pestérification des AG en glycérol ou en stérol produit respective-
ment des TAG et des SE, qui sont dispersés entre les feuillets internes et
externes de la bicouche du RE. Les enzymes responsables de cette réaction
sont les acyl-CoA:cholestérol O-acyltransférases (ACAT1 et ACAT2) pour
produire le SE et les diacylglycérol acyltransférases 1 et 2 (DGAT1 et DGAT2)
pour former le TAG. Dés que la concentration en lipides neutres aug-
mente, ils se détachent du RE pour former les premiers intermédiaires GL.
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Survient ensuite le bourgeonnement des GL : une fois que la lentille GL
s’est développée, elle se détache de la membrane du RE. Ce processus
est facilité par le recrutement sur la structure du cristallin de facteurs
spécifiques de biogenése des GL qui permettront la naissance et la
croissance successive des GL.

Enfin, ont lieu la croissance et la maturation des GL : apres leur forma-
tion, les GL se développent et maturent pour remplir leurs fonctions en
tant qu’organites fonctionnels. Leur expansion est réalisée de diffé-
rentes manieres, telles que la fusion de gouttelettes a gouttelettes ou
le transfert de TAG sur la surface de la GL.

D’autre part, les GL peuvent étre catabolisées en AG libres pour
I’apport d’énergie et la synthése membranaire par deux mécanismes
différents : la lipolyse ou la lipophagie. La lipolyse des GL permet la
libération d’AG libres dans le cytoplasme pour permettre leur mobili-
sation vers les mitochondries afin de générer de I’ATP. Cette réaction
est médiée par "action concertée de trois lipases principales situées
sur la membrane des GL: la triglycéride lipase adipeuse (ATGL) ou
desnutrine, la lipase sensible aux hormones (HSL) et la monoacylgly-
cérol lipase (MAGL). La lipolyse de la GL est finement régulée par deux
capteurs d’énergie, la protéine kinase dépendante de "AMP cyclique
(PKA) [4] et la protéine kinase activée par I’AMP (AMPK) [5]. La PKA
et ’AMPK sont respectivement activées lorsque les niveaux d’AMPc/
ATP ou le rapport AMP/ATP augmentent dans les cellules. €n effet, des
niveaux élevés d’AMPc activent la PKA qui, a son tour, phosphoryle les
deux enzymes lipolytiques primaires, I'ATGL et I'HSL, une telle modifi-
cation post-traductionnelle étant essentielle pour initier la voie de la
lipolyse. Inversement, des études ont montré qu'a I'état basal, ’AMPK
active la lipolyse en phosphorylant I’enzyme limitant la vitesse de la
lipolyse, la desnutrine/ATGL [6]. Ainsi, cette modification favorise le
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Figure 1. Biogeneése des
gouttelettes lipidiques. La
biogenése des LD com-
mence par la synthese de
lipides neutres (TAG et SE)
qui sont libérés entre les
feuillets de la bicouche

phospholipidique du RE.
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bon déroulement de la lipolyse basale et stimule I"oxy-
dation des acides gras.

La lipophagie des GL est un mécanisme non canonique
de lipolyse des GL dans lequel elles sont englouties
par les lipo-autophagosomes et transportées vers les
lysosomes, ol le TAG et d’autres lipides subissent une
lipolyse acide par la lipase acide lysosomale (LAL). Des
études ont notamment montré que la GL est séquestrée
par I’autophagosome par 'intermédiaire des protéines
1A et 1B associées aux microtubules, la chalne légeére 3
(LC3), marqueurs de I'autophagie. €n effet, la protéine
LC3 interagit avec I’ATGL a travers sa région d’interac-
tion LC3 (LIR) et réduit la localisation de IPATGL & la
surface de la GL. Ce processus permet I'intégration de
la GL dans un lipo-autophagosome et sa translocation
vers le lysosome pour étre finalement détruite [1].
Depuis la découverte du rdle crucial des GL dans les
fonctions métaboliques cellulaires, plusieurs études ont
mis en évidence un lien entre le métabolisme des GL et
le comportement des cellules souches [7]. Les cellules
souches adultes ont besoin de différents métabolites,
tels que les lipides ou les acides aminés, pour effec-
tuer toutes les réactions nécessaires a leur vie. Parmi
les différents types de cellules souches, les cellules
souches du muscle squelettique adulte (CSM) sont des
cellules souches résidant dans les tissus et respon-
sables de la croissance et de la régénération du muscle
squelettique. Dans les conditions physiologiques, les
CSM sont localisées entre la lame basale et la myofibre
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Figure 2. Illustration de la dynamique et du
renouvellement des gouttelettes lipidiques
au cours de la régénération du muscle sque-
lettique. Aprés une lésion induite du muscle,
les cellules souches musculaires s’activent et
commencent a proliférer. C'est a ce moment
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a I'état quiescent. €n cas de Iésion, les CSM s’activent, proliférent et
s’engagent dans la différenciation myogénique pour former de nou-
velles myofibres et réparer les dommages induits. Dans le méme temps,
un sous-ensemble de CSM échappe au processus de différenciation
pour s’auto-renouveler et recharger le réservoir de cellules souches qui
seront utiles en cas de Iésions futures. Comme tous les autres types
de cellules, les CSM ont des besoins énergétiques différents au cours
de leur croissance, de leur régénération et en fonction de leur état
métabolique. Il a été démontré que les CSM quiescentes présentent une
faible activité métabolique, reposant principalement sur I'oxydation
des acides gras (FAO). Cependant, une fois que les CSM entrent dans le
cycle cellulaire, elles subissent un changement métabolique, de la FAQ
a la glycolyse, appelé reprogrammation métabolique [8].

Récemment, une étude a montré pour la premiere fois que la dynamique
et le renouvellement des GL modulent le destin des cellules souches
musculaires en régulant I’équilibre engagement/auto-renouvellement.
€n particulier, cette étude met en évidence une dynamique contrdlée
de la biogenese et du catabolisme des GL au cours de la transition
du destin des CSM [8]. €n effet, dans des conditions physiologiques,
les CSM quiescentes et auto-renouvelables sont caractérisées par un
faible contenu en GL. Lors de "activation des CSM, la concentration en
GL est extrémement importante pour déterminer le destin des cellules
souches musculaires. €n fait, dans les cellules souches musculaires
nouvellement divisées, les GL sont inégalement distribuées dans les
cellules sceurs présentant des destins cellulaires asymétriques, car la
cellule GL*" (& faible contenu en GL) s’auto-renouvelle tandis que la
cellule GL"e" (& fort contenu en GL) s’engage dans la différenciation.
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La teneur en GL atteint son niveau maximal lors de I’en-
gagement des CSM dans la différenciation myogénique,
et elles sont ensuite catabolisées pour produire I’éner-
gie permettant aux myocytes de fusionner en myotubes
multinucléés (Figure 2).

De plus, cette étude a montré que le blocage de la
biogenese des GL favorise le retour des CSM a un état
dormant, tandis que 'inhibition de la lipolyse des GL
entraine un engagement et une différenciation pré-
maturés des CSM, accompagnés d’un échec des événe-
ments de fusion. €n effet, I’inhibition de la lipolyse dans
les CSM entrafne une diminution globale de I'activité
respiratoire des cellules et une accumulation d’especes
réactives de I'oxygéne (ROS). Ainsi, toute perturbation
du renouvellement des GL, telle qu’une accumulation
anormale, peut perturber "lhoméostasie du destin cel-
lulaire [9]. Ces résultats mettent en évidence pour la
premiére fois un processus finement controlé du méta-
bolisme des GL contrdlant le destin des CSM. Cependant,
on ne connait toujours pas quel est le régulateur en
amont qui coordonne la biogenese et le catabolisme
des GL. Une meilleure compréhension des mécanismes
moléculaires associés au renouvellement des GL et a la
décision du destin des CSM permettra de comprendre
comment "homéostasie lipidique pourrait contribuer a
’lhoméostasie des CSM et a la régénération des muscles
squelettiques. Par conséquent, le décryptage de la
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> La myopathie myotubulaire est une maladie rare
d’origine génétique caractérisée par une importante
faiblesse musculaire entrainant des troubles
respiratoires et pour laquelle aucun traitement
n’existe aujourd’hui. Dans cet article, nous montrons
que I'inhibition de I'activité de I’enzyme PI3KC2[3
prévient le développement de cette myopathie dans
un modele murin de la maladie, identifiant ainsi
une cible thérapeutique pour traiter la myopathie
myotubulaire chez ’lhomme. <

La myopathie myotubulaire liée a I’X (XLCNM) est une
maladie congénitale rare affectant principalement les
muscles squelettiques. Elle est causée par des muta-
tions dans le gene MTMI codant une protéine appelée
myotubularine [1]. Cette protéine est requise pour une
bonne organisation et pour le fonctionnement des fibres
musculaires et sa déficience entraine une faiblesse
musculaire généralisée et une hypotonie. Les symptomes
varient d’un patient a ’autre mais comprennent souvent
une faiblesse musculaire précoce et sévére, des difficul-
tés respiratoires et une dysphagie. Au niveau cellulaire,
la myopathie myotubulaire est caractérisée par une
altération de la structure et de la fonction des cellules
musculaires avec notamment une hypotrophie des fibres
et une centralisation anormale des noyaux (Figure 1A).
Au niveau moléculaire, la myotubularine est une phos-
phatase déphosphorylant certains lipides, notamment le
phosphoinositide PtdIns3P (Figure 1B). Les phosphoino-
sitides sont des phospholipides impliqués dans la trans-
duction des signaux et le trafic membranaire [2]. Cette
myopathie est liée a une perte de myotubularine et a une
augmentation des niveaux de PtdIns3P [3]. Il n’existe
actuellement aucun traitement curatif. REcemment, des
études [4,5] ont montré que la perte totale de la PtdIns-
3-kinase PI3KC23, enzyme catalysant la réaction oppo-
sée & la myotubularine (Figure 1B) et acteur clé du trafic
endosomal et de la signalisation mTORCL [6], améliore le
phénotype d’un modele de souris de myopathie myotubu-
laire. Cependant, il reste a démontrer s’il est nécessaire
ou suffisant de cibler I’activité kinase de PI3KC2P3 pour
obtenir un effet thérapeutique.
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Linactivation de la kinase PI3KC2[3 dans un modéle murin
de myopathie myotubulaire

Notre étude s’intéresse a la nécessité, ou non, de cibler I"activité
kinase de PI3KC23 pour améliorer le phénotype des souris mutantes.
Pour cela, nous avons inhibé I'activité kinase de PI3KC2P tout en
maintenant le niveau normal d’expression de cette protéine via
une mutation ponctuelle du site actif, dans les souris modeles de
la myopathie myotubulaire associée a la perte du géne Mtml. Pour
générer ces animaux, nous avons croisé une souris présentant une
kinase-inactive (Pik3c2b®?'") avec une souris présentant un phéno-
type proche de la maladie, la souris Mtml knock-out (Mtm1™") afin
d’obtenir des souris doublement mutantes. Les descendants Mtml~/
YPik3c2bP12RADIZIZA o nt fqit objet d’un phénotypage approfondi de
la fonction et de la structure musculaires a I’Gge de cinq semaines.

Linhibition spécifique de ’activité kinase de PI3KC2[3
prolonge la survie et rétablit la force

Nous avons généré et étudié six groupes de souris : un groupe de souris
sauvages (WT/WT), un groupe avec une inactivation partielle (muta-
tion hétérozygote) ou totale (mutation homozyote) de Pi3ke2b pour
vérifier I'absence d’effets secondaires majeurs (WT/HE et WT/HO), un
groupe malade Mtml”¥ (KO/WT) et un groupe Mtml™ combiné avec
une inactivation partielle (KO/HE) ou totale (KO/HO) de Pi3kc2b afin
d’évaluer le potentiel thérapeutique de cette inactivation.
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Figure 1. Caractéristiques histologiques et implications moléculaires liées a une perte de myotubularine. A. |llustration d’un marquage hématoxy-

line-éosine sur section musculaire saine (& gauche) et XLCNM (& droite), mettant en évidence I’hypotrophie des fibres dans le cas XLCNM ainsi que

la présence de noyaux centraux. B. lllustration de la fonction cellulaire de la myotubularine. MTM1 déphosphoryle des phosphoinositides telle que

PtdIns3P (figure créée avec BioRender.com).

Comme précédemment montré, les souris KO/WT présentaient les
principaux symptomes de la maladie, en I'occurrence une myopa-
thie progressive apparaissant a partir de trois semaines et menant
au décés avant douze semaines, avec une survie moyenne de sept
semaines. L'inactivation totale de la kinase a permis une survie des
animaux KO/HO jusqu’a la fin de I’étude, soit 16 semaines. L'inacti-
vation partielle de la kinase a conduit a la survie de 43 % des ani-
maux KO/HE jusqu’a seize semaines. Les souris KO/HO présentaient
un comportement similaire a celui des WT/WT. Leur fonction motrice
a été testée en évaluant la capacité de I’animal a se suspendre a une
grille a I’dge de quatre semaines. Alors que les souris KO/WT avaient
des performances réduites (temps de suspension de 16 secondes),
les souris KO/HE atteignaient 30 secondes et les souris KO/HO attei-
gnaient le temps maximum testé de 60 secondes, comme le groupe
WT/WT (Figure 2A).

Les souris KO/HO présentaient un poids corporel similaire a celui des
contréles, de 28 a 30 grammes, alors que les souris KO/WT et KO/HE
ne pesaient pas plus de 15 g. La forte diminution du poids corporel
chez les souris KO/WT et KO/HE est principalement due a une atro-
phie musculaire généralisée. Le poids de plusieurs muscles, comme
le tibial antérieur (TA), était diminué chez les souris KO/WT et a été
totalement rétabli chez les souris KO/HO (Figure 2B). La force spéci-
fique du muscle tibial isolé est fortement diminuée chez les animaux
KO/WT et KO/HE et normalisée chez les souris KO/HO (Figure 2C).
Globalement, Iinhibition totale de I’activité kinase de PI3KC2[3 pro-
longeait la survie et normalisait ’atrophie et la force musculaire des
souris KO/WT atteintes de myopathie myotubulaire.

Linhibition spécifique de PI3KC2[3 prévient les défauts
histologiques et ultra-structuraux des fibres musculaires

Uinhibition de I'activité kinase de PI3KC2B améliorant I'atrophie
et la faiblesse musculaire des souris Mtml™Y, nous avons étudié
ces aspects a I"échelle des myofibres. A cinq semaines de vie, les
souris Mtm1™Y présentaient des fibres de taille réduite par rapport
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aux contrdles (Figure 3A) ainsi qu’une accumulation
anormale de coloration oxydative (Figure 3B), deux
caractéristiques histopathologiques similaires a celles
observées chez les patients atteints de XLCNM.

Chez les animaux KO/HO, la coloration hématoxyline-
éosine (HE) a révélé un aspect et un diamétre normal
des myofibres (Figure 3A). Uinactivation de la kinase
a également permis de prévenir les défauts d’activité
oxydative (Figure 3B). Le pourcentage de fibres présen-
tant une accumulation anormale de la coloration de la
succinate déshydrogénase (SDH) des mitochondries est
passé de 32,4 % chez les KO/WT a 2,3 % chez les KO/HO,
contre 0 % chez les WT/WT, reflétant une correction du
positionnement des mitochondries. Ces colorations ont
également été réalisées chez des souris plus dgées, a
seize semaines de vie. Alors qu’aucune souris Mtml™”Y
ne survit jusqu’a seize semaines, les KO/HO présen-
taient de légers défauts histologiques notamment une
diminution du nombre de fibres a large diamétre et une
accumulation centrale de coloration oxydative SDH
dans certaines fibres (non montré). Ainsi, "inactivation
homozygote de la kinase PI3KC23 a permis de retarder
apparition du phénotype histopathologique chez les
souris Mtm1™.

Uinhibition de I’activité kinase de PI3KC2[3 ayant
permis une forte amélioration de I’histologie
musculaire, la microscopie électronique a été utilisée
pour évaluer de fagcon plus détaillée I'organisation
intracellulaire des myofibres (non montré). ’analyse
ultrastructurale a révélé une forte désorganisation
interne des sarcomeéres (sous-unités musculaires)
chez les souris Mtml™Y avec notamment un déca-
lage des lignes Z et une disparition des bandes A
et I. Uinactivation partielle de la kinase PI3KC2P3
(KO/HE) a permis une amélioration de la structure,
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Figure 2. L’inhibition de [’activité kinase de PI3KC2b prévient la faiblesse musculaire des souris Mtm1. A. Test de suspension & quatre semaines. La
durée de suspension des souris a une grille inversée est mesurée, temps limite = 60s (6 < n < 7). B. Poids du muscle Tibial Anterieur (TA) normalisé
au poids des souris a cinq semaines (4 < n < 10). C. Mesure de la force musculaire développée par le TA, normalisée au poids du muscle (3 <n<7).
a:<0,05vs WI/WT; b:p<0,05vs KO/WT.

WT/WT

Figure 3. Uinhibition de Pactivité kinase de PI3KC2[3 prévient les défauts histopathologiques chez la souris Mtm1-/y. A. Coloration hématoxy-
line-éosine de coupes musculaires de Tibial Antérieur (TA) a 5 semaines. B. Coloration succinate déhydrogénase sur coupes musculaires de TA &
5 semaines. Les myofibres des animaux Mtml™Y présentaient une hypotrophie ainsi qu’une accumulation anormale du marquage SDH (fléches),

défauts prévenus par I’inactivation totale de I'activité kinase de PI3KC2.

avec cependant une persistance de défauts d’alignements et une Une amélioration phénotypique corrélée
augmentation de 'espace inter-myofibrillaire. Uorganisation géné- @ une normalisation des niveaux de Ptdins3P,
rale était normale chez les souris KO/HO. De fagon similaire, les de la localisation cellulaire de Pintégrine [31,
triades, des structures importantes pour le processus d’excitation/ et de IPactivité de mTORCI

contraction présentaient des défauts chez les souris MtmI™”’ qui

n'étaient plus présents chez les KO/HO. Ainsi, I’inactivation homo-  PI3KC2[3 et MTM1 étant impliquées respectivement
zygote de la kinase PI3KC2P a permis de prévenir la désorganisation  dans la phosphorylation/ déphosphorylation du phos-
interne des sarcoméres et des triades, alors que I’inactivation hété- phoinositide PtdIns3P, son niveau a été mesuré dans
rozygote a permis une amélioration partielle. le muscle par méthode ELISA. La myopathie myotubu-
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Figure 4. L’inhibition de Pactivité kinase de PI3KC2[3 normalise les niveaux de Ptdins3P et Iactivité de la voie mTORCI chez les souris Mtm1-/y.

A. Quantification des niveaux de PtdIns3P dans le muscle gastrocnémien a 5 semaines par ELISA (7 < n < 8). B. Western blot d’extrait de muscle

Tibialis Antérieur et de cerveau, marqué avec des anticorps anti-p-S6RP et anti-S6RP, chacun normalisé par rapport a la coloration au ponceau et
quantifié en tant que ratio forme phosphorylée/forme totale (n = 6). a: < 0,05 vs WT/WT; b : p <s0,05 vs KO/WT.

laire est liée a une augmentation de 2,5 fois du niveau de PtdIns3P
dans les muscles de souris KO/WT par rapport aux contréles WT/WT
(Figure 4A). Le niveau de PtdIns3P normalisé chez les souris KO/HO
suggere que le rééquilibrage du niveau de ce lipide est a la base des
améliorations obtenues dans le modéle de myopathie.

