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ABSTRACT

Duchenne muscular dystrophy (DMD) is a neuromuscular disease caused by
mutations in the DMD gene encoding dystrophin, a protein essential for the integrity of
the skeletal muscle fiber. Its absence causes increased muscle fragility during intense
contractions, and extreme muscle weakness (loss of maximal strength...). Currently,
there is no curative treatment, but the use of several combined therapeutic approaches
seems promising. In this thesis, we tested the idea that regular physical activity could
be a way to decrease dystrophic symptoms of skeletal muscle, especially those related

to muscle function, in mice models of DMD.

First, we evaluated the effect of chronic endurance exercise when combined with
overexpression of Prox1, a transcription factor known to promote slower fibers in
healthy muscle, which are described as less affected in DMD. We demonstrated that
this combination allowed to decrease muscle fragility in mdx mice, the classical mouse
model of DMD, and thus had the potential to stop the progression of the disease, which
was not the case with a symptomatic approach alone. Subsequently, we were
interested in the effect of chronic endurance exercise when combined with gene
therapy, which restores dystrophin expression, in D2-mdx mouse, a severe model of
DMD. We showed that chronic endurance exercise decreased the efficiency of the
gene therapy, by decreasing the restoration of dystrophin. Finally, we characterized
the effects of chronic resistance exercise in D2-mdx mice. Our results indicate an
incredibly significant improvement in muscle function in response to mechanical

overload, without obvious muscle damage in this severe model.

In conclusion, the results of this thesis contribute to a better understanding of the varied
and complex effects of different types of chronic physical exercise in different mice
models of DMD, and should provide new options for improving DMD treatments,

considering physical activity.
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RESUME

La dystrophie musculaire de Duchenne (DMD) est une maladie
neuromusculaire causée par des mutations du géne DMD codant la dystrophine, une
protéine essentielle a l'intégrité de la fibre du muscle squelettique. Son absence
engendre une fragilité musculaire accrue lors de contractions intenses, ainsi qu'une
faiblesse musculaire extréme (perte de force maximale...). A ce jour, il n’existe pas
encore de traitement curatif, mais I'utilisation de plusieurs approches thérapeutiques
combinées semble prometteuse. Dans cette thése, nous avons testé l'idée que
lactivité physique réguliére pourrait étre un moyen de diminuer les symptomes
dystrophiques du muscle squelettique, notamment ceux en relation avec la fonction

musculaire, dans des modeles murins de DMD.

Tout d’abord, nous avons évalué I'effet d’'un exercice physique chronique d’endurance
lorsqu'il est associé a la surexpression de Prox1, un facteur de transcription connu
pour favoriser des fibres plus lentes dans un muscle sain, celles-ci étant décrites
comme moins atteintes dans la DMD. Nous avons mis en évidence que cette
combinaison permettait de diminuer la fragilité musculaire, chez la souris mdx, le
modele murin classique de la DMD, et avait donc le potentiel d’arréter la progression
de la pathologie, ce qui n’était pas le cas avec une approche symptomatique seule.
Par la suite, nous avons regardé l'effet de I'exercice physique chronique d’endurance
lorsqu’il est combiné a une thérapie génique, qui restaure I'expression de la
dystrophine, chez la souris D2-mdx, un modele sévére de DMD. Nous avons montré
que l'exercice chronique d’endurance diminuait I'efficacité de la thérapie génique, en
diminuant la restauration de la dystrophine. Enfin, nous avons caractérisé les effets de
I'exercice physique chronique de résistance chez la souris D2-mdx. Nos résultats
indiguent une amélioration tres importante de la fonction musculaire en réponse a la

surcharge mécanique, sans dommages musculaires évidents dans ce modeéle sévere.

En conclusion, les résultats de cette thése contribuent & une meilleure connaissance
des effets variés et complexes des différents types d’exercice physiques chroniques
dans différents modéles murins de DMD, et devraient donner des pistes pour améliorer

les traitements de la DMD, en prenant en compte I'activité physique
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INTRODUCTION - Préambule

l. PREAMBULE

La dystrophie musculaire de Duchenne (DMD) ou myopathie de Duchenne est
une maladie génétique liee au chromosome X, provoquant une dégénérescence
progressive de 'ensemble des muscles de I'organisme, et est a I'origine, notamment,
d’'une perte dramatique de la fonction musculaire du muscle squelettique. Son origine
provient de mutations du géene DMD, responsable de la production de dystrophine, une

protéine essentielle a I'intégrité de la fibre musculaire.