Le PtdIns3P régule le trafic membranaire et la myopathie myotubu-
laire est associée a des défauts du trafic membranaire. U'intégrine
Bl est une protéine transmembranaire liant le cytosquelette de la
cellule & la matrice extracellulaire. Les myofibres Mtm1~"Y ont mon-
tré une accumulation intracellulaire anormale d’intégrine B1. Ces
défauts de localisation peuvent expliquer les défauts observés en
histologie avec la présence de petites fibres rondes et 'augmenta-
tion de I’espace inter-fibres. La diminution du recyclage de I’inté-
grine Bl & la membrane cellulaire semble indiquer une perturbation
du recyclage cellulaire. Chez la drosophile, les orthologues, c’est-
ad-dire les équivalents de PI3KC2[3 et MTM1, contrdlent le recyclage
de I'intégrine Bl dépendamment des phosphoinositides [4]. Les
défauts de localisation de cette protéine étaient absents chez les
animaux KO/HO (non montré).

PtdIns3P et PI3KC2PB régulant I’autophagie [6, 7], nous avons
évalué 'activité de la voie mTORCl par Western blot en mesurant
la phosphorylation (et donc I’activation) de la protéine S6RP, un
acteur de la voie situé en aval de mTORCL. La protéine S6RP était
davantage phosphorylée, donc davantage activée, chez les souris
Mtml™Y que chez les contrdles WT/WT (Figure 4B). L'amélioration
de la myopathie était corrélée a une normalisation de I'activité
de mTORCI chez les animaux KO/HO. Ces résultats suggérent que
la prévention du phénotype pathologique est obtenue par norma-
lisation de la voie mTORCI et du trafic des intégrines, médiée par
PtdIns3P.
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Conclusion

Cette étude démontre que la suppression de I'activité
kinase de PI3KC2P3 permet de prévenir les déficiences
motrices, I'atrophie et la faiblesse musculaires ainsi
que les anomalies histologiques et ultra-structurales
caractérisant la myopathie myotubulaire. Cet effet est
corrélé a la normalisation du niveau de PtdIns3P dans
le muscle, elle-méme corrélée a une normalisation de
activité de la voie mTOR, une voie impliquée dans
de nombreux processus cellulaires. Nous émettons
’hypothese que I'inhibition de I'activité de la kinase
PI3KC2P normalise I’homéostasie du PtdIns3P, 'activité
de mTORCI et le trafic de I'intégrine Bl conduisant a
’amélioration des différents défauts cellulaires ainsi
que de la structure et de la fonction musculaires.

De plus, une inactivation partielle de la kinase PI3KC23
n’a permis qu'une amélioration partielle du phénotype des
souris, mettant en évidence un effet dose-dépendant. Les
résultats suggerent qu’un traitement médicamenteux per-
mettant une inhibition de 50 % de I'activité pourrait déja
apporter une certaine amélioration et qu’une inhibition
plus forte de I"activité de la kinase PI3KC2[ sera nécessaire
pour atteindre un effet thérapeutique optimal. De plus,
I'inhibition de I'activité kinase a montré une absence de
toxicité dans les tests étudiés chez les animaux contrdles.
€n conclusion, ces résultats soutiennent le développe-
ment d’inhibiteurs spécifiques de P’activité kinase de
PI3KC2P comme cibles thérapeutiques de la myopathie
myotubulaire. ¢
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SUMMARY

PI3KC2[3: A promising therapeutic target in myotubular myopathy
Myotubular myopathy is a rare disease of genetic origin characterized
by significant muscle weakness leading to respiratory disorders and for
which no treatment exists today. In this paper, we show that inhibition
of the activity of the enzyme PI3KC23 prevents the development of this
myopathy in a mouse model of the disease, thus identifying a therapeu-
tic target to treat myotubular myopathy in humans. ¢
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>Le syndrome de Schwartz-Jampel (SJS, OMIM
#255800) est une affection génétique ultra-rare
définie par des manifestations myotoniques
et des anomalies ostéo-articulaires. Transmis

selon un mode autosomique récessif, sa

prévalence est plus élevée dans les zones de
forte endogamie. La découverte du gene HSPG2
codant une protéine de la lame basale a permis
de mieux en délimiter les contours nosologiques.
Le diagnostic est généralement tres fortement
suspecté cliniquement puis confirmé en biologie
moléculaire. Le traitement reste a ce jour
essentiellement symptomatique. <

Le syndrome de Schwartz-Jampel (5JS, OMIM #255800,
ORPHA:800) est une affection génétique autosomique
récessive ultra-rare (prévalence <1/1000000) qui se
caractérise par des manifestations d’allure myotonique
et des anomalies ostéo-articulaires.

Un peu d’histoire

Si I’histoire a retenu les noms d’Oscar Schwartz et
de de Richard S. Jampel, principalement a cause de
leur publication de 1962 [1], d’autres auteurs ont
également été associés aux premiéres descriptions
du SJS [2-6]. Schwartz et Jampel étaient deux pra-
ticiens américains exercant dans le méme hopital
de Brooklyn, un comme pédiatre, I’autre comme
ophtalmologue. €n 1962, ils rapportent conjointement
I’observation d’un frére et d’une sceur nés d’un couple
non apparenté et en bonne santé. Ces deux enfants
présentaient un blépharophimosis congénital asso-
cié a une myopathie, des déformations articulaires
et une taille en dessous du troisiéme percentile [1].
La composante myotonique du syndrome n’a pas
été identifiée a I’époque car il n’avait pas été pos-
sible de réaliser un électromyogramme (EMG) chez
aucun des enfants. Faute de cet élément capital, les
auteurs avaient proposé de classer cette observation
originale plutét dans le groupe des arthrogryposes
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multiples complexes. Trois ans plus tard, en 1965, Donald C. Aber-
feld, exergant comme neurologue dans le méme hopital new-yorkais,
rapporte, en compagnie de confreres orthopédistes, les données
cliniques et paracliniques de la méme fratrie, cette fois-ci dans la
revue Brain, mais en omettant volontairement de citer les travaux
de Schwartz et Jampel ! [3] La comparaison des photographies des
deux articles ne laisse aucun doute sur le fait qu’il s’agissait bien
des deux mémes malades. Aberfeld va méme jusqu’a revendiquer le
fait qu’il s’agit d’un nouveau syndrome comme I'indique le titre de
son article - Myotonia, dwarfism, diffuse bone disease and unusual
ocular and facial abnormalities — a new syndrome. Les enfants ont
grandi, bien que gardant une petite taille. Aberfeld note le carac-
tere strident de leur voix ainsi qu’une incontestable myotonie lors
du mouvement volontaire ainsi qu’a la percussion des éminences
thénar. Cette fois-ci, un EMG démontre clairement la présence
d’anomalies s’apparentant a des phénoménes myotoniques (d’apres
I"auteur, le son enregistré est comparable a celui d’'un bombardier
en piqué) avec en plus, un tracé de type interférentiel. La biopsie
musculaire s’avere néanmoins non concluante, ne décelant qu’une
discrete atrophie des fibres musculaires au caractére non spéci-
fique. Les anomalies articulaires et osseuses sont mieux décrites, et
I’hypothese d’une composante chondrodysplasique conduisant a un
nanisme est formulée. €n revanche, la piste de I’origine congénitale
de I'arthrogrypose est abandonnée, toujours selon Aberfeld, car
ces deux enfants étaient, d’apres les parents et les professionnels
de santé, normaux a la naissance. La sceur cadette décédera bru-
talement dans un accident de voiture quelque temps aprés et son
autopsie n"apportera pas plus d’information médicale.

Pour des raisons peu claires, seuls les noms de Schwartz et Jampel se
sont imposés au fil des ans, méme si le SJS continue d’étre référencé
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par certains spécialistes comme le syndrome de Schwartz-Jampel-
Aberfeld. D’autres auteurs ont préféré s’en tenir a une terminologie
plus descriptive parlant alors de syndrome myotonique chondro-
dystrophique comme proposée en 1970 par Aberfeld dans le but de
couper court & toute polémique. Dans son article publié en 1970 [6],
ce dernier précise que, description clinique et photographies a I'ap-
pui, la paternité du syndrome SJS revient en fait a Werner Catel, un
éminent spécialiste allemand des anomalies osseuses constitution-
nelles en général et des chondrodysplasies en particulier. Ce dernier
avait publié dés 1951 un patient au phénotype clinique strictement
identique mais ceci dans une revue en langue allemande a faible
diffusion et & I’écho par conséquent limité [2]. Catel avait qualifié
les Iésions ostéo-articulaires de dysostose endochondrale méta-
épiphysaire. Toujours dans le méme article de 1970, Aberfeld cite
cette-fois Schwartz et Jampel mais pour critiquer leur description de
1962 et en particulier pour contester le caractere congénital du blé-
pharophimosis. Le neurologue américain en a longtemps congu une
certaine amertume comme en témoigne aussi une lettre au vitriol
envoyée en 1979 a I’éditeur du journal Annals of Neurology dans
laquelle il fustige les travaux d’auteurs canadiens au motif que ces
derniers faisaient de nouveau référence exclusivement a Schwartz et
a Jampel... [7]

Tout au long de ces années faites de polémiques, un nombre significa-
tif de publications concernant le SJS ont continué a voir le jour [8-17]
en Europe, aux USA et en Afrique, tout particulierement en Afrique du
Sud et en Afrique du Nord. Peter Beighton et Denis Viljoen, deux géné-
ticiens spécialistes des malformations osseuses basés a Cape Town,
ont été les premiers a décrire le SJS dans des populations noires. Le
groupe tunisien de Mongi Ben Hamida, au sein de I'Institut national
de neurologie de la Rabta, a également largement contribué a une
meilleure connaissance du SJS au Maghreb. Un peu plus a I’Est, Haluk
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Figure 1. Une fratrie indienne
atteinte d’une forme sévere
de syndrome de Schwartz-
Jampel. Notez I"asymétrie du
blépharophimosis de la sceur
ainée, la musculature hyper-
développée du jeune frere,
et la petite taille des deux
(DR J. Andoni Urtizberea).

Topaloglu, enfin, jeune neuropédiatre formé a Londres,
avait également diagnostiqué de nombreuses familles
consanguines en Turquie.

€n 1991, un neurologue américain d’Indianapolis, Robert
Pascuzzi, compile les données de la littérature de tous
les cas de SJS publiés et tente, assez adroitement, de
rendre a César ce qui est a César, citant les travaux des
auteurs cités précédemment (Catel, Schwartz, Jampel
et Aberfeld) tout en promouvant I"appellation, plus
neutre, de myotonie chondrodystrophique [18]. Cette
méta-analyse permet également de mieux définir le
syndrome avec comme guide le double prisme neuro-
musculaire et malformatif.

La description des formes ultra-précoces de SJS ont
fait, des 1978, Iobjet de vifs débats parmi les experts,
certains voulant en faire une entité a part (d’ol I'appa-
rition d’une classification binaire entre SJS1 — classique
et 5JS2 — a début néonatal) ou, au contraire, des
variants alléliques de la méme maladie.

Les années 90 sont également la période durant laquelle
d’importants travaux de cartographie génétique sont
entrepris afin d’identifier le géne du SJS. Il fallait,
pour cela, collecter I’ADN des patients atteints de SJS,
en particulier celui des familles consanguines multi-
plex afin de cheminer plus vite et plus sirement sur le
génome grace a la méthode dite du clonage positionnel.
Ces travaux menés par un consortium international
avec a sa téte les équipes de I'unité INSERM, ainsi que
celles du Généthon et du futur Institut de Myologie de
Paris, ont été une premiére fois couronnés de succes
en 1995 avec la découverte du premier locus du SJS



dans la région 35-36 du bras court du chromosome 1 par Sophie
Nicole au sein du laboratoire INSERM dirigé par Bertrand Fontaine
[19]. €n 1995, Giedon propose d’intégrer toutes ces nouvelles don-
nées dans une classification du SJS en trois sous-groupes : le SJSIA,
le SJS1B et le §JS2 [20] (Tableau 1).

Cing années supplémentaires seront nécessaires pour cloner
définitivement le géne du SJS et mettre en évidence les premiers
variants de séquence du géne causal du SJS [21]. HSPG2, le géne
identifié en 2000 par le groupe de Sophie Nicole [21] et confirmé
par un groupe japonais deux ans plus tard [22], s’est avéré coder
le perlecan, une protéine de grande taille située dans la matrice
extra-cellulaire des cellules endothéliales et épithéliales. Le fait
qu’il s’agisse d’une protéine de structure a été en soi une surprise.
SJS1A et SJSIB se sont avérés en relation avec des mutations dans
le gene codant cette méme protéine de structure. Il a ensuite rapi-
dement été démontré que les formes néonatales de SJS (S)S2 selon
la nomenclature en vigueur & I’époque) n’étaient pas liées a ce
nouveau géne. Une analyse phénotypique plus poussée a également
permis de rapprocher ces derniéres d’une autre entité malforma-
tive appelée syndrome de Stiive-Wiedemann (SWS). Dans le SWS,
les malformations ostéo-articulaires sont plus marquées et plus
précoces. Les enfants porteurs du syndrome survivent rarement au-
dela de quelques semaines ou mois de vie. Le gene LIFR a "origine
du SWS mais aussi du SJS2, perlécan, sera finalement identifié en
2004 par un autre groupe frangais sous la direction de Valérie Cor-
mier-Daire [23]. Avec ces travaux, il est désormais établi que SWS
et SJ)S2 ne font donc finalement qu’un.

La découverte du perlecan, le produit du gene HSPG2, n’a pas levé les
doutes sur la physiopathologie du SJS et donc sur la fagon de le clas-
ser. Comme d’autres pathologies a cheval entre plusieurs organes /
systemes, il est parfois difficile de faire rentrer le SJS dans le cadre des
maladies neuromusculaires. Ainsi, et stricto sensu, le SJS ne fait pas
partie des syndromes myotoniques non dystrophiques, a I’inverse des
canalopathies musculaires liées aux canaux chlore ou sodium.

Quand bien méme il y aurait consensus pour qualifier le SJS de maladie
neuromusculaire, la question de savoir s’il correspond a une authen-
tique myotonie, clinique et/ou électrique, continue de faire débat,
certains contributeurs n’hésitant pas a le ranger dans les neuromyoto-
nies (cf. aspects physiopathologiques) ou, de facon plus globale, dans
les syndromes d’hyperexcitabilité membranaire.

Epidémiologie et génétique

Il n’existe pas officiellement de registre de patients atteints de SJS au
niveau national ou international. A ce jour, on estime a environ 150
le nombre de cas de SJS publiés dans le monde. Tous, loin s’en faut,
n’ont pas été validés par une étude positive du géne HSPG2 en biologie
moléculaire. €n France, on estime I'incidence a un nouveau cas tous les
deux ans environ et la prévalence a une dizaine de patients réguliere-
ment suivis dans I'hexagone.

La transmission autosomique récessive est la régle dans le SJS et
explique pourquoi la prévalence du syndrome est plus élevée dans les
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zones de forte endogamie comme le sous-continent
indien, le Moyen-Orient ou le Maghreb [19, 24-26].

Les cas a transmission autosomique dominante rappor-
tés par quelques auteurs relevent de I’exception voire,
selon certains analystes, d’une erreur de diagnostic
[27, 28]. La maladie est observée sous toutes les lati-
tudes, indépendamment de I'origine ethnique. Le fait
que le SJS ait été un moment sur-représenté en Afrique
du Sud est probablement lié a un biais de recrutement,
Peter Beighton et Denis Viljoen ayant développé une
authentique passion pour ce syndrome et les patients
qui en souffraient [15, 16].

Il faut enfin signaler, dans certaines communautés tres
endogames, d’authentiques mais rarissimes cas de SJS
pseudo-dominants ont été rapportés (communication
personnelle). Les patients atteints de SJS passés a
I’age adulte ne sont en effet pas infertiles et il n'est
pas exceptionnel que certains d’entre eux fondent une
famille.

La complexité et la taille du gene HSPG2 ne facilitent
pas le recensement et la validation des diagnostics
de SJS a travers le monde méme si les techniques de
séquencage & haut débit (NGS) rendent cette tdche
moins ardue qu’auparavant [29-31]. A contrario, la
banalisation du recours au NGS dans I’exploration étio-
logique des syndromes polymalformatifs non ou mal
étiquetés permet d’élargir le spectre phénotypique du
SJS en direction de formes moins typiques et/ou moins
graves de la maladie.

Le géne HSPG2 est habituellement criblé a I’aide de
panels de génes (panel « myotonies », panel neuro-
musculaire large, panel « dysplasies osseuses », panel
« nanisme », etc.) ou d’une étude en exome entier. Le
séquencage complet en Sanger du seul géne HSPG2 a
vécu, car chronophage et paradoxalement plus onéreux
que le NGS. Une étude de la ségrégation familiale des
variants de séquence potentiellement pathologiques
est fortement recommandée tant les polymorphismes
bénins de HSPG2 sont fréquents du fait de la grande
taille du gene.

Des études fonctionnelles sont parfois utilisées pour
valider les résultats de biologie moléculaire dont la
signification reste équivoque. Elles consistent, en
autres, a étudier I'expression du perlécan dans les
fibroblastes. Ces analyses complémentaires relévent
néanmoins de la recherche et non de la routine.

Toutes sortes de variants du géne HSPG2 ont été rap-
portées [32, 33]. Les mutations faux-sens existant a
I’état homozygote ou hétérozygote composite sont les
plus fréquentes. Les délétions tronquantes du gene ne
sont pas exceptionnelles tout comme les mutations
introniques. Il n’existe pas a proprement parler de
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réelle corrélation génotype-phénotype. Linterprétation des variants
du géne HSPG2 reste globalement un exercice délicat. Les cas avec un
seul variant HSPGZ2 identifié malgré un phénotype SJS indiscutable sont
assez fréquents.

Physiopathologie

HSPG2, le géne en cause dans le SJS, code le perlécan (heparan-sul-
fate-proteoglycan), une protéoglycane ubiquitaire située au niveau
des lames basales. Le gene est constitué de 97 exons correspondant
une taille de 120 kilobases. HSPG2 code une protéine composée de 4 391
acides aminés. Le perlécan a un poids naturel de 467 kDa auquel s’ajoute
le poids de résidus 3-4 glycosaminoglycanes. L'ensemble, d’un poids
moléculaire total de 750 kDa, constitue une des principales molécules
monomériques de la matrice-extracellulaire [34-39]. Le géne lui-méme
est trés conservé dans I’évolution comme en témoignent de nombreuses
homologies de séquence entre différentes espéces.

Le perlécan contient cing domaines (de | & V) composés d’éléments
répétitifs en tandem, d’ol la référence au terme de « perle ». Les genes
orthologues de HSPG2 ont été décrits chez le ver C.elegans (Unc-52)
et chez la drosophile (Trol). Les fonctions du perlécan sont multiples
et encore mal connues. Ce dernier jouerait un role important dans le
développement, la réparation tissulaire et la morphogenese, tout par-
ticulierement au niveau du cartilage. Uinvalidation complete du géne
HSPG2 chez la souris est |étale pendant la période embryonnaire du fait
de malformations du cerveau et du cceur mais aussi d’hémorragies dans
plusieurs tissus et organes. Plusieurs modeles hypomorphes du SJS ont
été développés chez la souris. Dans I’'un deux, un défaut de maturation
des terminaisons nerveuses a été noté ainsi que I'apparition, plus tar-
dive, d’une neuropathie et d’une dystrophie musculaire [40].

Des mutations de HSPG2 sont en pathologie humaine a Iorigine de
deux maladies héréditaires : le SJS d’une part et la dysplasie segmen-
taire de type Silverman-Handmaker (DDSH, OMIM#224410) de I'autre.
Le DDSH est une variante exceptionnellement rare, plus sévere et
rapidement létale, du SJS dans laquelle le perlécan n'est pas sécrété
du tout [41].

Les mécanismes de I’hyperexcitabilité membranaire sont encore mal
connus. Deux théories, possiblement complémentaires, ont été déve-
loppées jusqu’a présent. Dans la premiere, le perlécan interagirait au
niveau de la jonction neuromusculaire en fixant d’un c6té les molé-
cules d’acétylcholinestérase et de I'autre celles du dystroglycane. Le
dysfonctionnement secondaire de I’acétylcholine-estérase empéche-
rait la dégradation physiologique de I’acétylcholine et abaisserait
ainsi le seuil de sensibilité du récepteur & ’acétylcholine [42]. Dans la
seconde, le perlécan pourrait agir directement sur les canaux ioniques
sodium et chlore en perturbant leur fonction.

Des critéres diagnostiques simples
et un tableau clinique facilement reconnaissable

Ce n’est généralement pas dans les premiers jours ou semaines de
vie que le diagnostic de SJS est évoqué. Du fait des différents modes
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d’entrée et d’expression de la maladie, les enfants
atteints de SJS sont amenés, le cas échéant, a consul-
ter plusieurs spécialistes : 'ophtalmologue, du fait
d’anomalies oculaires qui deviennent évidentes au fil
des années, un généticien du fait de I"aspect dysmor-
phique du visage et/ou de la constatation d’un retard
de croissance staturale, un orthopédiste du fait d’une
dysplasie de hanches précoce ou de troubles de la
marche, ou enfin un pédiatre généraliste. Il est rare que
le neuropédiatre soit sollicité d’emblée sauf en cas de
syndrome myotonique au premier plan. Les formes trés
précoces de SJS peuvent étre vues en néonatalogie mais
ce cas de figure reste exceptionnel.

La conjonction des signes cliniques suffit a évoquer
tres fortement le diagnostic, notamment la dysmor-
phie faciale caractéristique avec blépharophimosis,
la petite taille et les déformations ostéo-articulaires.
€n revanche, la myotonie peut étre tres discrete ou
absente, surtout chez les plus jeunes, comme rapporté
antérieurement. ce n'est donc pas un élément trés fort
pour affirmer ou infirmer le diagnostic.

La dysmorphie faciale a une origine double. Comme
résultat de la contraction permanente du muscle, on
observe un facies figé des enfants, volontiers qualifié
de rire sardonique (en référence & au « sourire amer »
d’Ulysse lors d’une étape de son périple odysséen), avec
un rétrécissement des fentes palpébrales et le blépha-
rophimosis, et un méme phénomene de rétrécissement
au niveau du muscle orbicularis oris avec un aspect de
levres pincées. Un menton plissé et une dystopie can-
thale completent souvent le syndrome dysmorphique.
D’autres anomalies oculaires sont plus rarement rap-
portées : microphtalmie, micro-cornée, cataracte juvé-
nile et myopie. €n revanche, une rétro-micrognathie,
des oreilles décollées a implantation basse ainsi que
d’autres malformations ostéo-articulaires du visage
sont a mettre plutdt sur le compte du processus chon-
drodysplasique.

Uapparition de la myotonie est insidieuse et se fait
sur plusieurs semaines ou mois. Elle est a rechercher
en priorité au niveau des mains et des paupiéres (blé-
pharospasme). €lle peut étre plus subtile a détecter et
n’étre visible que lors de la percussion des masses mus-
culaires (éminence thénar, muscles radiaux ou autres).
Elle s’accompagne d’une hypertrophie musculaire par-
fois impressionnante d’ou un aspect pseudo-herculéen
tres évocateur. Cet aspect est d’autant plus visible que
le tissu sous-cutané est souvent de faible épaisseur
chez ces patients. La myotonie n’est ni aggravée par
le froid ni améliorée par I"échauffement. Chez certains
patients, on peut noter une faiblesse musculaire mais
celle-ci est rarement progressive. De fagon générale,



Début habituel des troubles

Type 1A (SJS1A)

Myotonie : dans I'enfance
Dysplasie osseuse : dans
I’enfance

Type 1B (S)S1B)

Myotonie : chez le nourrisson ou
dans I’enfance
Dysplasie osseuse : a la

naissance

Chez le nourrisson : dysplasie
avec raccourcissement des

Type 2 (S)S2)

Myotonie : a la naissance
Dysplasie osseuse : a la

naissance

Chez le nourrisson : dysplasie

Dysplasie épi-métaphysaire
. ) L modérée avec élargissement
Principaux signes radiologiques L. . )
épiphysaire au niveau des

genoux

Dans l’enfance : dysplasie épi-
métaphysaire

Rachis Platyspondylie modérée

Bassin €chancrure sciatique étroite
Modérément élargies au niveau

Epiphyses des genoux et des autres os

longs

d’halteres (dysplasie de type
Kniest)

coronales

Evasement des ailes iliaques

Modérément élargies au niveau
des genoux

avec raccourcissement des

membres et fémurs en forme

membres et jambes arquées

Dans ’enfance : aspect de
maladie de Pyle avec sous-
tubulation des os longs

Platyspondylie modérée, fentes

Sans particularités

Sans particularités

Aplaties au niveau des genoux

Tableau I. Les signes distinctifs entre les différentes formes de syndromes de Schwartz-Jampel avant la découverte des génes HSPG2 et LIFR (d’apres

I’article de Gideon et al., 1997 [20]).

il est souvent difficile de faire la part du déficit musculaire, de la
myotonie et des malformations articulaires dans la limitation des
mouvements.

Les troubles ostéo-articulaires sont tres variés dans le SJS. Au niveau
des membres, on note classiquement des anomalies de développement
au niveau des hanches, des coudes et des genoux. Celles-ci sont a
I’origine d’enraidissements articulaires ou, beaucoup plus rarement,
de recurvatum multiples. Les os longs sont volontiers arqués. Quant au
rachis, il est le siege d’une dysplasie vertébrale épiphysaire d’impor-
tance variable et, assez souvent, d’une cypho-scoliose associée. Le
tout aboutit a des troubles de la marche, et a des déformations des
membres, du rachis et du thorax, et a un nanisme.

Une atteinte respiratoire est a redouter en cas de déformations thora-
cique/rachidienne importantes avec comme corollaire, des infections
pulmonaires a répétition. Un syndrome d’apnées du sommeil peut
venir, le cas échéant, majorer ces troubles.

D’autres signes moins fréquents ont été rapportés dans le SJS : stri-
dor laryngé, palais ogival, hernies inguinales ou ombilicales, micro-
orchidie...

Les personnes atteintes de SJS ont, sauf exception, une intelligence et
une cognition normales. Du fait de leur dysmorphie et de leur petite
taille, beaucoup d’entre elles souffrent toutefois de stigmatisation
sociale et d’isolement, le tout pouvant conduire a des troubles de
I’humeur réactionnels (dépression, autres).
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Le bilan a visée diagnostique

Le bilan initial comporte une examen physique complet
a la recherche des signes cardinaux qui caractérisent
le SJS: la dysmorphie faciale, le blépharophimosis,
avec ou sans blépharospasme, le nanisme, la rigidité
articulaire, la myotonie et I’hypertrophie des masses
musculaires.

Le bilan doit comporter :

- un bilan radiologique complet (radios du rachis, du
thorax et des membres, dge osseux) afin d’apprécier
tout signe de dysplasie, en particulier au niveau des
hanches et des vertebres.

- les taux des créatine-phospho-kinase (CPK) sont en
général normaux ou modérément augmentés. Il nexiste
pas d’autres marqueurs biologiques dans le SJS a ce
jour. Le bilan phospho-calcique et les dosages hormo-
naux ne révelent pas d’anomalie.

- les études électrophysiologiques sont difficiles
a réaliser, surtout chez les tout-petits. U'EMG est
le plus souvent trés contributif en montrant des
décharges répétitives complexes mais sans varia-
tions crescendo ou decrescendo comme celles obser-
vées dans les myotonies vraies. Ces tracés évoquent
plus une hyperexcitabilité membranaire qu’une véri-
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table myotonie. Cette activité persiste au repos, lors du sommeil
et méme lors d’une anesthésie générale induite par les curares. Un
pattern de type | a été mis en évidence dans une fratrie atteinte
de SJS grdce a un protocole EMG d'exercice court. De fagon géné-
rale, rappelons, s’il en était besoin, que I’EMG ne fait pas partie
des outils de suivi, une fois le diagnostic initial de SJS posé. €n
revanche, tester les parents en EMG au moment du bilan initial,
fait partie des pratiques acceptables, surtout s’il s’agit d’éliminer
un autre syndrome myotonique (dystrophie myotonique de type 1,
myotonie congénitale).

- la biopsie musculaire n’a pas d’intérét diagnostique sauf pour élimi-
ner une autre pathologie neuromusculaire. Les Iésions rapportées par
différents auteurs sont peu ou pas spécifiques.

- une biopsie de peau peut étre utile dans le but de cultiver des
fibroblastes qui serviront, si nécessaire, a étudier la I'expression du
perlécan.

- le dosage sur buvard de l’activité de la maltase acide doit étre sys-
tématique, la maladie de Pompe pouvant mimer, sur certains points,
un SJS (décharges complexes répétitives surtout au niveau des muscles
paraspinaux, hypertrophie musculaire).

- les épreuves fonctionnelles respiratoires (EFR) sont recommandées,
a fortiori s’il existe une déformation thoracique. Elles permettent de
détecter précocement une baisse de la capacité vitale respiratoire,
signe d’une insuffisance respiratoire chronique débutante, et de
rechercher une hypoventilation alvéolaire notamment nocturne (inté-
rét de I’oxymétrie nocturne).

- du fait de la grande fréquence des anomalies dentaires et maxil-
laires, I'avis d'un dentiste, d'un chirurgien maxillo-facial ou d'un
orthodontiste est vivement conseillé. Un panoramique dentaire,
voire une reconstruction en 3D des os de la face, permettront
d’évaluer le degré de malocclusion et la présence de malformations
dentaires.

- I’étude du géne HSPG2 est recommandée pour conforter le diagnostic
mais peut s’avérer complexe a interpréter (cf. supra).
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Figure 2. Une forme de SJS
peu sévere avec dysmorphie
faciale modérée et discréte
dysplasie de l’articulation
coxo-fémorale (DR J. Andoni
Urtizberea).

Diagnostic différentiel

Dans la forme classique du SJS, le doute est rarement
permis. Encore faut-il avoir le réflexe de penser a ce
syndrome ultra-rare devant un faciés trés évocateur
associé a une petite taille, une myotonie et une muscu-
lature hyper développée.

Le probleme se pose encore plus dans les formes incom-
pletes ou de sévérité intermédiaire qui peuvent conduire
a une longue errance diagnostique. La dysmorphie peut
étre plus discréte tout comme les phénoménes myoto-
niques. Le facies figé ou le rire sardonique par exemple
ne sont pas I'apanage du SJS. On peut I’observer dans le
tétanos, I'intoxication a la strychnine ou encore dans la
maladie de Wilson.

Par ailleurs, certains patients ont une taille et des arti-
culations coxo-fémorales normales. I faut alors discuter
d’autres diagnostics en fonction de la porte d’entrée.

Si la myotonie est au premier plan, les autres étiolo-
gies a éliminer en priorité sont les dystrophies myoto-
niques (avant tout, la forme congénitale de maladie
de Steinert) et les myotonies non-dystrophiques (plus
la myotonie de Becker, par définition autosomique
récessive, que la maladie de Thomsen & transmission
autosomique dominante). La paramyotonie congénitale
pourrait également donner le change avec un SJS mais
le caractére aggravant du froid n’existe pas chez ce
dernier. De fagon générale, un aspect pseudo-herculéen
est fréquent dans les myotonies congénitales mais aussi
dans la myopathie liée au géne codant la myostatine.
Comme vu plus haut, et si I’on considére que les anoma-
lies EMG observées ne relevent pas d’une vraie myotonie
dans le SJS, les autres causes génétiques d’hyperexci-
tabilité de la membrane musculaire ou d’hyperactivité



musculaire continue sont & considérer (pathologies liées & HINTI,
maladie de Brody, autres). Des études électrophysiologiques complé-
mentaires (protocoles d’exercice de longue et courte durée) peuvent
€tre utiles avant le retour des analyses moléculaires. In fine, les tests
génétiques (panel de génes « syndromes myotoniques », autres) per-
mettent en général de lever le doute avec ces diagnostics alternatifs,
a la nuance pres que la recherche de la maladie de Steinert requiert un
test spécifique (recherche d’une expansion de triplets nucléotidiques
CTG) non couvert par les techniques actuelles de NGS.

Si les troubles orthopédiques sont le motif principal de consultation, le
praticien sera amené, avant Iobtention des résultats des tests géné-
tiques, a discuter des autres malformations osseuses constitution-
nelles au premier rang desquels figurent le syndrome de Kniest et le
syndrome de Pyle. €n cas de forme précoce et gravissime, comme déja
évoqué, le SWS a une base moléculaire distincte (mutation du géne
LIFR). €n revanche, des études génétiques récentes ont permis d’affir-
mer que la dysplasie squelettique de Burton, tout comme la dysplasie
de type Catel-Hempel, correspondaient en fait a d’authentiques SJS.
Les subluxations ou luxations compléetes de hanche peuvent également
évoquer une épiphysiolyse (maladie de Legg-Perthes-Calvé) ou les
conséquences d’une myopathie congénitale. Une mucopolysacchari-
dose de type Morquio peut étre également discutée d’autant que des
cas de SJS avec syndrome du canal carpien associé ont été rapportés.
De maniére générale, les autres causes de nanisme et de dysplasie
osseuse sont a évoquer font désormais I"objet d’études NGS sur panels
de genes.

Quant a la dysmorphie faciale, elle peut faire évoquer celle décrite
dans le syndrome de Freeman-Sheldon.

Un suivi régulier dans un centre spécialisé

Les patients atteints de SJS nécessitent un suivi médical régulier, et ce
tout au long de leur existence. Une fois passée la phase diagnostique, les
enfants les plus jeunes requierent des visites de suivi au minimum semes-
trielles tout au long de la croissance. Chez les adultes stabilisés, I’inter-
valle entre deux visites de contrdle peut étre plus espacé. Selon les cas
et en fonction de I'offre de soins locale, les malades sont généralement
suivis dans des centres de référence ou de compétence pour maladies
rares, en particulier ceux dédiés a la pathologie neuromusculaire (filiere
FILNEMUS) ou aux pathologies osseuses constitutionnelles rares (filiere
OSCAR). €n particulier, le centre de référence pour les canalopathies
musculaires de la Salpétriére a une grande expérience dans le domaine.
Dans ces consultations ou centres spécialisés, I"approche se doit
d’étre pluridisciplinaire, la priorité étant donnée a I’évaluation de la
myotonie, des troubles orthopédiques et des répercussions possibles
au niveau respiratoire et au niveau oculaire. U'avis du psychologue est
également primordial, surtout dans cette pathologie trés souvent stig-
matisante du fait du nanisme et de la dysmorphie faciale. U'accom-
pagnement des patients atteints de SJS et de leurs familles peut se
faire avec les référents parcours santé (RPS) de ’AFM-Téléthon, cette
derniére reconnaissant le syndrome de Schwartz-Jampel comme une
maladie neuromusculaire @ part entiére.
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Une histoire naturelle de la maladie
imparfaitement connue

Logiquement, le SJS a d’abord été décrit dans la popu-
lation pédiatrique. Les formes de I’adolescence ou
de P’adulte sont rarement publiées et correspondent
toujours a des enfants atteints de SJS ayant grandi
et/ou ayant connu de trés longues périodes d’errance
diagnostique.

Il faut tenir compte des trois composantes essentielles
de la maladie pour imaginer comment les patients dia-
gnostiqués dans I’enfance vont évoluer.

Beaucoup de malades atteints de SJS ont un risque
important de perdre la marche, non pas tant du fait de
la faiblesse musculaire que des déformations articu-
laires et de I'enraidissement qui en découle. Les rétrac-
tions sont volontiers progressives jusqu’a I’adolescence
puis ont tendance a se stabiliser.

Latteinte oculaire, traitée ou non traitée, est rarement
évolutive en tant que telle, tout comme la dysmorphie
faciale laquelle aurait méme tendance a s’estomper un
peu avec le temps. Pour autant, le blépharophimosis
peut parfois mettre en jeu le pronostic visuel. Quant a la
myotonie, elle a nettement tendance a s’amender aprés
I’adolescence a la différence de I’hypertrophie muscu-
laire qui semble persister plus longtemps.

Les complications cardiaques ne sont pas décrites dans
le SJS ce qui ne dispense pas de les rechercher a titre
systématique au moment du diagnostic puis lors du
suivi.

Sauf complication intercurrente, les patients atteints
de SJS semblent avoir une espérance de vie dans la
norme, en tout cas dans la forme classique du syn-
drome.

Des recommandations pour la prise en charge

€n I"absence de traitement curatif, la prise en charge
dans le SJS vise : - a préserver I'autonomie, notamment
au niveau des déplacements, - a diminuer autant que
faire se peut les phénoménes myotoniques, - a préser-
ver la vision et enfin, - a favoriser le développement
neurocognitif de I’enfant concerné, gage de réussite
d’une bonne intégration familiale, scolaire et socié-
tale. Cette approche symptomatique ne fait pas encore
I'objet de recommandations officielles, sans doute au
vu de la rareté de ce syndrome. En France, il n’existe pas
encore de Protocole National de Diagnostic et de Soins
(PNDS) pour le syndrome de Schwartz-Jampel. Le sujet
est rarement abordé dans les congrés internationaux
dédiés aux pathologies neuromusculaires. De ce point
de vue, le seul workshop organisé en 2001 par [’€uropean
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Neuromuscular Centre (ENMC) fait figure d’exception [43]. Cet atelier
s’était attaché plus aux aspects moléculaires et physiopathologiques
de la maladie qu’aux questions de prise en charge.

Les familles concernées par le SJS et éparpillées a travers le monde
n’hésitent pas a partager leurs expériences personnelles sur les
réseaux sociaux, en particulier par 'intermédiaire du Schwartz-Jampel
Group hébergé par Metavers et qui revendique jusqu’a 300 membres,
patients, familles et amis inclus.

Le traitement de la myotonie

Quel que soit le nom qu’on lui donne, myotonie, pseudomyotonie ou
neuromyotonie, ou encore hyperexcitabilité membranaire, I’objectif
du traitement de la raideur musculaire est de diminuer au maximum
I’hyperactivité permanente qui la sous-tend. Les thérapies médica-
menteuses utilisées classiquement dans les canalopathies musculaires
comme la carbamazépine, la mexilétine ou d’autres (phénytoine,
procainamide, acétazolamide), ont des effets trés limités [44,45].
La carbamazépine serait la moins décevante d’entre elles, au prix
toutefois d’une possible somnolence ou troubles de la concentration.
Lutilisation au long cours de ces drogues pose également la question
de leur innocuité, surtout chez I’enfant. Il faut également prendre en
compte le fait que la myotonie a tendance a spontanément tendance
a diminuer apres I"adolescence, comme en témoignent beaucoup
d’adultes concernés.

Les injections de toxine botulinique, déja tentées dans plusieurs
études, se heurtent a des problémes de faisabilité (quel(s) muscle(s)
choisir ? quelle(s) dose(s) & quelle fréquence ?) et, dans certains
pays, a des problémes de remboursement (faute d’AMM dans cette
indication).

Les autres traitements

La place de la kinésithérapie reste discutée. €lle vise a prévenir les enrai-
dissements articulaires. €lle doit étre douce et non douloureuse. I’hydro-
thérapie peut étre utile a condition d’étre réalisée a bonne température.

Il 'y a pas de contre-indications connues aux vaccinations quelles
qu’elles soient.