De nombreux traitements symptomatiques pour améliorer la fonction musculaire ainsi
gue thérapies géniques visant directement a restaurer la dystrophine paraissent trés
prometteurs. Malheureusement, aucune de ces approches n’a le potentiel a ce jour de
guérir complétement les patients. C’est pourquoi, une approche thérapeutique
combinatoire (deux traitements en méme temps) semble inévitable dans la prise en
charge de la DMD.

Depuis plusieurs années, lidée d'utiliser I'exercice physique chronique comme
traitement de la DMD progresse, bien qu’il reste encore quelques craintes que
'exercice exacerbe davantage la pathologie. Néanmoins, I'exercice est connu pour
améliorer 'ensemble des fonctions de I'organisme chez le sujet sain, ce qui fait de lui
une thérapie potentielle particulierement intéressante dans le cadre d’'une maladie

multi-systémique comme la DMD.

On commence a mieux connaitre les effets de I'exercice physique chronique dans la
DMD, notamment dans le cas de I'exercice physique chronique d’endurance.
Toutefois, les effets de I'association de I'exercice physique chronique aux différentes
approches thérapeutiques développées en clinique et pré-clinique ne sont quasiment
pas connus. Lors de ma thése, j'ai donc entrepris d’étudier, sur la base de modéles
murins de DMD, dans quelle mesure un exercice physique chronique d’endurance
pouvait affecter, d’'une part, les effets fonctionnels d’'une thérapie génique visant a
combattre les symptébmes (axe 1), et d’autre part, une thérapie génique ciblant la
restauration de la dystrophine (axe 2). Par ailleurs, dans une derniere étude (axe 3),
je me suis intéressée aux effets de I'exercice physique chronique de résistance
(musculation, force-vitesse...), afin de déterminer si cette modalité d’exercice intense

pouvait étre associé dans le futur a une thérapie génique visant soit a combattre les
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INTRODUCTION - Préambule

symptoémes soit a restaurer I'expression de la dystrophine. Dans le cadre de cette
thése, le travail expérimental correspond donc a trois séries d’études pré-cliniques qui
se sont basées sur l'utilisation de modéles murins plus ou moins séveres de DMD. A
ce titre, notre intérét a été focalisé sur I'étude des effets de ces différents traitements
(exercice chronique combiné ou non a une thérapie génique) sur la fonction musculaire

du muscle squelettique.

Afin d’introduire le travail expérimental de cette thése, ma revue de synthése se divise
en cinq parties, qui font un état de I'art sur le muscle squelettique, la dystrophie
musculaire de Duchenne, ses modeles murins, les différents traitements

thérapeutiques développés au stade pré-clinique dont I'exercice physique chronique.

Cette partie sera suivie de la présentation détaillée des objectifs expérimentaux.

Alexandra Monceau - Thése de Doctorat - 2021



INTRODUCTION - Le muscle squelettique

Il LE MUSCLE SQUELETTIQUE

[I.1. INTRODUCTION

Le tissu musculaire se divise en trois types de muscles : squelettique, cardiaque et
lisse. Les muscles lisses, qui entourent par exemple les bronches, la vessie et les
vaisseaux sanguins, se contractent lentement et indépendamment de la volonté, sous
le contrdle du systéme nerveux autonome. Le muscle cardiaque est un muscle strié
qui a la capacité de se contracter rythmiquement en absence d’innervation, bien qu’il
puisse étre modulé par le systeme nerveux autonome (Ganong and Jobin, 2012). Les
muscles squelettiques (biceps, quadriceps, diaphragme etc...) possédent aussi des
stries transversales bien marquées et représentent 40% de la masse corporelle
(Frontera and Ochala, 2015). lls permettent d’assurer des fonctions respiratoires et
locomotrices mais aussi de maintien de la posture. Contrairement au muscle lisse, leur
activation est généralement placée sous le contréle de la volonté (Ganong and Jobin,
2012). Le muscle squelettique est composé de cellules multinucléées (Figure 1-1)

appelées fibres musculaires.

Figure I- 1. Photographie du muscle squelettique. (Image adaptée de Berkshire Community College
Bioscience Image Library). Les cellules musculaires présentent des striations visibles en microscopie
a contraste de phase, ainsi que des noyaux périphériques. Grossissement x200.

La fonction de ces fibres musculaires est de produire de la force au niveau du tendon
du muscle qui permet de mobiliser un segment du corps, le maintenir dans une position
statique ou encore de freiner le mouvement de ce segment. Dans certaines conditions,

cette production de force par le muscle conduit a son propre raccourcissement ou a
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INTRODUCTION - Le muscle squelettique

celui du muscle antagoniste. Une autre caractéristique fonctionnelle importante des
fibres musculaires est la résistance a la fatigue. L’activité physique chronique ou
l'inactivité sont connues pour moduler ces différentes fonctions. Nous verrons par la

suite que c’est également le cas des maladies neuromusculaires, comme la DMD.

[1.2. ORGANISATION DU MUSCLE SQUELETTIQUE

Les muscles squelettiques sont rattachés aux os grace aux tendons présents a
chaque extrémité des muscles. Lorsque les fibres musculaires générent des forces
longitudinales et transversales, celles-ci sont transmises au tendon via la matrice
extracellulaire (MEC). La MEC qui entoure chaque fibre musculaire forme
'endomysium, un tissu conjonctif liant les fibres adjacentes et soutenant le réseau
capillaire du muscle. Le périmysium, un tissu conjonctif plus épais assemble les
différentes fibres musculaires en faisceaux de fibres musculaires. L’'ensemble de ces
fasceaux sont maintenus et recouverts par un tissu conjonctif encore plus dense,
'épimysium, qui est en continuité avec la couche externe du tendon (Figure I-2)
(Hopkins, 2006).

Tendon

Muscle squelettique —

Nerf ‘ '/‘ 4 —— Epimysium
Anere—L‘. ) B s 000\
Veine ————~—~ ( = Périmysium
Faisceau
Endomysium
Fibres musculaires
Figure |- 2: Représentation schématique de [I’organisation structurale du muscle strié

squelettique. (Adapté de Pearson Education)
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Les muscles striés squelettiques sont composés de fibres musculaires dont il existe
deux types. D’une part, les fibres de type | ou fibres rouges, sont des fibres oxydatives,
qui possedent un métabolisme oxydatif important, une vitesse de raccourcissement et
une puissance maximale faibles, et qui sont résistantes a la fatigue. Ces fibres sont
présentes majoritairement au sein des muscles posturaux. D’autre part, les fibres de
type Il ou fibres blanches, sont des fibres avec un métabolisme oxydatif moins
important. Elles possedent une vitesse de raccourcissement et une puissance
maximale importantes, mais ont également une faible résistance a la fatigue. Les fibres
Il se subdivisent en fibres 2a, 2x et 2b. Chez 'lhomme, 'activité physique chronique,
ou I'inactivité, module la proportion de chaque type de fibres. Si chez des muscles de
sujets sédentaires la proportion de fibres de type | et Il est similaire, chez le sportif
d’endurance, la proportion de fibres de type | est plus importante (Wilson et al.,
2012).L’entrainement en force-vitesse (musculation, résistance) module également la

proportion des différents types de fibres (Ferry, 1999).

En outre, chaque fibre musculaire contient de nombreux noyaux genéralement
dispersés a la périphérie de la cellule. Les fibres musculaires sont entourées d’'une
membrane cellulaire, appelée le sarcolemme, et renferment dans leur cytoplasme

(sarcoplasme) des myofibrilles.

1.3. LE SARCOMERE

L'élément constitutif de base des myofibrilles est le sarcomere. La répétition de
cette structure filamentaire réguliére, tout au long de la myofibrille, est responsable de
cet aspect strié observable au microscope. Chaque sarcomére est délimité par deux
stries (disques) Z et est composé de filaments fins d’actine, de filaments épais de
myosine ainsi que de filaments élastigues de titine, dont I'ensemble forme la
machinerie contractile du muscle squelettique (Figure 1-3) (Ganong and Jobin, 2012;
Rivas-Pardo et al., 2016).
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Figure |- 3: Représentation schématique d’une myofibrille. (Adapté de open oregonstate
education).