Toute anesthésie générale chez un patient atteint de SJS nécessite
certaines précautions. Ces enfants sont difficiles a intuber du fait
de la microstomie, de la crispation des muscles massétérins et de la
brieveté du cou. Les déformations thoraciques peuvent majorer ce
risque, notamment en cas de cyphoscoliose. Enfin, on notera qu’un
cas d’hyperthermie maligne a été documenté chez un patient sud-
africain souffrant de SJS.

La prise en charge respiratoire s'impose dans les formes séveres ou
existe une déformation thoracique importante retentissant sur les
échanges gazeux. Des apnées obstructives séveres en rapport avec les
malformations bucco-faciales ont été rapportées. Plusieurs enfants
atteints de SJS ont ainsi nécessité une ventilation assistée invasive sur
trachéostomie.

Un accompagnement psychologique du patient et de sa famille est
indispensable, tant au moment de I’annonce du diagnostic que lors
du suivi. Outre la petite taille, les difficultés rencontrées par I'enfant
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pour communiquer ses émotions du fait de la tension
permanente des muscles du visage sont a I'origine
d’une stigmatisation ou d’une incompréhension contre
lesquelles il faut lutter.

Prise en charge des troubles orthopédiques

Les déformations orthopédiques observées dans le SJS
sont le résultat de la chondrodysplasie mais aussi, de
maniere indirecte, de I"activité musculaire permanente.
Celles-ci sont particulierement notables au niveau des
hanches (coxa vara, coxa plana), du thorax (pectus
carinatum), des genoux, des coudes ou du rachis (ver-
tebres aplaties, cyphoscoliose). €lles sont d’autant plus
marquées et potentiellement invalidantes qu’elles sur-
viennent précocement lors de la croissance de I'enfant.
Un traitement orthopédique de la dysplasie de hanche
(harnais ou pldtres en abduction chez les tout-
petits) peut étre proposé mais n’est pas d’une grande
efficacité pour prévenir au long cours la déformation
coxo-fémorale. La chirurgie des hanches, son timing
et ses modalités, reste discutée. Une évaluation
sur plateau dynamique de marche peut étre utile
pour bien poser les indications. Chez les plus jeunes
n’ayant pas terminé leur croissance, et en cas de géne
fonctionnelle importante, une chirurgie de dérotation
fémorale peut s’avérer utile. Une arthroplastie de
hanche par voie sanglante est parfois proposée chez
les sujets plus dgés.

Uintérét du port d’attelles orthopédiques des membres
inférieurs reste débattu.

Le traitement orthopédique (par corset, étirements, et/
ou tiges de croissance) des scolioses sévéres et évo-
lutives est souvent mis en échec et peut amener @ une
chirurgie rachidienne avec le risque d’une dégradation
de la fonction respiratoire en post-opératoire.

La dysplasie vertébrale responsable du nanisme observé
dans la quasi-totalité des patients n’est pas accessible
a un traitement médicamenteux spécifique, I’hormone
de croissance de synthése n’étant pas efficace de fagon
générale dans ce type de déformations osseuses.

La prise en charge en odontologie

Microstomie, malocclusion et anomalies dentaires
sont monnaie courante dans le SJS. Des interventions
de reconstruction maxillo-faciale ont été rapportées
dont certaines avec un résultat esthétique appré-
ciable. €lles doivent étre réservées aux formes les plus
esthétiquement invalidantes et requiérent des prati-
ciens expérimentés. On peut rapprocher cette prise en
charge odontologie de la chirurgie reconstructrice du
visage qui a été réalisée chez quelques adolescents
atteints de SJS.



Le traitement du blépharophimosis

La chirurgie peut avoir son intérét, notamment en cas de rétrécisse-
ment fonctionnel du champ visuel. Une résection de I’aponévrose du
muscle releveur des paupiéres a été tentée, avec succes, chez plusieurs
enfants atteints d’une forme sévere de SJS avec mise en jeu du pronos-
tic visuel. Une myectomie du muscle orbiculaire des yeux a également
été proposée. Lefficacité du traitement par toxine botulinique est en
revanche plus débattu.

Le conseil génétique

Le conseil génétique fait partie intégrante de la prise en charge. |l
vise a informer I'individu et/ou ses proches des risques en rapport
avec le syndrome. La premiere étape consiste a confirmer, chez le
propositus, le diagnostic de SJS en biologie moléculaire. Ceci permet
ensuite d’identifier les autres personnes a risque et d’analyser le
risque de récurrence du syndrome a I'intérieur de la famille. Dans la
plupart des cas, I"étude moléculaire permet de répondre a toutes ces
interrogations et a déterminer le statut de chacun (homozygote ou
hétérozygote). Le risque de récurrence dans la descendance de parents
ayant déja eu un enfant atteint de SJS est de 25 %, a I'instar des autres
maladies autosomiques récessives. Ce risque est plus élevé en cas de
forte endogamie communautaire. Les mutations de novo n’ont pas été
rapportées dans le SJS. Quant aux formes autosomiques dominantes
(cf. supra), elles constituent une exception voire une incongruité.
Dans les cas de génotype complexe ou incertain, les études fonction-
nelles pour valider certains diagnostics moléculaires sont envisa-
geables mais restent du domaine de la recherche.

Un diagnostic prénatal est en théorie possible pour cette pathologie
considérée comme gravement invalidante et sans traitement curatif.
On ne dispose cependant pas de statistiques précises pour évaluer le
nombre de familles y ayant réellement recours. Les adultes atteints de
SJS et en Gge de procréer peuvent avoir une descendance, et ce malgré
leur situation de handicap. Dans les zones de forte endogamie, il leur
est fortement déconseillé de choisir un conjoint a I'intérieur du cercle
familial élargi, le risque de récurrence pour leur descendance devenant
alors non négligeable.

Pistes de recherche

Peu de cliniciens et/ou de chercheurs se consacrent actuellement au
SJS. Apreés la période, quelque peu euphorique, de la découverte du
géne HSPG2 en 2000, on constate un tarissement progressif des publi-
cations scientifiques sur le sujet. Le nombre de projets de recherche
est également en berne (aucune étude récente concernant le SJS
n’est recensée ni sur le site clinicaltrials.gov ni sur celui de I"Agence
Nationale de la Recherche [ANR]). Une équipe de chercheurs du Texas
dédiée a I’étude de la matrice extra-cellulaire continue toutefois a
s'intéresser au perlécan et a ses fonctions. Des chercheurs chinois
ont mis au point des cellules souches pluripotentes issues de patients
atteints de SJS avec lesquelles ils ont pu récemment montrer que
I’hyperexcitabilité se situait plus au niveau du muscle que des termi-
naisons nerveuses [46].
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A notre connaissance, il n’y a pas non plus de labo-
ratoire pharmaceutique impliqué dans un quelconque
développement thérapeutique. Il est vrai que le SJS
reste ultra-rare et qu’il ne s’agit pas, sauf excep-
tion, d’une affection mortelle. Les questions qu’il
pose néanmoins au niveau physiopathologique et
thérapeutique devraient pourtant susciter un certain
intérét. Parmi les pistes envisageables, et purement
théoriques a ce stade, on peut citer la mise au point
de médicaments plus efficaces sur la myotonie, la
thérapie de transfert de géne (mais la grande taille
de HSPG2 semble rédhibitoire a ce niveau), ou I"appli-
cation de molécules agissant sur I’épissage du géne.
€n attendant ces développements, plusieurs projets
concrets pourraient étre proposés comme la création
d’un registre international de patients atteints de SJS,
un protocole d’histoire naturelle de la maladie, et des
collaborations entre cliniciens et chercheurs au sein
d’un nouveau groupe de travail promu récemment par la
filiere FILNEMUS et consacré a la recherche translation-
nelle sur la matrice extra-cellulaire. ¢

SUMMARY

The Schwartz-Jampel syndrome

The Schwartz-Jampel syndrome (SJS, OMIM #255800)
is an ultra-rare genetic disease characterized by
myotonic manifestations combined with bone and
cartilage abnormalities. Following an autosomal
recessive mode of inheritance, its prevalence is more
significant in highly-inbred areas. The unraveling
of the HSPGZ gene encoding a protein of the basal
lamina enabled a better nosological delineation of
the syndrome. The diagnosis is usually strongly sus-
pected at the clinical level and then confirmed by
molecular biology. To date, the treatment remains
essentially symptomatic. ¢
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>La sarcopénie est une maladie musculaire
complexe liée a I’age qui affecte entre 10 a
16 % des personnes dgées de plus 65 ans. Elle
se caractérise par une perte excessive de la
masse musculaire et de la force. Malgré la
multitude d’études visant a comprendre les
mécanismes physiologiques qui sous-tendent
cette pathologie, la physiopathologie de la
sarcopénie reste encore mal comprise. A ce jour,
il n’existe pas de traitement pharmacologique
pour lutter contre cette pathologie. Dans ce
contexte, notre équipe développe des approches
thérapeutiques basées sur Iutilisation de la
protéine GDF5 pour contrecarrer la perte de la
masse et de la fonction musculaire dans diverses
conditions pathologiques dont la sarcopénie.
Apres avoir décrypté un des mécanismes
moléculaires régulant I’expression du GDF5, nous
avons démontré le potentiel thérapeutique de
cette protéine dans la préservation de la masse

et la force musculaire chez les souris Ggées. <

La sarcopénie : une pathologie musculaire
liée a I’dge

Il est établi qu’avec I’dge, la masse et la fonction mus-
culaires diminuent de maniere physiologique, jusqu’a
50 % de perte de masse musculaire [1, 2]. Le vieillis-
sement provoque chez certaines personnes une perte
musculaire excessive conduisant a une pathologie
appelée sarcopénie. Celle-ci n’a été déclarée officiel-
lement « pathologie liée au vieillissement » par ’OMS
(Organisation Mondiale de la Santé) qu’en 2016 [3]. A
cette diminution excessive et généralisée de la masse
musculaire et de la force est associée une dégrada-
tion de la qualité intrinséque du muscle, I’ensemble
impactant fortement les performances physiques et
la qualité de vie des personnes [4]. La sarcopénie est
une maladie évolutive qui augmente le risque de chutes
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(premiére cause de mortalité par accident chez les plus de 65 ans),
réduit la mobilité de ces derniers, et donc leur autonomie [5]. €n 2016,
environ 11 millions de personnes étaient atteintes de sarcopénie en
€urope et une augmentation de 72.4 % de celle-ci est prévue d’ici 2045
[6]. Cette augmentation est liée au vieillissement démographique de
la population européenne. La sarcopénie représente donc un enjeu de
santé publique majeur associé a des enjeux économiques et sociétaux.
Le développement de la recherche pour un traitement est donc crucial
pour lutter contre cette maladie.

Le diagnostic clinique de la sarcopénie repose sur les recommanda-
tions du consortium européen EWGSOP (European Working Group on
Sarcopenia in Older People) [7]. Le diagnostic est établi chez les per-
sonnes agées de plus de 65 ans et s’appuie sur des parametres précis
d’évaluation de la masse musculaire par des techniques d’imagerie
(tomodensitométrie, IRM et DEXA), de la force et des tests cliniques
d’évaluation des performances physiques.

Les raisons pour lesquelles certaines personnes dgées sont plus a risque
que d’autres de développer une sarcopénie ne sont pas clairement
établies. La plupart des études ont été réalisées a partir de cohortes
hétérogenes de personnes dgées ne remplissant pas toutes I'ensemble
des criteres diagnostiques de la maladie. De nombreux travaux mettent
en évidence les causes vraisemblablement multifactorielles de la sarco-
pénie [8, 91. D’aprés les données de la littérature, le développement de
cette maladie résulterait d’une exacerbation d’altérations musculaires
favorisée par I'inflammation chronique et le stress oxydatif qui aug-
mentent au cours du vieillissement [10, 11] (Figure I). La sarcopénie
peut également étre secondaire et liée a des conditions exogénes (mode
de vie sédentaire, malnutrition, modification des profils hormonaux,
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comorbidité avec le cancer et I'obésité) qui constituent clairement des
facteurs de risques supplémentaires [12] (Figure 1).

Les altérations musculaires favorisant la perte de la masse
musculaire liée a I’age

Altérations structurelles et fonctionnelles de la jonction
neuromusculaire

La masse et la fonction du muscle dépendent fortement de la connexion
entre le motoneurone et la fibre musculaire au niveau de la jonction
neuromusculaire (JNM). Au cours du vieillissement, les JNMs deviennent
instables, ce qui provoque & terme une dénervation et une atrophie
des fibres musculaires [13-15]. La plupart des travaux indiquent que
la dénervation musculaire observée au cours du vieillissement serait
en grande partie responsable de la diminution de force [16, 17]. Cette
dénervation physiologique ne serait pas causée par la mort des moto-
neurones au niveau de la moelle épiniére, mais par une défaillance des
mécanismes de remodelage et de maintien des JNMs [18, 19]. Chez les
patients atteints de sarcopénie, le phénomene de dénervation mus-
culaire serait exacerbé [20, 21]. €n accord avec cette hypothése, une
étude a mis en évidence dans le sérum de patients atteints de sarco-
pénie un niveau élevé d’une forme clivée de I'agrine [22]. Uagrine est
une protéine impliquée dans la formation et le maintien de la JNM, et la
présence de cette forme clivée dans le sérum serait le reflet d’un état de
dénervation avancé. Par ailleurs, la dénervation musculaire est un phé-
nomeéne dynamique et réversible puisque le muscle est capable de mettre
en place un mécanisme physiologique de réinnervation afin d’éviter la
dégénérescence des fibres musculaires. Le processus de réinnervation
fait intervenir les cellules de Schwann qui jouent un rdle clé dans la
stabilisation des JNMs. Elles participent également au processus de
réinnervation en secrétant des facteurs neurotrophiques [23, 24]. Chez
les rongeurs, la réinnervation musculaire est moins efficace avec I’dge et
ceci est associé a une diminution du nombre de cellules de Schwann au
niveau de la JNM [25, 26].
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Figure 1. Les facteurs favorisant la perte de
la masse musculaire liée a I’dge. La perte
physiologique de la masse et de la fonction
musculaires au cours du vieillissement est
liée a des facteurs musculaires intrinséques
(altération de la jonction neuromusculaire,
faible capacité régénérative, déséquilibre
de la balance protéique, dysfonctionnement
mitochondrial et déclin de I'autophagie)
ainsi qu’a des facteurs exogénes (séden-
tarité, inactivité physique, malnutrition,
changements hormonaux et comorbidité)
et favorisée par un environnement muscu-
laire délétere (inflammation de bas grade et
stress oxydatif).

Altération de la capacité régénérative du muscle

A la suite d’un stress, une lésion ou un traumatisme,
le muscle squelettique est capable de se réparer et de
régénérer grace aux cellules souches adultes appelées
cellules satellites. Au cours du processus de régénéra-
tion, les cellules satellites proliferent, se différencient
puis fusionnent avec les fibres existantes, ou fusionnent
entre elles pour former des nouvelles fibres destinées a
remplacer les fibres lésées [27]. Dans ce contexte, les
cellules satellites jouent donc un réle crucial dans le
maintien de I’intégrité du muscle et donc sur la préser-
vation de la masse et la fonction musculaire. Au cours
du vieillissement, le processus de régénération muscu-
laire s’active en réponse a 'inflammation et au stress
oxydatif. Cependant, le processus de régénération est
moins efficace dans un muscle dgé comparativement a
un muscle adulte [28]. U'altération de la capacité régé-
nérative dans le muscle dgé s’expliquerait par la dimi-
nution du nombre de cellules satellites ainsi que par
leur capacité proliférative qui décline avec I’dge [29,
30]. La sénescence réplicative est 'un des mécanismes
souvent évoqué pour expliquer la diminution de ces cel-
lules [29]. Lenvironnement cellulaire (augmentation du
stress oxydatif et de I'inflammation) affecterait plutdt
leur activité proliférative que leur potentiel myogénique
intrinséque [30]. Chez ’lhomme, le réservoir de cellules
satellites est réduit dans les muscles des personnes
dgées de 70 a 80 ans [31, 32]. €n revanche, chez la
souris dgée, le nombre de cellules satellites diminue ou
alors reste stable dans certains muscles pourtant tou-
chés par 'atrophie [33]. Puisque les cellules satellites
jouent un rdle crucial dans le maintien de I’intégrité du
muscle, des chercheurs ont suggéré que la diminution
du nombre de cellules satellites avec I’dge pouvait



contribuer a la perte musculaire liée au vieillissement [34, 35]. Cepen-
dant, cette hypothése reste, a ce jour, sujette a débat puisque les
études menées dans ce domaine sont assez contradictoires. Favorables
a cette hypothése, une étude a montré que la déplétion des cellules
satellites dans un muscle de souris adulte provoque une accélération
du vieillissement musculaire qui a été caractérisée plus précisément au
niveau des JNMs [36]. Une autre étude suggére, au contraire, que les cel-
lules satellites ne jouent pas de role dans I"atrophie musculaire liée au
vieillissement puisque leur déplétion n’a pas d’effet sur la masse muscu-
laire [37]. €n résumé, les données issues de la littérature chez la souris
ne permettent pas de savoir clairement si les perturbations qualitatives
et/ou fonctionnelles des cellules satellites contribuent directement a la
perte musculaire au cours du vieillissement [34-37] .

Déséquilibre de la balance protéique

La fibre musculaire constitue une importante réserve protéique et
I’homéostasie de la masse musculaire dépend d’un équilibre finement
régulé entre la synthése et la dégradation protéiques. Dans le muscle
agé, cet équilibre est rompu en faveur d’une plus grande dégradation
protéique au détriment de la synthése. La dégradation des protéines
via le systéme ubiquitine-protéasome (SUP) représente 80 % du
catabolisme protéique musculaire [38]. Ce systéme fait intervenir des
enzymes appelées €3 ubiquitine ligases qui facilitent le transfert d’une
molécule d’ubiquitine sur le substrat protéique pour que ce dernier
soit dégradé par le protéasome. Une augmentation de I'expression
de certaines €3 ubiquitine ligases et de la quantité de protéines
ubiquitinylées a été observée dans le muscle dgé, suggérant que la
dégradation protéique augmente avec I'dge [39, 40]. Uactivation des
voies moléculaires de dégradation protéique dépendante du SUP est
principalement déclenchée par I'inflammation chronique qui s’installe
progressivement dans le muscle vieillissant [10]. Au cours du vieillis-
sement, le niveau de cytokines pro-inflammatoires telles que I'IL-6
(Interleukine 6) et le TNF-0. (Tumor necrosis factor-0t) augmente dans
le muscle et le sérum des personnes dgées [41]. Uaugmentation de ces
cytokines est encore plus importante chez les patients atteints de sar-
copénie [42]. La synthése protéique qui est stimulée en réponse a des
signaux anaboliques comme I"apport alimentaire riche en protéines
ou la pratique de I’exercice physique diminue dans le muscle dgé [43,
44]. Chez I’homme, cette baisse de la synthése protéique affecte tout
particulierement les chaines |égéres des myosines, des composantes
majeures de la fibre musculaire [45]. Les altérations de la synthése
protéique observées s’expliqueraient par un mécanisme de résistance
anabolique s’opérant dans le muscle dgé [44]. Ainsi, le muscle dgé
n’est plus capable de stimuler une synthese des protéines musculaires
suffisante malgré un apport alimentaire protéique ou une activité
physique considérés comme normaux. Dans cette situation, le muscle
s’atrophie puisque celui-ci n’est plus en mesure de compenser en aug-
mentant la synthése protéique.

Déclin de I’autophagie

L'autophagie est un mécanisme physiologique d’autodigestion de
certains composants cellulaires qui permet aux cellules d’éliminer
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leurs constituants inutiles, défectueux ou toxiques.
Uautophagie joue un rdle crucial dans I’homéostasie de
la masse musculaire [46]. €n effet, au cours du vieil-
lissement, le processus d’autophagie décline, ce qui
engendre I"accumulation de protéines mal conformées
et de mitochondries endommagées, le tout contribuant
a augmentation du stress oxydatif qui est connu pour
activer les voies moléculaires de dégradation protéique
dépendantes du SUP [47]. Chez la souris mais aussi chez
I’lhomme, I’expression des protéines ATG7 (Autophagy
related 7) et LC3Il (Microtubule-associated protein 1
light chain 3-11) qui jouent un rdle essentiel dans I’au-
tophagie est diminuée dans le muscle dgé [48]. D’ail-
leurs, I'invalidation de I’ATG7 spécifiquement dans le
muscle chez la souris adulte est suffisante pour induire
un vieillissement précoce des souris, une atrophie mus-
culaire et une diminution de la force [48].

Dysfonctionnement mitochondrial

D’aprés les données de la littérature, des dysfonc-
tions mitochondriales (morphologiques, qualitatives et
quantitatives) ont été mises en évidence dans les fibres
musculaires vieillissantes [49, 50]. Dans des condi-
tions physiologiques, les mitochondries produisent un
faible niveau basal d’espéces réactives de I’oxygene
(€RO). Dans le muscle dgé, le nombre de mitochondries
endommagées est plus important, ce qui provoque une
augmentation des ERO a lorigine du stress oxydatif
[51]. Le stress oxydatif favorise I’atrophie musculaire
en stimulant la protéolyse dépendante du SUP et aug-
mente également la sensibilité des fibres musculaires
a Papoptose [52]. Uaccumulation du nombre de mito-
chondries altérées dans le muscle vieillissant pourrait
s’expliquer par une diminution de la mitophagie qui est
un processus permettant d’éliminer les mitochondries,
et celle-ci serait associée a une baisse de la biogénése
mitochondriale [53]. Une étude récente réalisée a
partir d’une importante cohorte de sujet Ggés sains et
de patients atteints de sarcopénie a mis évidence une
signature transcriptomique d’altération de la fonction
mitochondriale spécifiquement dans les biopsies mus-
culaires des patients atteints de sarcopénie [54].

Comment lutter contre la perte musculaire lié
alage ?

La sédentarité, I'inactivité physique et la malnutrition
constituent les principaux facteurs de risque de sarco-
pénie [12]. La pratique réguliere de I'exercice physique
est reconnue comme étant le meilleur moyen de pré-
server la masse et la fonction musculaires au cours du
vieillissement [55, 56]. Lorsque la pratique de 'exercice

49



50

GDF5 Myostatine
: (GDF8)
w |
BMPR-1/BMPR-I1 | AIK-4-5/ActR-11B
b
i GD

\
' Dégradation protéique

/

' Dégradation protéique

Figure 2. Les voies de signali-
sation du GDF5 et de la myos-
tatine. La fixation du GDF5
sur ses récepteurs (BMPR-1 et
BMPR-II) induit la phospho-
rylation intracellulaire des
protéines SMAD1/5/8. Les pro-
téines SMAD1/5/8 phospho-
rylées s’associent avec SMAD4
pour former un complexe trans-
criptionnel dans le noyau et
inhiber I’expression génique de
MUSAL (Muscle ubiquitin ligase
of SCF complex in atrophy-1),
une €3 ubiquitine ligase impli-
quée dans la dégradation pro-
téique via le SUP. La fixation de
la myostatine (GDF8) sur ses
récepteurs (Alk-4/-5 et ActR-
[1B) induit la phosphorylation
des protéines SMAD2/3. Les
protéines SMAD2/3 s’associent

ensuite avec SMAD4 pour former un complexe transcriptionnel qui active I’expression génique des €3 ubiquitine ligases MuRF1 (Muscle RING Fin-

ger 1) et Atrogine-1 impliquées dans la dégradation protéique via le SUP.

physique est associée a un régime nutritionnel riche en acides aminés,
les effets sur la masse musculaire et la force des personnes dgées sont
plus importants [57]. Le ralentissement des effets du vieillissement
sur le muscle dépend aussi de la sécrétion par le muscle de divers
facteurs trophiques appelés myokines. Ces myokines, qui sont pour la
plupart produites par le muscle en réponse a I’exercice, sont capables
de stimuler la synthese protéique, 'autophagie, la biogenese mito-
chondriale et de diminuer I'inflammation, le stress oxydatif ainsi que
de préserver I'innervation musculaire [58, 59]. La quantité circulante
de certaines myokines telles que IIGF-1 (Insulin-like Growth Factor-I)
ou 'apeline est diminuée dans le sérum des patients atteints de sarco-
pénie [60, 61]. Bien que la pratique de I’exercice soit actuellement le
meilleur moyen de prévenir la sarcopénie, cette recommandation pré-
sente des limites. Chez certaines personnes Ggées, en effet, I’exercice
ne permet pas de limiter la perte musculaire sur le long terme [62]. De
plus, les personnes trés dgées ou les patients atteints de sarcopénie
sévere peuvent présenter des difficultés de mobilité qui rend la pra-
tique réguliere de I’exercice physique contraignante voire impossible.

Les approches thérapeutiques évaluées en clinique

Les molécules thérapeutiques ayant fait I’objet d’une évaluation
clinique en phase de développement avancée (phase 2) ciblent prin-
cipalement un régulateur négatif de la masse musculaire : la myos-
tatine (appelée également GDF8). La myostatine est une protéine
musculaire pro-atrophique de la superfamille TGF-f (Transforming
Growth Factor f3) qui stimule la protéolyse musculaire dépendante
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du SUP [63, 64] (Figure 2). A Pinverse, I’absence ou
I"inhibition de la myostatine chez la souris induit une
hypertrophie musculaire associée a une diminution
des signaux cataboliques [65]. Des anticorps mono-
clonaux ciblant la myostatine ou son récepteur ont
été testés en clinique chez des personnes dgées. Ces
études ont montré que ces molécules augmentaient la
masse musculaire mais sans avoir d’effets pertinents
en matiere de force et de performances physiques
[66, 67].

Le GDF5 : un candidat thérapeutique potentiel

Le GDF5 (Growth Differentiation Factor 5) est un fac-
teur circulant appartenant a la superfamille TGF-3 et
plus précisément a la famille des BMPs (Bone Mor-
phogenetic Proteins). Le GDF5 active la voie de signa-
lisation canonique des BMPs dépendante des protéines
SMAD 1/5/8 [68] (Figure 2). Cette voie est opposée
a celle de la myostatine. €n tant que membre de la
famille BMP, le GDF5 a été essentiellement décrit pour
son réle-clé dans la formation de I’os et du cartilage
au cours du développement [69]. Plus récemment, des
travaux ont montré que le GDF5 et sa signalisation
jouent également un réle déterminant dans I’homéos-
tasie de la masse musculaire [70, 71]. La premiere
description du GDF5 dans le muscle squelettique a
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Figure 3. L’axe Cav3 1-E/GDF5 dans la préservation de la masse musculaire. Suite & une dénervation musculaire induite chez la souris adulte,

un mécanisme de réponse compensatoire a I'atrophie se met en place dans le muscle afin de limiter I’atrophie. Ce mécanisme fait intervenir la

protéine CavP1-€ qui augmente et active I’expression du GDF5. Chez la souris, I"expression musculaire de Cavf31-€ étant diminuée, I"axe Cav[31-€-

GDF5 n’est pas correctement activé en réponse a la dénervation (atrophie musculaire exacerbée). Lexpression de CavP1-€ est diminuée dans les

biopsies musculaires humaines des sujets sains dgés. Chez I’lhomme Ggé, I’expression musculaire de CavP1-€ et de GDF5 est positivement corrélée

a la masse musculaire.

été rapportée dans I’étude réalisée par Sartori et collaborateurs.
Ceux-ci ont démontré le rdle essentiel de cette protéine dans la
préservation de la masse musculaire chez la souris [71]. A la suite
d’une dénervation induite par section du nerf sciatique, la commu-
nication entre le nerf et le muscle étant interrompue, une atrophie
musculaire massive se met en place. Dans ce contexte, ces travaux
ont démontré que la protéine GDF5 augmentait dans le muscle et
inhibait la dégradation protéique de celui-ci (mécanisme physio-
logique de réponse compensatoire) afin de limiter I"atrophie. Notre
équipe a cherché a décrypter le mécanisme moléculaire a I’origine de
I’activation du GDF5 (Figure 3). Nous avons récemment prouvé que la
protéine CavP1-€ était responsable de I’activation transcriptionnelle
du GDF5 & la suite d’une dénervation [72]. La protéine CavPl-€ est
une isoforme embryonnaire de la sous-unité CavPl du canal calcique
voltage-dépendant Cavl.l. Cette sous-unité est connue pour son role
dans le processus de couplage excitation-contraction en régulant
I’activité de Cavl.l et aussi pour sa fonction de régulateur transcrip-
tionnel dans le noyau [73].

De plus, notre étude a mis en évidence une altération de I'axe
CavP1-€/GDF5 dans le muscle vieillissant aussi bien chez la souris
que chez I"lhomme (Figure 3). De ce fait, nous avons stimulé I’axe
CavP1-€/GDF5 en surexprimant soit CavBl-€ soit GDF5 dans le
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muscle de souris dgées. Nos résultats ont montré que
la surexpression de CavP1l-€ ou de GDF5 préserve la
masse et la force musculaires [72]. Ces données ont
permis d’identifier GDF5, qui est circulant, comme
un candidat thérapeutique privilégié. De plus, GDF5
a été montré comme étant essentiel pour la réinner-
vation musculaire [74]; or ce processus est moins
efficace dans le muscle Ggé et, comme décrit précé-
demment, constituerait une des causes de sarcopé-
nie [25]. Par ailleurs, un polymorphisme génétique
récemment découvert dans le géne GDF5 humain a
été associé a une diminution de force chez les per-
sonnes dgées de plus de 65 ans [75]. Pour toutes ces
raisons, notre équipe travaille actuellement sur la
mise au point d’un traitement basé sur Iutilisation
de la protéine GDF5 en tant que candidat médica-
ment afin de lutter contre la sarcopénie. Nous éva-
luons également le bénéfice potentiel du GDF5 dans
d’autres situations physiopathologiques conduisant
d une atrophie musculaire (immobilisation prolon-
gée, exposition @ la microgravité et certaines mala-
dies neuromusculaires).
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Conclusion

Le vieillissement entraine une diminution inévitable de la masse et de
la fonction musculaires. Notre équipe a décrypté un mécanisme physio-
logique permettant au muscle de préserver sa masse et sa fonction en
condition de dénervation. Nous avons montré que ce processus impli-
quant la protéine GDF5 est défaillant chez la souris Ggée mais également
chez ’homme. Nous avons démontré le bénéfice thérapeutique de la
surexpression du GDF5 dans le maintien de la masse et de la fonction
musculaires chez la souris dgée. Ainsi, la protéine GDF5 pourrait étre un
candidat thérapeutique prometteur dans la lutte contre la sarcopénie. ¢

SUMMARY

GDF5: a therapeutic candidate for combating sarcopenia

Sarcopenia is a complex age-related muscular disease affecting 10 to
16 % of people over 65 years old. It is characterized by excessive loss
of muscle mass and strength. Despite a plethora of studies aimed at
understanding the physiological mechanisms underlying this pathology,
the pathophysiology of sarcopenia remains poorly understood. To date,
there is no pharmacological treatment for this disease. In this context,
our team develop therapeutic approaches based on the GDF5 protein
to counteract the loss of muscle mass and function in various patho-
logical conditions, including sarcopenia. After deciphering one of the
molecular mechanisms governing GDF5 expression, we have demons-
trated the therapeutic potential of this protein in the preservation of
muscle mass and strength in aged mice. ¢
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> Les muscles striés squelettiques sont constitués
de cellules post-mitotiques et multinucléées :
les fibres musculaires, dans lesquelles les noyaux
sont régulierement espacés et positionnés a leur
périphérie. Ce positionnement spécifique des
noyaux, nécessaire au bon fonctionnement du
muscle, est essentiellement régulé par le réseau
microtubulaire et ses partenaires protéiques. De
nombreuses pathologies musculaires présentent
unealtérationalafoisde ’organisation duréseau
microtubulaire et du positionnement nucléaire,
comme observé dans la Dystrophie Musculaire
de Duchenne, les myopathies centronucléaires

ou certaines maladies neuromusculaires.

Limportance de I'interactome microtubulaire et
son influence dans le maintien de I"homéostasie
du muscle strié squelettique est un enjeu
capital dans la compréhension des pathologies

musculaires. <
[

Les muscles striés squelettiques sont des cellules
géantes résultant de la fusion de cellules progénitrices
spécialisées appelées myoblastes. Ces cellules muscu-
laires, aussi appelées fibres musculaires (ou myofibres)
contiennent par conséquent des centaines de noyaux
qui ont la particularité d’étre régulierement espacés
tout le long de la fibre musculaire et positionnés a la
périphérie de celle-ci, en conditions physiologiques
(Figure 1A). Certains noyaux ne suivent pas cette régle
et s’agregent par petits groupes dans des zones spéci-
fiques comme la jonction neuromusculaire et la jonc-
tion myotendineuse [1]. Le processus de différenciation
musculaire requiert I’expression successive de facteurs
de transcription spécifiques appelés facteurs de régu-
lation myogéniques (ou MRFs). Ceux-ci contrdlent
I’expression de protéines exclusivement associées a
la myofibrillogénése et permettent la maturation des
fibres en cellules contractiles (Figure 18-C). La dis-
tribution régulierement espacée des noyaux et leur
positionnement en périphérie fagconnent des domaines
nucléaires dans la fibre musculaire. Ceux-ci sont définis
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comme des territoires théoriques contrdlés transcriptionnellement
par chaque noyau et garantissant une intégrité fonctionnelle et coor-
donnée tout le long de la myofibre [2]. Des études ont démontré que
I’altération de la localisation des noyaux dans les fibres musculaires
est associée a une mauvaise fonctionnalité de ces dernieres, suggé-
rant que des déplacements aberrants et/ou le changement de forme
des noyaux au sein de la fibre musculaire pourraient contribuer a une
dégradation progressive de la fonction musculaire [2]. On sait désor-
mais que les forces mécaniques internes et externes appliquées aux
cellules contribuent a des changements a la fois de la structure et de
la composition de I’enveloppe nucléaire et par conséquent controlent
organisation de la chromatine et Iexpression génique [3,4]. Trois
réseaux de cytosquelette ont été identifiés dans les cellules comme
contributeurs a cette mécano-transduction : les filaments d’actine,
les filaments intermédiaires et les microtubules. Parmi ceux-ci, le
réseau microtubulaire apparait comme un acteur clé dans la régulation
de cet équilibre des forces a "intérieur de la fibre musculaire. Dans les
premiéres étapes du développement des myofibres, les microtubules
(MTs) sont des structures essentielles a la formation des domaines
nucléaires. €lles servent de guide pour la polarisation des cellules et de
socle pour la répartition des noyaux dans les fibres musculaires, ceci
en partie grdce a la contribution de nombreux moteurs moléculaires
(dynéines et kinésines) et de protéines associées aux microtubules
(MAPs) (MAP7, Clip190...) (Figure 1C) [5].

Les MTs sont présents dans toutes les cellules eucaryotes, formant une
structure dynamique en perpétuel remodelage. Les MTs sont composés
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Figure 1. Schéma simplifié de la formation d’une myofibre et de ['organisation du réseau microtubulaire au cours de la différenciation musculaire.

A/B/C. Représentation schématique des étapes de la formation d’une fibre musculaire (A) accompagnée des vagues d’activation successives

des facteurs de régulation myogénique (B) ainsi que des protéines de I'appareil contractile et protéines associées au réseau microtubulaire (C).

D. Immunofluorescence représentant "organisation du réseau microtubulaire dans les fibres musculaires immatures. Les microtubules sont repré-

sentés en vert et les noyaux en rouge sur le panel de droite. €. Représentation schématique de I'organisation du réseau microtubulaire dans des

cellules mononucléées non-différenciées (guuche) et dans des fibres musculaires immatures (droite). F. Exemple de localisation de la péricentrine

autour de I’enveloppe nucléaire dans des fibres musculaires immatures. La péricentrine est représentée en rouge et les noyaux en vert.

d’hétérodiméres de tubuline-0. et -f3 qui s’associent longitudinale-
ment en une structure appelée protofilament. lls s’agencent ensuite
latéralement pour former un tube creux de 25 nm de diametre [6].
Les MTs sont des structures intrinséquement dynamiques pouvant
s’assembler ou se désassembler dans la cellule. Leur dynamique peut
étre régulée par (1) leur composition (différentes isoformes sont pos-
sibles), (2) leurs modifications post-traductionnelles (tyrosination,
acétylation...) et (3) leurs interacteurs dans la cellule, comme les
MAPs ou les moteurs moléculaires (Figure 1C) [7]. Les MTs sont essen-
tiels pour le bon positionnement des organites dans la cellule, pour
le transport intracellulaire ou encore pour la formation du fuseau
mitotique au cours de la division cellulaire, I’ensemble contribuant au
bon fonctionnement biologique des cellules [8,9]. Le réseau microtu-
bulaire assure aussi I’organisation des noyaux dans les fibres muscu-
laires en développement [10-13]. €n effet, au cours de la différencia-
tion des cellules musculaires, I’architecture du réseau microtubulaire
est totalement remaniée, structurant un réseau antiparalléle entre
chaque noyau dans les myotubes (Figure 1D) et aboutissant dans les
fibres musculaires matures a la formation d’un réseau tridimension-
nel [14]. Ce remaniement est rendu possible par la réorganisation
du centre de nucléation des microtubules au cours de la myogenese.
Dans les cellules mononucléées non différenciées, les MTs émanent
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principalement de facon radiale dans le cytoplasme,
a partir du centrosome, juxtaposé au noyau. Dans les
fibres musculaires en formation, le centrosome n’existe
plus et une partie de ses composants se retrouvent
libérés dans le cytoplasme. Uexpression spécifique de
protéines du complexe LINC (Linker of Nucleoskeleton
and Cytoskeleton), telle que la nesprine-2, au niveau
de I’enveloppe nucléaire, permet la relocalisation
d’autres acteurs comme la péricentrine au niveau de
la membrane des noyaux des fibres musculaires, for-
mant ainsi un centre de nucléation des MTs nucléaires
(nMTOC) (Figure 1€-F). Cette nouvelle organisation
permet aux MTs de relocaliser en zone périnucléaire
de nombreuses protéines pour former un grillage
protecteur autour des noyaux périphériques [15]. Ce
nouvel équilibre de forces mécaniques ainsi appliquées
sur I’enveloppe nucléaire dans les fibres musculaires
matures permet le maintien de I'intégrité transcrip-
tionnelle de celles-ci.

De nombreuses myopathies sont associées a une dérégu-
lation a la fois de I’organisation des MTs et a une altéra-
tion du positionnement nucléaire.
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Fibre isolée non-pathologique

Fibre isolée pathologique (modele DMD)

Noyaux Microtubules

Figure 2. Comparaison du réseau microtubulaire en condition physiologique et pathologique. Immunofluorescence sur fibres musculaires isolées,

réalisées sur le Tibialis Anterior de souris contrdle (condition non-pathologique, gauche) ou de souris modéle de la myopathie de Duchenne (mdx,

condition pathologique, droite). Les noyaux sont représentés en rouge et les MTs en vert.

La dystrophie musculaire de Duchenne (DMD) est une maladie géné-
tique causée par la perte de I’expression d’une protéine associée aux
MTs, la dystrophine, conduisant a une forte perturbation de I’organi-
sation du réseau des MTs [16,17] (Figure 2). La dystrophine contribue
au maintien de I'architecture musculaire en participant au complexe
transmembranaire reliant le cytosquelette a I’environnement extracel-
lulaire [18]. La surexpression d’un isotype spécifique de la tubuline-3
(Tubb6) participe également & la désorganisation du réseau microtu-
bulaire dans la DMD [19].

U'absence de facteurs d’ancrage du réseau microtubulaire a d’autres
cytosquelettes, tel que la protéine MACFL, conduit a des pathologies
neuromusculaires [20]. €n absence de MACF1, une altération du réseau
microtubulaire le long de la fibre musculaire et au niveau de la jonction
neuromusculaire (JNM) est observée. Ce phénotype s’accompagne d’une
internalisation des noyaux au sein de la fibre musculaire et d’une dimi-
nution du recrutement de ceux-ci au niveau de la JNM [13].

Certaines pathologies neuromusculaires sont également associées a
un défaut de modifications post-traductionnelles de la tubuline. €n
effet, la stabilisation des MTs est en partie rendue possible grdace a son
acétylation et est nécessaire pour garantir I'intégrité fonctionnelle des
JNMs [21]. Lintégrité fonctionnelle du tissu cardiaque peut également
étre affectée par une désorganisation du réseau microtubulaire liée a
une connexion entre la dynamique des MTs et leur tyrosination [22].
La sarcopénie est une pathologie liée a I’dge, elle se définit par une
baisse progressive et généralisée de la masse musculaire, de la force
et de la performance physique au cours du vieillissement. 'accumu-
lation de ces facteurs entraine des changements de dynamique des
fibres musculaires. €n effet, les MTs sont plus rigides et plus stables, et
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le trafic des organelles dans la cellule est perturbé. De
fagon remarquable, les noyaux ne sont plus localisés a
la périphérie des fibres musculaires mais ont tendance
a étre internalisés, le mécanisme de mécano-trans-
duction étant également modifié. Par conséquent,
’homéostasie cellulaire en général est affectée [23].
D’autres pathologies se caractérisent par une désorga-
nisation générale de la fibre musculaire, avec un posi-
tionnement anormal d’organelles et une centralisation
de la localisation des noyaux, qui ne sont pas associées
a un processus de régénération musculaire [24,25]. Ces
pathologies sont appelées myopathies centronucléaires
(CNMs). La faiblesse musculaire est une caractéristique
commune a tous les patients mais leur sévérité est trés
variable [26]. Le lien entre I'altération du réseau micro-
tubulaire et les phénotypes cellulaires observés dans les
CNMs ne sont pas parfaitement établis. Un des genes
impliqués dans les CNMs est celui codant la dynamine 2
(DNM2), qui est une MAP [27]. Compte tenu de I'impor-
tance des MAPs dans la dynamique du réseau microtu-
bulaire, il est envisageable que cette protéine puisse
contrdler localement "architecture des MTs, par exemple,
en interférant avec la fonction du centre de nucléation
des microtubules dans les fibres musculaires.

Compte tenu de I'importance des MTs dans de nom-
breux processus cellulaires et notamment dans le
maintien de I’homéostasie du muscle squelettique,
comprendre comment les MTs sont régulés et leur rdle



est un enjeu capital dans la compréhension des pathologies muscu-
laires. La compréhension détaillée de ce réseau dans les myopathies
pourrait identifier les MTs et/ou certains interacteurs, comme cibles
thérapeutiques communes a ces pathologies. Certaines études ont
déja montré leur efficacité. &n effet, la régulation pharmacologique
de HDAC6 permet d’améliorer le phénotype musculaire du modele
murin de la DMD [28]. ¢

SUMMARY

Microtubular network and functionality of the striated skeletal muscle
Striated skeletal muscles are made of post-mitotic and multinucleated
cells: muscle fibers, in which nuclei are regularly spaced and positioned
at their periphery. The specific positioning of nuclei, necessary for the
proper functioning of the muscle, is mainly regulated by the microtubule
network and partner proteins. Many muscular pathologies present alte-
rations in both the organization of the microtubule network and nuclear
positioning, as observed in Duchenne Muscular Dystrophy, centronuclear
myopathies or various neuromuscular diseases. The importance of the
microtubule interactome and its influence in the maintenance of skeletal
muscle homeostasis is a key issue in understanding muscle diseases. ¢
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>Les syndromes myasthéniques congénitaux
(SMC) sont des affections génétiquement et
phénotypiquementtrés hétérogenesresponsables
d’un déficit de la transmission neuromusculaire.
Les formes dites post-synaptiques sont les plus
fréquentes des SMC, et parmi elles, le déficit en
récepteur a 'acétylcholine (low expressor) est le
mécanisme physiopathologique le plus souvent
en cause. Les SMC avec anomalies cinétiques du
récepteur a 'acétylcholine sont beaucoup plus
rares et a I"origine de tableaux cliniques a 'issue
parfois dramatique. On en dénombre deux types :
le syndrome du canal lent et le syndrome du canal
rapide. Leur diagnostic et leur prise en charge
thérapeutique sont spécifiques a chaque type.
Dans ce travail, nous détaillerons leurs aspects
phénotypiques respectifs en les illustrant par les
observations de trois familles algériennes. <

Les syndromes myasthéniques congénitaux (SMC)
constituent un groupe d’affections génétiques tres
hétérogenes a I'origine d’un dysfonctionnement de la
jonction neuromusculaire (JNM). Il s’agit de maladies
dans lesquelles la transmission neuromusculaire (TNM)
est compromise par des perturbations spécifiques
siégeant aux niveaux présynaptique, synaptique ou
post-synaptique. Leur hétérogénéité phénotypique et
leur rareté font que neurologues et pédiatres en ont une
expérience limitée, y compris chez les spécialistes en
pathologie neuromusculaire. Trente cing genes respon-
sables de SMC ont été identifiés a ce jour [1].

Lorsqu’un SMC est suspecté, la démarche diagnostique
repose sur la combinaison de trois éléments majeurs :
1. Le syndrome myasthénique : faiblesse et/ou fatigabi-
lité des muscles des ceintures et des muscles oculobul-
baires, fluctuation a court terme (dans la journée), ou a
long terme (semaines ou mois), avec présence d’un bloc
neuromusculaire a "ENMG apres stimulation nerveuse
répétitive (SNR), ou d’un dédoublement du potentiel
global d’action musculaire (PGAM). €n période néona-
tale, les principaux signes a rechercher sont le déficit
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de la succion et du cri, des épisodes aigus de dyspnée et/ou un ptosis.
Une fatigabilité musculaire anormale est plutot retrouvée en période
infantile ou juvénile. 2. L’origine congénitale est évoquée devant le
début précoce, une histoire familiale positive, et une hérédité le plus
souvent autosomique récessive. 3. La négativité des auto-anticorps
(AC) dirigés contre le récepteur a I'acétyl choline (RACh) et la protéine
MuSK.

Il a été proposé de classer les SMC en trois groupes selon le type de
dysfonction de la JNM : SMC pré synaptique, SMC synaptique et SMC
post synaptique sans oublier les SMC dans lesquels des déficits portant
sur les protéines de glycosylation ont été identifiés (voir Figure 1). Les
SMC post synaptiques sont les plus fréquents et sont essentiellement
dus & un déficit quantitatif (dit « Low Expressor ») ou & des anomalies
fonctionnelles du RACh (voir Figure 2). La composition du RACh chez
I'adulte est de type 023yd. La sous-unité epsilon (3) est le sidge du
plus grand nombre de variants pathogénes dont la mutation fondatrice
décrite au Maghreb [2]. Toujours parmi les SMC post synaptiques, on
retrouve des anomalies cinétiques spécifiques du RACh, qui entrainent
des ouvertures de canal anormalement prolongées (syndrome du canal
lent ou Slow Channel Syndrome SCS, ou SMC de type 1A), ou anormale-
ment bréves (syndrome du canal rapide ou Fast channel Syndrome FCS,
ou SMC de type 1B), avec des effets délétéres sur la JNM.
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Zone post
synaptique
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DPAGT1
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Figure 1. La jonction neuromusculaire : interactions des principales protéines et

enzymes impliquées (DR Kediha M).

Le syndrome du canal lent (SCS)

Il s’agit de I"anomalie cinétique du RACh la plus fréquente parmi
les SMC. Ce syndrome référencé SMC de type 1A est de transmission
autosomique dominante (AD). Il est caractérisé par I'allongement du
temps d’ouverture du RACh, mise en évidence par étude micro-élec-
trophysiologique, d’ou le nom de « canal lent ». Ce syndrome partage
certains traits avec le déficit en acétylcholinestérase (AChE) résultant
de mutations dans le géne codant la queue du collagéne (COLQ).

Le SCS est causé par des mutations aboutissant @ un gain de fonc-
tion dans les domaines de liaison aux ligands extracellulaires du
RACh, prolongeant ainsi la décroissance des potentiels synaptiques.
Ceci engendre un blocage de la désensibilisation du RACh avec des
dommages musculaires secondaires par surcharge en calcium. Cette
surcharge cationique prolongée va induire un état myopathique, une
perte secondaire en récepteurs ainsi qu'une altération architecturale
de la JNM [3]. Les mutations dans le domaine de liaison aux ligands
améliorent I’affinité pour I’acétylcholine (ACh), ralentissant sa dis-
sociation du récepteur, lequel s’ouvre a plusieurs reprises pendant la
période d’occupation agoniste. Comme dans les déficits en AChE, les
potentiels synaptiques prolongés dépassent la période réfractaire
absolue de la fibre musculaire et déclenchent des potentiels d’action
répétitifs constituant ainsi un test électrodiagnostique connu sous le
nom de double potentiel global d’action musculaire. Les différentes
sous-unités du récepteur peuvent étre impliquées [4]. Les mutations
les plus fréquentes intéressent la sous-unité alpha.

Cliniquement, le SCS est caractérisé par une atteinte sélective et
sévere des muscles cervicaux, scapulaires, dorsaux et surtout, des
extenseurs des poignets et des doigts. Les anticholinestérasiques
(ACEs) peuvent I"aggraver et sont donc contre indiqués.

Trois arguments orientent vers un SCS :

— ’hérédité autosomique dominante.
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Figure 2. Récepteur a I’acétyl choline, dans ses deux formes
(feetale et adulte) et ses différentes sous unités (DR Kediha M).

— Labsence de réponse aux ACEs.

— Le dédoublement du potentiel moteur aprés stimula-
tion unique.

Nous présentons ici deux familles de SCS.

La famille 1

Il s’agit d’un cas en apparence sporadique : jeune
femme dgée actuellement de 28 ans, issue d’un
mariage non consanguin, avec un cas similaire pro-
bable dans la famille mais non documenté (une
cousine du cOté paternel présente un ptosis depuis
I’enfance). Les troubles ont débuté vers I’dge de 19
ans par des fausses routes associées a deux épisodes
de détresse respiratoire. Un an plus tard, une faiblesse
musculaire des membres inférieurs s’est installée avec
des difficultés a monter les escaliers ; puis exten-
sion six mois plus tard aux membres supérieurs, avec
difficultés pour se coiffer, voix nasonnée et vision
double. Ces troubles s’accentuent en fin de journée.
lexamen neurologique de référence (en 2018) avait
objectivé une patiente trés asthénique, une limitation
de I"abduction des globes oculaires, un ptosis gauche,
une dysphonie, un déficit des muscles faciaux, un
déficit moteur proximal des quatre membres, coté
4/5 au testing musculaire, ainsi qu’un déficit axial.
Le score myasthénique était de 35/100 et le score
OMG (Quantitative Myasthenia Gravis) était & 17/39.
L'EMG objectivait un décrément net lors de la SNR
de six couples nerf/muscle, ainsi qu'un double PGAM
(Figure 3). Un an plus tard, la patiente se présente
avec un déficit des extenseurs des doigts et des poi-
gnets, ainsi qu’une géne respiratoire modérée. L’étude
génétique a confirmé le diagnostic de SCS en mettant
en évidence un variant faux-sens a I’état hétérozygote
dans I"exon 5 du géne CHRNAI (sous-unité alpha). La
mutation retrouvée (p.G153S) était localisée au site
de liaison de I’acétylcholine au niveau de la sous-
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Figure 3. Décrément net (graphique de gauche) et double PGAM (graphique de droite) chez la patiente de la famille 1.

unité alpha. Sur la base de ces résultats, une association fluoxétine
et salbutamol a été proposée. La patiente a alors évolué favorable-
ment au bout de quelques semaines, avec un score myasthénique
passant @ 90/100 et un score QMG a 3/39.

La famille 2

Le propositus est actuellement Ggé de 35 ans, est issu d’un mariage
consanguin, avec, dans la famille, la notion de deux cas similaires,
en I'occurrence deux fréres décédés vers I’age de 17-18 ans des
suites d’une détresse respiratoire (Figure 4). Tous les deux avaient
un ptosis bilatéral objectivé sur d’anciennes photos. Les troubles
se sont installés vers I’dge de 16 ans avec une chute bilatérale
des paupieres fluctuant dans la journée. Vers I’age de 25 ans sont
apparus une voix nasonnée ainsi que des troubles de la dégluti-
tion aux solides. ’examen neurologique (en 2018) avait objectivé
un ptosis bilatéral, une ophtalmoplégie extrinséque et un déficit
des muscles orbiculaires des yeux. Le score myasthénique était a
80/100 et le score QMG a 15/39. UEMG avait objectivé un décré-
ment net lors de la SNR de quatre couples nerf/muscle, mais un
dédoublement du PGAM n’avait pas été recherché. Létude géné-
tique a révélé la présence d’un variant pathogénique (p.P131L)
a I’état hétérozygote dans I'exon 5 du géne CHRND (sous-unité
delta du RACh), responsable d’un SCS, alors que I’hérédité de cette
famille consanguine évoquait plutdt une transmission autosomique
récessive. Ce variant n’est pas retrouvé dans les populations déja
séquencées, ni dans les bases de données. Il s’agit d’un SCS du
gene CHRND a pseudo-transmission récessive. Le traitement par
fluoxétine a faibles doses (20 mg/jour) a permis une amélioration
nette des troubles et des scores fonctionnels (score myasthénique
a 95/100 et le score QMG a 3/39).

Commentaires. Les SMC liés au gene CHRND sont tres rarement
rapportés dans la littérature. Un patient, décrit en 2002 [7], avait
un phénotype assez sévere avec hypotonie @ un mois, ptosis a six
mois et retard des acquisitions motrices. Il a par la suite déve-
loppé un tableau pseudo-myopathique et nécessité un fauteuil
roulant a ’Gge de neuf ans. Il a par ailleurs présenté de nombreux
épisodes de détresse respiratoire ayant nécessité une assistance
venétaitest responsable d’un SCS. Ce tableau pseudo-myopathique
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associé a de nombreux épisodes apnéiques de SCS
ne correspond pas @ notre cas. Par ailleurs, notre
patient présente un SCS de transmission d’allure
récessive, or les SCS sont par définition de transmis-
sion AD. Dans la littérature, deux familles consan-
guines présentant un pattern physiopathologique
en rapport avec un SCS et donc de transmission AR
apparente, ont été décrites [8]. Le Tableau I/ résume
le comparatif phénotypique entre notre patient et
les deux patients issus de ces familles.

Nous remarquons une relative homogénéité phénoty-
pique entre les trois familles, a I’exception du déficit
des muscles extenseurs des doigts et des muscles
cervicaux, qui n'est pas retrouvé chez notre patient.
Un autre point commun est la pseudo-transmission
récessive, alors que la mutation est hétérozygote
dans les trois familles. Il semble que la pénétrance
variable en soit la cause principale. Le génotypage
des parents et de la fratrie permettrait de conforter
cette hypothese mais n’a pas pu étre réalisée dans le
cas présent.
Commentaires : cette premiere observation illustre,
le phénotype d’une patiente algérienne présentant
un SCS en rapport avec une mutation déja identifiée
dans la sous-unité alpha du RACh. Un indice évoca-
teur du diagnostic était présent chez elle : un déficit
moteur distal aux avant-bras mais sans déficit net
des muscles cervicaux. Le traitement a base de sal-
butamol associé a la fluoxétine a été bénéfique chez
cette patiente, cette amélioration ayant déja été rap-
portée chez un malade présentant un SCS mais avec
une mutation intéressant cette fois-ci le gene CHRNE
(sous-unité epsilon) [5]. Dans une série anglaise de 15
patients présentant un SCS [6], trois étaient porteurs
de la méme mutation que notre patiente. Le Tableau |
compare les données cliniques, paracliniques et théra-
peutiques de notre patiente avec les trois patients de
cette série.



Série Chaouch et al., 2012 [6]

Notre patiente

Pl P4 P12
Age (années) / Genre 44 / F 16/ F 48 /M 25/F
Cas similaires - - + +
Age de début (années) 25 1 43 19
. , ) ) Troubles de la déglutition Dysphonie/diplopie/
Symptomes Dyspnée Faiblesse proximale ) i
/ fatigue dysphagie
Atteinte oculaire - - ++ +
Atteinte
. +++ + ++ -
muscles cervicaux
Atteinte proximale
++ + + +
mbres sup
Atteinte proximale
. ++ + + +
mbres inf
Atteinte distale mbres
+ + + ++
sup
Atteinte distale mbres
" - - -
inf
Fatigue + + + +
€volution Stat Progressive Progressive Stat
Décrément + + + +
Double PGAM + + + +
. L . L . L. : Fluoxetine 40mg/j +
Traitement Fluoxétine 40 mg/ j Fluoxétine 60 mg/j Fluoxétine 60 mg/ j )
Salbutamol 8mg/j
; . Bénéfique, mais effets Bénéfique, sans effets Bénéfique, sans effets Bénéfique, sans effets
Réponse au traitement X . . .
secondaires secondaires secondaires secondaires
Tableau I. Comparatif des données phénotypiq de notre patiente avec les trois patients de la série anglaise (Chaouch et al., 2012). [6].

p (putient), mbres (membres), inf (inferieur), sup (supérieur), Stat (stationnaire).

Le syndrome du canal rapide (FCS)

Le syndrome du canal rapide (SMC de type 1B) est de transmission
autosomique récessive. Il est di a des mutations entrainant une
perte de fonction, avec raccourcissement du temps d’ouverture du
pore du récepteur. C’est, fonctionnellement parlant, I’opposé du SCS.
Les mutations concernent différents domaines des sous-unités du
RACh. Elles exercent leurs effets par différents mécanismes : - dans le
domaine extra cellulaire, elles diminuent 'affinité de I’ACh et interfé-
rent dans le couplage de liaison avec le ligand [9]. — dans le domaine
transmembranaire, elles peuvent réduire I'efficacité du déclenche-
ment [10]. — certaines mutations sont pathogénes en combinant
plusieurs de ces facteurs [11].
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Aucune caractéristique électrophysiologique parti-
culiere n'est spécifique du FCS. Par conséquent, des
études in vitro sur micro-électrodes de la JNM sont
nécessaires a la mise en évidence de I"anomalie ciné-
tique du RACh. Ceci reléve toutefois de la recherche.
Cliniquement, une faiblesse sévere est rapportée, avec
de graves crises respiratoires menagant le pronostic
vital durant la petite enfance et 'enfance [12]. La pyri-
dostigmine (PD) et la 3,4-diaminopyridine (3,4-DAP)
ont un effet bénéfique mais qui tend a diminuer avec le
temps [3]. Nous rapportons les aspects phénotypiques
et évolutifs d’une patiente algérienne présentant un FCS
(SMC type 1B).

61



62

La famille 3

La propositus est une fillette Ggée actuellement de 10 ans, issue d’un
mariage non consanguin mais avec des parents qui sont originaires
du méme village. Le début des troubles est noté en période néonatale
avec un cri de naissance faible, des difficultés pour téter et une géne
respiratoire. Un ptosis bilatéral s’est installé vers I’Gge de quatre mois.
Par la suite, elle a présenté de nombreux épisodes de décompensation
respiratoire allant parfois jusqu’au coma et nécessitant a chaque fois
de la néostigmine injectable. Le déficit moteur s’est aggravé par la
suite et est devenu fixe avec un arrét de la marche survenu vers I’Gge
de 4 ans. Pexamen neurologique (en 2018) a retrouvé une hypomimie
faciale, des difficultés pour sourire, un ptosis bilatéral, une hypotonie
axiale et segmentaire, un réflexe de toux faible et un déficit moteur
proximal coté a 3/5 aux membres inférieurs et 4/5 aux membres supé-
rieurs. Son score myasthénique était de 30/100 et son score QMG a
21/39. Alors que les signes cliniques fluctuaient au cours d'une méme
journée, la fatigabilité évoluait sur des périodes plus longues pouvant
se compter en semaines. UEMG a retrouvé un décrément net a la SNR
de six couples nerf/muscle. Mise sous PD, la patiente s’est améliorée
sur certains aspects (ptosis, dysphonie et dysphagie) mais aucune
amélioration n’a été objectivée concernant la marche. L'étude géné-
tique a mis en évidence un variant pathogene (p.P121L) déja rapportée
comme responsable d’un FCS. Ce variant est décrit comme provoquant
des phénotypes assez séveres avec, notamment, des complications
respiratoires et bulbaires [12]. Lors d’un passage aux urgences pour
une nouvelle crise respiratoire, notre patiente a regu un bolus de cor-
ticoides, ce qui a grandement amélioré le ptosis, "atteinte bulbaire
et I’état respiratoire. Au vu cette réponse positive, un traitement
d’épreuve (10 mg/jour) a été tenté avec succes et I'évolution a été
spectaculaire. La patiente a repris la marche et méme la montée des

ﬁﬁﬁﬁﬁ&ééi*

Figure 4. Arbre généalogique de la famille 2. Le propositus est

indiqué par une fleche. Deux autres cas sont probables dans la
fratrie mais n'ont pas été documentés (les deux sont décédés).

On notera la consanguinité familiale.

escaliers, alors qu’elle était en fauteuil roulant depuis
huit mois.

Cette évolution tres positive et inattendue avec un traite-
ment non conventionnel des SMC, nous a d’abord fait pen-
ser a I'association d’une affection génétique (SMC type
1B) & une myasthénie auto-immune. Un dosage des anti-
corps anti RACh et anti MuSK s’est avéré négatif a deux
reprises ainsi que la recherche d’une tumeur de la loge
thymique. Cette association exceptionnelle a été rappor-
tée avec le gene CHRNAI [13], le géne CHRND [14] et le

Série Croxen et al., 2002 [8]

Pl
Consanguinité +
Age début (années) 20 ans
Cas similaires dans la famille 1 cas
Ptosis/Ophtalmoplégie/Dysphagie w8 =
Décrément +
Double PGAM _
Déficit des extenseurs des doigts +

Déficit cervical -

Traitement par pyridostigmine =

Notre patient

P2
o +
17 ans 16 ans
3 cas 2 cas
/-]~ /-4
+ +
+ NR
+ -
o -
- /-

Tableau Il. Comparatif phénotypique entre notre patient et ceux de la série Croxen, 2002 [8]. P (patient), NR (non recherché), + (présent), -

(absent).
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geéne CHRNE [15] ; mais tous les patients avaient au moins une hyperpla-
sie thymique et/ou un anticorps positif. Ces associations rarissimes sou-
l&vent la question d’une possible prédisposition génétique (variants dans
une des sous-unités du RACh) & développer une forme auto-immune de
myasthénie. De ce fait, des interrogations se posent quant a la possibilité
d’une découverte fortuite de I'action d’un traitement non conventionnel
sur ce type de SMC, comme cela fut le cas de nombreuses thérapeutiques
utilisées dans les SMC, tels que le salbutamol, I’éphédrine, la fluoxétine
ou la quinidine. Cependant, aucune publication sur cet effet thérapeu-
tique des corticoides dans les SMC n’a été retrouvée.

Conclusion

L’éventail phénotypique des SMC est treés large, et beaucoup de ces
derniers présentent des tableaux cliniques trompeurs. Les mécanismes
physiopathologiques qui les sous-tendent peuvent étre trés com-
plexes. Parmi ceux-ci, les anomalies cinétiques des RACh sont rares,
mais peuvent avoir une issue dramatique, quelle que soit la sous-unité
du récepteur en cause. Si la prise en charge thérapeutique est assez
bien codifiée pour les SCS, elle 'est beaucoup moins pour les FCS. Dans
tous les cas, il est important de connaitre les risques d’aggravation
des SCS sous anti-cholinestérasiques conventionnels. ¢

SUMMARY

Congenital myasthenic syndromes with kinetic abnormalities of the
acetylcholine receptor

Congenital myasthenic syndromes (CMS) are genetically and phenoty-
pically very heterogeneous conditions resulting in a defect in the neu-
romuscular transmission. Post-synaptic forms are the most frequent
CMSs, and acetyl choline receptor (low expressor) deficiency is the most
commonly involved pathophysiological mechanism. CMS with Kinetic
abnormalities of the acetylcholine receptor (AChr) are much rarer and
can give rise to potentially life-threatening phenotypes. Among them,
two types have been described: the slow channel syndrome (SCS) and
the fast channel syndrome (FCS). Diagnosis and therapeutic mana-
gement of such entities are specific to each type. In this work, we will
illustrate the phenotypic aspects of CMS with kinetic abnormalities of
the AChR by a narrative review of three Algerian families. ¢
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Nanopore
et télomeres

Résumé

Les télomeres sont des structures nucléoprotéiques
constituées de séquences répétées de type TTAGGG
coiffant les chromosomes eucaryotes. Ces structures
extrémement conservées entre les especes jouent un
role majeur dans la stabilité du génome. La longueur
des télomeéres, pouvant aller jusqu’a 20 kb, joue un rdle
important dans le vieillissement, I"oncogenése mais
également chez ’homme, dans les troubles cardiomé-
taboliques et neurologiques. Le séquengage de I’ADN
télomérique est un défi technique du fait des répéti-
tions TTAGGG et de leur longueur. Cependant, I'émer-
gence des nouvelles technologies de séquencgage de
4° génération telles que le Nanopore développé par la
société Oxford a permis de séquencer pour la premiére
fois cette structure répétitive complexe. Tan et al. ont
montré que des erreurs d’interprétation du signal brut
en séquence nucléotidique (base-calling) sont obser-
vées dans les séquences télomériques sur I’ensemble
des données issues de I'Oxford Nanopore [1]. Ces
erreurs sont induites par des similitudes dans les profils
du signal brut entre les différents types de répétitions.
Les modeles de base-calling et les algorithmes d’inter-
prétation jouent un role majeur dans la caractérisation
finale de la structure nucléotidique séquencée. Les
auteurs ont développé une nouvelle stratégie bio-infor-
matique améliorant considérablement le base-calling
en utilisant un algorithme entrainé a reconnaitre les
séquences télomériques. Grdce a cette approche, ils
ont considérablement diminué les erreurs et détecté
avec précision les hexaméres TTAGGG des télomeres. De
maniére plus générale, leur étude souligne I'importance
de vérifier avec précision I'interprétation des signaux
bruts générés dans les régions longues, répétitives et
mal définies du génome.

Commentaire
Le développement des nouvelles technologies de séquen-
cage a lecture longue par Pacific Bioscience et Oxford
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Nanopore a permis d’améliorer le génome de référence Hg38 dans lequel
des milliers d’erreurs structurelles ont été corrigés (génome T2T-CHM13).
Ces deux plateformes de séquengage a lecture longue sont extréme-
ment puissantes et permettent de séquencer des régions complexes
telles que les régions répétées du génome. Cependant, un support
bio-informatique solide ne peut étre dissocié de ces nouvelles straté-
gies moléculaires de séquencage ol I’analyse des variants structurels
des séquences répétées telles que les télomeres reste difficile comme
observé dans Iarticle cité en référence. Cette étude montre I'impor-
tance des algorithmes utilisés pour interpréter les différents signaux
bruts en séquences nucléotidiques. La lecture de notre ADN dépend
non seulement des prouesses technologiques actuelles mais égale-
ment des modéles de base-calling et des algorithmes développés par
les experts en bio-informatique. Le plus surprenant dans cet article
est cette notion d’entrainement de ces algorithmes pour les inciter a
mieux interpréter les signaux. Allons-nous vers une intelligence arti-
ficielle qui pourra demain interpréter avec précision les signaux des
séquenceurs de PacBio et Oxford Nanopore ? Ce n’est pas exclu. Quelles
sont les limites de cette approche ? Pourra-t-on détecter les évene-
ments de novo et rares de notre génome ? Tout ceci reste a prouver. ¢
Nanopore and telomeres
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CRIPSR-Cas9

Une stratégie thérapeutique
pour les laminopathies ?

Résumé

Les dystrophies musculaires liées au géne LMNA sont
des maladies autosomiques dominantes progressives.
Les mutations faux-sens peuvent y étre corrigées grace
aux outils développés pour I’édition génomique, comme
le systeme CRISPR/Cas9. L'évaluation fonctionnelle de
Iefficacité de la correction d’une telle mutation reste
complexe car aucune perte de fonction de la protéine
n’est observée dans les cellules de patients. Les pro-
téines codées par le gene LMNA, les lamines A et C, sont
des protéines majeures et ubiquitaires de I’enveloppe
nucléaire mais ne sont pas spontanément exprimées dans
les cellules souches pluripotentes (iPSC). Wang et al. [1]
ont induit I’expression des lamines A/C dans des cellules
souches pluripotentes (iPSC) dérivées de deux patients.
Ceux-ci présentaient une dystrophie musculaire liée au
geéne LMNA avec deux variants distincts : c. 1366A>G,
p.(Asn456Asp) et c.1494G>T, p.(Trp498Cys). Il s‘agissait
en I’occurrence d’un bref protocole de différenciation
par ajout de sérum. Les profils d’expression de genes
co-régulés avec le géne LMNA ont ensuite été analysés,
tels COLIA2 et SI100A6. L’édition précise de la mutation
LMNA ¢.1366A>G a été réalisée a I'aide d’un outil dérivé
de I’éditeur de base cytosine (Cytosine Base Editor, CBE),
une version modifiée du systeme CRISPR-Cas9 classique.
La mutation a pu étre corrigée avec une efficacité
de 100 % dans des clones iPSC dérivés de cellules de
patients. Le protocole de différenciation rapide a permis
d’avoir un marqueur fonctionnel et de démontrer ainsi
I’augmentation de I’expression des lamines A/C et de la
normalisation de "expression des genes co-régulés.

Commentaire

Le systeme CRIPSR/Cas9 est une technique de pointe
qui permet de modifier précisément le génome. Ce
systeme est a I'origine de nombreuses stratégies thé-
rapeutiques y compris pour les dystrophies musculaires
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[2]. Ce systéme est en partie basé sur la reconnaissance par I'enzyme
cas9 d'une séquence spécifique appelée PAM (3’Protospacer Adjacent
Motif), située en aval de la séquence cible, permettant & I’enzyme de
couper "ADN et d’initier le mécanisme de réparation. Cette séquence
PAM doit se situer directement aprés la séquence cible et le motif le
plus couramment utilisé est le motif 5'-NGG-3’ (ou N = A, C, G ou T),
limitant fortement "application de ce systéme. Pour se libérer de cette
contrainte, Wang et al ont utilisé une Cas9 modifiée qui reconnait deux
types de motifs 5’-NYN-3"/5"-NRN-3’ (oY = CouT;R=AouT), appe-
lée « near-PAMless cytosine base editor » [3]. Cette modification per-
met d’étendre le champ d’application a la presque totalité du génome
en reconnaissant plus de séquences. Dans I"étude présentée, les
auteurs ont testé cet outil dans les laminopathies et ont montré son
efficacité sur des cellules souches pluripotentes issues d’un patient
porteur d’'une mutation faux-sens dans le géne LMNA. Ils ont réussi
a corriger la mutation LMNA ¢.1366A>G dans I’ensemble des clones
générés, aboutissant a une restauration partielle de I’expression des
genes LMNA et S100A6, un géne co-régulé avec le gene LMNA pendant le
développement. Grdce a cette stratégie, les auteurs estiment pouvoir
corriger 40 % des mutations faux-sens des dystrophies musculaires
liées au gene LMNA. ¢

CRIPSR-Cas9: A therapeutic strategy for laminopathies?

REFERENCES

1. Wang H, Krause A, Escobar H, et al. LMNA co-regulated gene expression as a suitable readout
after precise gene correction. Int / Mol Sci 2022 ; 23 : 15525.

2. Fatehi S, Marks RM, Rok M), et al. Advances in CRISPR/Cas9 genome editing for the treatment of
muscular dystrophies. Hum Gene Ther 2023 ; 34 : 388-403.9.

3. Walton RT, Christie KA, Whittaker MN, et al. Unconstrained genome targeting with near-PAMless
engineered CRISPR-Cas9 variants. Science 2020 ; 368 : 290-6.

LIENS D’INTERET

Lauteure déclare n’avoir aucun lien d’intérét concernant les données publiées dans cet article.

TIRES A PART
L. Benarroch

65



66

médecine/sciences 2023 ; 39 (hors sérien®1) : 66

m's

médecine/sciences

Une des priorités de la commission recherche de Filne-
mus coordonnée par Giséle Bonne est de développer la
recherche translationnelle au sein de la Filiere Filnemus
en optimisant le continuum entre recherches fondamen-
tale et clinique au travers de projets translationnels dans
des domaines ou il y a un réel besoin d’avoir un partage
de compétences: 1/ le diagnostic et le dépistage des
maladies neuromusculaires (identification de biomar-
queurs), 2/ la compréhension des mécanismes pathogé-
niques, et 3/ la mise en place d’essais cliniques pour des
stratégies thérapeutiques émergentes.

Dans le cadre de cette commission recherche, des
groupes de travail (GT) thématiques ont été créés. lls
visent a promouvoir de meilleures interactions entre
tous les acteurs du domaine pour faire naitre des projets
innovants rassemblant la communauté neuromyologique
francaise au bénéfice de la connaissance et des patients,
renforgant par la méme occasion la visibilité internatio-
nale de la recherche neuromusculaire frangaise.

Les maladies neuromusculaires liées a la matrice extra-
cellulaire (MEC) sont trés hétérogénes cliniquement et
génétiquement. €n conséquence, nous sommes confron-
tés a la complexité du diagnostic et du développement
d’approches thérapeutiques pertinentes basées sur la
compréhension des processus pathologiques en jeu. Il
nous a donc semblé important et approprié de consti-
tuer un GT sur ce groupe de maladies, en y incluant : les
formes liées au collagéne VI (COL6-RD), celles liées &
la laminine o2 (LAMA2-RD), certaines formes chevau-
chantes de maladies du tissu conjonctif telles que les
syndromes d’€hlers-Danlos liés a la ténascine X (clas-
sical-like EDS) et au collagéne XII (mEDS), et éventuel-
lement d’autres formes de maladies plus systémiques
avec composante neuromusculaire, comme les maladies
liées a la laminine a.5.

La premiére réunion de ce GT, coordonné par Valérie Alla-
mand, avec Gisele Bonne et Gaélle Kpalma en soutien, a

Un nouveau
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travail recherche
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eu lieu le 16 mai 2023 et a réuni différents acteurs impliqués dans ces
maladies, depuis leur diagnostic jusqu’a la recherche translationnelle.
L'objectif de ce GT est de renforcer les liens entre cliniciens, biologistes
et chercheurs. Les réunions du groupe permettront de discuter de cas cli-
niques, d’études de 'histoire naturelle de certaines formes, du parcours
diagnostique, notamment la validation de variants issus du séquengage
haut débit et les outils a disposition ou en cours de mise au point pour
cette validation, des avancées de la recherche et des approches thé-
rapeutiques, de biomarqueurs etc... Nous espérons que ces réunions,
programmées tous les quatre mois, feront naitre et/ou progresser des
projets collaboratifs, au service des patients atteints de maladies neu-
romusculaires liées a la matrice extracellulaire. ¢
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La troisieme édition des Journées Caribéennes des
Maladies rares et Orphelines (JCMO) s’est déroulée du
9 au 11 novembre 2022 a Fort de France en Martinique.
Ces journées ont porté sur des thématiques historiques
comme les maladies neuromusculaires et les patholo-
gies neurologiques rares mais aussi sur des domaines
plus larges comme celui des amyloses a transthyrétine.
Le choix des thématiques a été guidé par la volonté des
organisateurs de prioriser les pathologies émergentes et
les thérapies innovantes.

Aprés avoir abordé lors des deux congrés JCMO précé-
dents la neurofibromatose, la drépanocytose, les mala-
dies auto-immunes en médecine interne, la sclérose
en plaques et les maladies inflammatoires du systeme
nerveux central, nous nous sommes intéressés, lors de
cette nouvelle édition, a 'amyloidose a transthyrétine
avec nos collegues cardiologues. La prévalence élevée
de cette pathologie dans notre population, le déve-
loppement des connaissances cliniques et génétiques
dans ce domaine, I’arrivée de thérapies innovantes et
surtout, le travail considérable de nos colléegues spé-
cialistes en pathologie cardiaque en ont fait un sujet
de premier ordre.

Les maladies rares affectent environ 4 % de la popula-
tion. Elles constituent un probleme de santé publique
universel. Elles sont mal connues et peu enseignées, ce
qui est trés préjudiciable aux patients avec de multiples
conséquences négatives telles que I’errance diagnos-
tique, les difficultés de prise en charge, un conseil
génétique souvent absent ou trop tardif, ainsi qu’un
manque d’accés a une prise en charge spécifique. Ces
difficultés sont majorées dans nos territoires ultrama-
rins et dans la région des Caraibes en particulier.
Organisées par le Centre de Référence Caribéen pour
les maladies rares neuromusculaires et neurologiques
(CeRCa), la Société Caribéenne de Myologie (CSM) et
le CHU de Martinique, les JCMO visent a améliorer la
qualité des services fournis a nos populations en parta-
geant les connaissances, en construisant des réseaux de
coopération et en sensibilisant aux maladies rares des
territoires défavorisés. Il s’agit de problémes critiques
de santé publique qui exigent I’attention des décideurs.
Ces journées ont attiré 160 personnes dont une partie a
assisté a distance. Les participants venaient de France
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métropolitaine, de Guadeloupe, de Guyane frangaise, de Sainte-Lucie,
de Saint-Vincent-et-les-Grenadines, de Saint-Domingue, de Cuba et
des Etats-Unis.

Les JCMO sont aussi un lieu de rencontre ou les réseaux se tissent et
avec une réelle efficacité. €lles bénéficient d’une expansion tant dans
les territoires que dans les différents domaines de spécialités.

Résumé des sessions

Apreés une allocution de bienvenue par le Directeur du CHU de la Mar-
tinique, Jérome Le Briere, les sessions scientifiques des JCM0-2022 se
sont déroulées comme suit :

Pathologies mitochondriales

Le Docteur Annabelle Chaussenot du centre de référence CALISSON de
Nice a donné une conférence remarquable intitulée « Maladies mito-
chondriales : quand y penser et comment en faire le diagnostic ? » Les
principaux syndromes y ont été présentés avec une approche didac-
tique et globale des situations cliniques trés variées.

Le Professeur Nicolas Garofalo-Gomez, médecin d’origine cubaine
ayant rejoint récemment I’équipe du CeRCa, a ensuite présenté les
données cliniques, biologiques, histologiques et génétiques de la
cohorte de 166 patients provenant de toute la région Caraibe diagnos-
tiqués au CeRCa pour de telles pathologies.
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Cette session a été complétée par une présentation du Docteur Mishka
Duncan, neuropédiatre, illustrant le travail collaboratif entre le CeRCa
et les autres Tles de la région Caraibe, en prenant comme exemple
I’observation d’une famille de Saint-Vincent-et-les-Grenadines.

Au fil de ces présentations, les principaux axes abordés ont été I'amé-
lioration du dépistage, du diagnostic, du traitement et de la prise
en charge. Les retards diagnostiques restent importants pour ces
pathologies rares et la diffusion des connaissances dans ce domaine
complexe doit étre améliorée. Afin d’optimiser le taux d’élucidation de
ces cas en biologie moléculaire, un travail collaboratif est prévu entre
les équipes caribéennes et métropolitaines.

Motoneurones

La deuxiéme session était consacrée aux maladies des motoneurones
et a débuté par une présentation en visio-conférence sur I’amyotrophie
spinale tardive par le docteur Pascal Cintas (Toulouse). Une présenta-
tion sur la sclérose latérale amyotrophique (SLA) liée au géne SODI par
le Professeur Gwendal Le Masson (Bordeaux) a suivi, ainsi qu'un exposé
de I’équipe du CeRCa sur les formes sporadiques et génétiques de la
SLA en Martinique. Ces présentations ont mis "accent sur les thérapies
innovantes et les résultats encourageants pour certaines d’entre elles.
Deux points sont a noter concernant les formes génétiques de SLA
identifiées en Martinique. D’une part, elles sont exclusivement liés
aux mutations du géne SODI. D'autre part, d’autre part, 'une de ces
familles SODI présente un phénomene d’anticipation sur trois géné-
rations qui reste inexpliqué pour le moment. Ces présentations ont
suscité beaucoup de questions de la part du public, en particulier sur
les possibilités thérapeutiques.

Thérapies Innovantes

Dans cette session, les thémes développés étaient les traitements
actuels et a venir dans les neuropathies héréditaires par le Professeur
Shahram Attarian (Marseille), les essais thérapeutiques dans la dys-
trophie musculaire de Duchenne par le Professeur Helge Amthor (Ver-
sailles-St Quentin), les nouveaux traitements dans la myasthénie par
le Professeur Yann Péréon (Nantes), et les avancées dans les thérapies
géniques et cellulaires de la drépanocytose a la fibrose pulmonaire
par le Professeur Anne Gally (Evry). Cette session a a permis de faire
le point dans ces domaines d’avenir. €lle a également mis en évidence
I'apport de nouveaux traitements déja disponibles, tels que I'efgarti-
gimod dans la myasthénie sévere ou réfractaire.

Myopathies d’origine génétique

Le Docteur Mireille Cossée de Montpellier a inauguré cette session en
présentant I’approche multi-omique utilisée pour percer les secrets
des titinopathies. Suivaient une présentation du Docteur Guilhem
Solé (Bordeaux) sur la démarche diagnostique & adopter en pratique
clinique dans les maladies musculaires avec atteinte faciale et un
sujet sur la prise en charge respiratoire de la dystrophie musculaire de
Duchenne par le Docteur Deprez (Guadeloupe).

Cette session a abordé un large éventail de sujets, avec un focus sur les
questions liées au diagnostic des maladies complexes : approche géné-
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tique et génomique couplée a la clinique et en terminant
par une approche thérapeutique de la myopathie phare, la
dystrophie musculaire de Duchenne (DMD).

Plateformes de Coordination des Maladies Rares de
Guyane, Guadeloupe et Martinique

Le deuxieme jour de la conférence principalement
consacrée a la neurogénétique et aux amyloses a
transthyrétine a débuté par une table ronde réunissant
les plateformes de coordination et d’orientation outre-
mer, « PCOM », de Guyane, Guadeloupe et Martinique.
Uobjectif principal était de présenter ces plateformes,
dont la naissance et la mise en place ont été fortement
impactées par les différentes vagues de la pandémie de
COVID-19. Ces plateformes sont désormais opération-
nelles et servent de guichet unique pour les patients,
les familles, les professionnels de santé, les institutions
et les associations de patients. Les missions qui leur
sont assignées ont été présentées ainsi que I’évalua-
tion des actions de chaque plateforme. Cette formule
a été choisie en décalage avec celle développée sur le
territoire métropolitain, lequel a été équipé plus tot
de plateformes d’expertise. En effet, nos territoires
sont relativement isolés et peu dotés en matiére de de
centres de référence ou de centres de compétence pour
les maladies rares. Ceci a été confirmé par une des
premiéres actions du PCOM, qui a été de recenser les
centres présents sur chaque territoire ainsi que toutes
les structures impliquées dans le soutien des patients
souffrant de maladies rares.

Cette table ronde a nourri un débat sur les différents
moyens de soutenir le développement des PCOM. Des
opportunités de collaboration ont été lancées par les
experts présents. Le Professeur Yann Péréon, en parti-
culier, a mentionné les possibilités de partage d’expé-
riences avec la plateforme PRIOR développée dans les
Pays de la Loire (Plateforme d'Information et d'Orien-
tation pour les Maladies et handicaps Rares).

Neurogénétique

La session de neurogénétique a débuté par une commu-
nication sur le syndrome CANVAS présentée par le Profes-
seur Cyril Goizet et le Docteur Guilhem Solé (Bordeaux),
en collaboration avec I'équipe du Professeur Laurent
Magy (Limoges). A la suite, les Professeures Fanny Mochel
et Odile Boesflug-Tanguy ont présenté un plaidoyer pour
les leucodystrophies accessibles a des traitements :
quand y penser ? et que faire ? Cette communication a
été suivie d’une présentation d’lgnacio Antolin-Sanfe-
liz (Madrid) et du Docteur Rémi Bellance (Martinique)
consacrée a la cohorte martiniquaise de formes variées
de maladies de Huntington avec une répartition origi-
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nale, presque égale entre les 40 patients, entre la forme dite « clas-
sique » de HTT et la maladie de Huntington de type 2, HDL2, par mutation
du gene JPH3. La cohorte martiniquaise de patients JPH3 serait la deu-
xiéme plus grande du monde apres celle décrite en Afrique du Sud. L'une
des familles semble méme étre la plus grande du monde et la seule avec
trois générations touchées et investiguées au niveau moléculaire.

Neuropathies amyloides familiales et cardiopathies amyloides
familiales

La session sur les neuropathies amyloides familiales (NAF) et les cardio-
pathies amyloides familiales (CAF) a débuté par une présentation sur les
NAF dans les Antilles par le Docteur Aissatou Signaté (Martinique) suivie
d’un exposé sur leurs traitements respectifs par le Professeur Andoni Echa-
niz-Laguna. La parole a ensuite été donnée aux équipes de cardiologie
pour une vue d’ensemble multidisciplinaire. Le Professeur Jocelyn Inamo
(Martinique) a présenté la pathologie dans le contexte des Antilles Fran-
caises ainsi que les efforts en cours pour établir un réseau interrégional
et caribéen. Nous avons également appris beaucoup du travail de I'IDE
dédiée aux échographies cardiaques avec Sandra Mellot et I'IDE de coordi-
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nation avec Valérie Victorin. Mme Rishika Banydeen a fait
une présentation originale sur I'association entre AVC et
amylose. Enfin, le Professeur Vincent Algalarondo (Paris)
a présenté I'intérét, dans le cadre de la CAF, de I'approche
par microARN interférents et de I’étude Apollo B.

La présentation des particularités ethniques et épidé-
miologiques des NAF et CAF dans nos populations et la
présentation des thérapies innovantes actuellement en
développement ont été particulierement riches d’ensei-
gnement. Le président de I’association Acacia, qui repré-
sente ces patients, a exprimé son intérét et sa reconnais-
sance pour tout le travail effectué dans ce domaine.

Communications courtes

La conférence a repris aprés une pause avec une pré-
sentation du Professeur Cyril Goizet sur le NBIA Neuro-
degeneration with Brain Iron Accumulation suivie d’une
présentation du Docteur Sophie Duclos (Martinique) sur
les syndromes neurologiques associés aux anti-GAD,



une pathologie particulierement prévalente en Martinique. La Docteur
Natalia Hernandez-Poblete (Bordeaux) a ensuite présenté de maniére
concise et didactique les aspects cliniques et génétiques des dysto-
nies. Le Docteur José Luis Barnay et le Docteur Oriane Allard-Saint-
Albin (Martinique) ont fait part de leur expérience dans I’utilisation
de la toxine botulique comme traitement des dystonies en Martinique.
Enfin, le Docteur Joel Gutierrez (La Havane), qui n’a pas pu assister en per-
sonne aux JCMO en raison de difficultés de transport, a donné une présen-
tation en visio-conférence sur I’épidémiologie des manifestations neuro-
logiques de la COVID-19 a partir d’une large étude épidémiologique a Cuba.

Encéphalopathies épileptiques, aspects génétiques et prise en charge
La conférence de clSture a été donnée par le Professeur Dave Clarke (Aus-
tin, Texas), sur le theme des encéphalopathies épileptiques, leurs aspects
génétiques et leur prise en charge. Le professeur Clarke a présenté de
maniere extrémement trés structurée les différentes situations syndro-
miques et génétiques, ainsi que les différentes stratégies thérapeutiques.

Symposium satellite

Un symposium satellite a I’attention des paramédicaux, kinésithéra-
peutes et ergothérapeutes a eu lieu en paralléle des sessions pléniéeres
les 10 et 11 novembre.

Le symposium a été animé et organisé par Olivier Blouet, kinésithé-
rapeute hospitalier (Strasbourg), Maél Cantacuzéne, ergothérapeute
au CeRCa, le Docteur Etienne Saudeau (Garches), le docteur Oriane
Allard-Saint-Albin (CeRCa) et le Docteur Morgane Dervaux, pneumo-
logue pédiatre (CHU de Martinique).

Le premier jour a porté sur les soins respiratoires, tandis que le deu-
xiéme jour était centré sur la prise en charge orthopédique. Les deux
jours comportaient des présentations théoriques suivies d’exercices
pratiques utilisant du matériel spécialisé apporté par des fournisseurs
locaux. Comme toujours lors des JCMO, ce symposium satellite a connu
un franc succes avec 40 participants comptabilisés, dont une trés
grande majorité de jeunes paramédicaux.

Conclusion

Les discussions et les débats pendant et a I'issue des JCM0-2022 ont
conduit a des propositions claires. Le point principal est le désir d’inten-
sifier les collaborations entre les centres des Caraibes et les centres
métropolitains. De nombreuses collaborations existent déja, mais elles
pourraient étre renforcées et développées. Il y a également une forte
demande de coopération intra-caribéenne qui existe depuis de nom-
breuses années, mais qui doit étre revitalisée car elle a été fortement
affectée par I'isolement pendant et apres la crise de la COVID. Elle
devrait étre étendue géographiquement. Des domaines plus spécifiques
liés au contexte ethnique, tels que le syndrome Huntington like de type
2 ou les cardiopathies et neuropathies amyloides ATTR, devraient béné-
ficier de ressources a développer dans un cadre qui s’étend au-dela de
la Martinique et des départements et territoires d’outre-mer frangais.

Malgré une participation substantielle, de nombreuses personnes, dont
certains orateurs, ont rencontré des difficultés voire des impossibilités
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pour venir assister en personne aux JCMO. Les retombées
de la pandémie de COVID-19 sont, dans le domaine des
transports, clairement perceptibles. Ceci a affecté en
particulier les collegues de Cuba et de Trinidad. La mise
en place d’une visioconférence ainsi que la traduction
simultanée disponible sur place et en streaming ont
néanmoins permis la réalisation de téléconférences
techniquement excellentes pour plusieurs de nos inter-
venants et la connexion a distance de participants
prestigieux, en direct ou enregistrés. Il y a eu une faible
participation des médecins généralistes, ce qui est un
point important d'amélioration.

La conférence JCMO reste I'unique événement de réfé-
rence pour les maladies rares dans notre région. Il est
nécessaire de les renouveler et de les soutenir en adap-
tant et en renforcant la variété de thémes et de disci-
plines présentées. Cela pourrait impliquer d’augmenter
la durée de I’événement compte tenu du grand nombre
de sujets a aborder.

Un témoignage parmi d’autres

Guilhem Solé

C’est avec grand plaisir que j’ai assisté aux JCMO 2022.
Cette année encore, j’ai été marqué par la qualité des
diverses interventions, mais aussi par la profonde atten-
tion qu’y a porté I’assistance. Les communications sur les
formes génétiques de SLA, la maladie de Huntington de
type 2 et les amyloses héréditaires ont illustré I'impor-
tance d’une recherche clinique dédiée aux populations
caribéennes. Ces journées ont montré a quel point il était
nécessaire pour les patients d’avoir des équipes locales
expertes et dynamiques telles que celle du CeRCA. La
variété de 'auditoire en provenance de tout I'arc caribéen
et de Guyane prouve le rayonnement de cette équipe.

Bien entendu et au-dela de la qualité scientifique de
ces journées, je ne pourrai cacher a personne que le
plaisir de participer aux JCMO est décuplé par le sens
de I'accueil et la beauté des paysages martiniquais. ¢

LIENS D’INTERET
Les auteurs déclarent n’avoir aucun lien d’intérét concernant les don-

nées publiées dans cet article.
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C’est avec beaucoup de tristesse que nous avons
appris le décés de la Professeure Jeanette Erdmann,
survenu brutalement le 9 juillet 2023, a I’dge de
57 ans.

Jeanette Erdmann était une généticienne humaine de
renommée internationale. Elle a été I'une des pre-
mieres scientifiques au monde a mener des études
de population sur le risque génétique de maladie
cardiovasculaire, connues sous le nom d’études
d’association pangénomique (GWAS). Sa contribu-
tion a été déterminante dans I’identification de
plus de 300 régions chromosomiques associées a
la maladie coronarienne

Hommage a
Jeanette Erdmann

Valérie Allamand

Sorbonne Université, Inserm, Institut de Myologie,
Centre de Recherche en Myologie, Paris, France.
valerie.allamand@inserm.fr

et a été porte-parole adjointe du site partenaire Hambourg/Kiel/
Libeck. Sa vision, son dévouement et ses conseils remarquables
ont joué un rdle crucial dans le succes et la croissance de ’Institut
de Cardiogénétique (ICG) de I’Université de Liibeck. C’est sous sa
direction que le petit groupe du département de cardiologie (hdpi-
tal universitaire du Schleswig-Holstein, directeur Prof. Heribert
Schunkert) a évolué pour devenir I’ICG en 2013, institut dont le

dixieme anniversaire a été célébré par

au cours des quinze der-
nieres années (NE/M 2007 ;
Nat Genet 2009 ; Eur Heart
J 2011). L'un de ses plus
grands succés en matiére
de recherche est survenu
lorsqu’elle et son équipe
ont identifié la cause de
crises cardiaques grou-
pées dans une famille
de I"Emsland (Erdmann
et al. Nature, 2013). La
rare combinaison de deux
genes a entrafné une for-
mation accrue de caillots
sanguins, provoquant des
crises cardiaques méme

un colloque international en mai der-
nier. Dans son institut et bien au-delaq,
Jeanette Erdman a inspiré de nombreux
jeunes chercheurs dans son domaine et
a apporté une contribution exception-
nelle a leur carriere scientifique. C’est
donc tres logiquement qu’elle a été élue
a I’Académie nationale des sciences
Leopoldina en 2021.

Atteinte elle-méme d’une maladie neu-
romusculaire progressive, Jeanette s’est
consacrée aux dystrophies musculaires,
en particulier celles associées au colla-
géne VI (COL6-RD). Elle avait réussi, ces
derniéres années, a constituer un groupe
de recherche autour de ces thématiques.
Elle apportait une nouvelle vision et

© The Institute for Cardiogenetics

chez les jeunes membres
de la famille. Ses réali-
sations scientifiques sont
remarquables (plus de
53000 citations de ses publications).

Jeanette Erdmann a étudié la biologie (Master)
a Cologne et obtenu son doctorat en génétique
humaine a Bonn. €lle a poursuivi sa carriére scienti-
fique a Berlin dans le laboratoire du professeur Vera
Regitz-Zagrosek, puis a Ratisbonne avec Heribert
Schunkert avant de s’installer a Libeck en 2003.
Jeanette fut la premiére professeure du Deutsches
Zentrum fiir Herz-Kreislaufforschung e.V. (DZHK,
Centre Allemand de Recherche Cardiovasculaire),
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Jeanette Erdman dans son laboratoire
de recherche a Liibeck.

était devenue un pilier de la commu-
nauté « COL6 ». Apres une errance dia-
gnostique de prés de 45 ans, Jeanette
avait réalisé elle-méme son diagnostic
moléculaire. Elle a courageusement fait face a la progression de la
maladie et, méme au cours de ses derniéres semaines, a gagné une
grande qualité de vie grace a un fauteuil roulant électrique inno-
vant. Cela rend sa mort prématurée d’autant plus tragique.

Jeanette apportait une touche personnelle particuliere, caracté-
risée par la sagesse, ’enthousiasme, la cohésion et la modestie.
Elle a su développer de nouvelles perspectives et créer des liens
coopératifs. €n peu de temps, Jeanette a réussi a établir une
communauté de recherche internationale autour des COL6-RD,
organiser des symposiums, initier un réseau et ainsi assurer la base



d’activités de recherche conjointes futures. Elle restera a jamais REFERENCES

dans les mémoires comme une personnalité, une initiatrice et une - https://www.curecmd.org/post/a-great-loss-for-the-cmd-community-

chercheuse de premier pIan. 0 obituary-of-dzhk-professor-and-cmd-researcher-jeanette-erdmann
. - https://www.cardiogenetics-luebeck.de/
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tribute to Jeannette Erdmann - https://dzhk.de/
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genda

2023

Journée Résocanaux

1¢" Décembre 2023
(Paris, France)

Contact : savine.vicart@aphp.fr
Journées annuelles de la filiére Filnemus

14-15 Décembre 2023 .
(Paris , France) www.filnemus.fr

2024

Congres annuel de la Société Francaise de Neuropédiatrie (SFNP)

24-26 janvier 2024 www.sfno. fr
(Rennes, France) STnp-

Congrés annuel de la Muscular Dystrophy Association (MDA)

3-6 mars 2024 www.mda.or

(Orlando, USA) meeoE

Congrés SMA Europe

15-17 mars 2024
(Gand, Belglque)

www.sma-europe.eu

76° American Academy of Neurology

13-19 avril 2024 www.aan.or
(Denver, USA) e

AFM-Téléthon Myology 2024

22-25 avril 2024
NS www.myology2024.org

18¢ Congres de I’International Child Neurology Association (ICNA)

2Le1%::)mA2f2|z:ue du Sud) www.icnapedia.org/icnc2024
J

8¢ Conférence Dysferline (Jain Foundation)

8-11 mai 2024

(Houston, USA) www.jain-foundation.org
)

1" Atelier Euro-Méditerranéen des Pathologies Neuromusculaires

16-17 mai 2024

(Hyéres, ) www.filnemus.fr

Gordon Research Conference sur les filaments intermédiaires

15-21 juin 2024

(Castelldefels, Espagne) www.grc.org/intermediate-filaments-conference/2024/
i

Congrés de la Peripheral Nerve Society (PNS)

22-25 juin 2024 www.pnsociety.com
(Montréal, Canada) P Y-

10° Académie Européenne de Neurologie (EAN)
29 juin-2 juillet 2024
(Helsinki, Finlande)

r

www.ean.org/congress2024

28° Congres de la World Muscle Society
8-12 octobre 2024
(Prague, République Tchéque)

18¢ International Congress on Neuromuscular disease (ICNMD)
25-29 octobre 2024 www.icnmd.or
(Perth, Australie) ’ 0rg

Journées Caribéennes des Maladies Rares et Orphelines (JCMO)
Novembre 2024

www.wms2024.com

Contact : remi.bellance@gmail.com

(Fort de France, Martinique)
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