De nombreuses autres protéines telles la nébuline et I'a-actinine composent le disque
Z (Faulkner et al., 2001). Les filaments fins d’actines s’étendent de part et d’autre des
disques Z et forment des bandes claires aussi appelées bande | (pour isotropique).
Une bande A (pour anisotropique) vient ensuite et est formée de filaments fins et épais.
Au milieu de celle-ci se trouve une région appelée la zone H, qui possede en son
centre une ligne M (Figure 1I-3). La ligne M a pour fonction d’ancrer les chaines
perpendiculaires de myosine, qui sont maintenues en faisceaux notamment grace a la

myomeésine (Obermann and al., 1996).

La formation de ponts entre les filaments fins d’actine et les filaments épais de
myosine, associée a l'action d’un troisieme filament (Cf. Il.I), est a l'origine de la

contraction musculaire.

[1.4. LA TRANSMISSION NEUROMUSCULAIRE

Pour permettre la contraction musculaire, la commande motrice est envoyée aux
muscles depuis le cerveau par des motoneurones provenant de la corne antérieure de
la moelle épiniere (Slater, 2017). L’axone moteur se ramifie pour innerver plusieurs

fibres musculaires et former I'unité motrice (Hudson et al., 2019).
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L’influx nerveux arrive au niveau de zones de contacts trés spécialisées appelées
jonctions neuromusculaires (JNM). La JNM est une synapse chimique qui se forme
entre la terminaison d’'un axone moteur et sa cible striée squelettique et est couverte

par une cellule de Schwann terminale (SCt) (Li et al., 2018).

D).

synaptique
(ACh)

Canal Na*
voltage .
dépendant S B

Canal Ca?*
voltage

K
dépendant (4]
Potentiel

d’action
musculaire

PAM
Dépolarisation locale
otentiel de plaque excitateur)

Figure |- 4 : Latransmission neuromusculaire. (Adapté de open Pearson Education).

Récepteur —=

al’ACh Na*

Lorsque le potentiel d’action nerveux arrive a l'extrémité du motoneurone, la
membrane du motoneurone se dépolarise, induisant 'ouverture de canaux calciques
voltages-dépendants (Figure I-4 [1]). Le flux de calcium a l'intérieur de la terminaison
axonale déclenche une augmentation marquée de I'exocytose des vésicules contenant
le neurotransmetteur acétylcholine (ACh) (Figure I-4 [2-3]). L’ACh diffuse alors dans
la fente synaptique et se lie a des récepteurs spécifiques (récepteurs nicotiniques a
l'acétylcholine, RACh) situés au sommet des replis jonctionnels de la membrane post
synaptique (Figure I-4 [4]). La conductance de la membrane pour le Na+ et le K+ est
amplifiée lors de la liaison de I'acétylcholine a ses récepteurs. Le flux d’ions sodium
entrant dans la fibore musculaire produit une dépolarisation locale de la membrane,
appelé potentiel de plaque motrice (Figure I-4 [5]). Une fois que ce potentiel de plaque
motrice atteint une valeur seuil, il induit 'ouverture de canaux sodium voltage-
dépendants situés au fond des replis jonctionnels générant ainsi un potentiel d’action
musculaire (PAM). (Figure I-4 [6]), qui se propage le long du sarcolemme dans les

deux sens de la fibre musculaire (Ganong et al., 2012; Kuo and Ehrlich, 2015).
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[1.5. LE COUPLAGE EXCITATION-CONTRACTION

Le couplage excitation-contraction est le processus grace auquel la dépolarisation
de la fibre musculaire déclenche la formation de ponts d’actine-myosine (Figure I-5A)
(Hopkins, 2006). Ce couplage se déroule au niveau de structures appelées « triades »,
composées de tubules T (fines invaginations tubulaires réparties le long du
sarcolemme) accolés de chaque c6té a une citerne terminale du réticulum

sarcoplasmique (RS).

Lorsque le potentiel d’action musculaire se propage dans un tubule T, la dépolarisation
de la membrane des tubules T induit une libération d’ions calcium du RS vers le
sarcoplasme de la fibre musculaire. Cette libération d’ions calcium s’effectue grace a
l'intervention de deux types de canaux : (i) le récepteur a la dihydropyridine (DHRP),
situé au niveau de la membrane du tubule T. (ii) le récepteur a la ryanodine (RyR),

situé au niveau de la citerne terminale du RS.

Le récepteur a la dihydropyridine (DHRP) est un canal calcique voltage dépendant,
présent en abondance au niveau des tubules-T des muscles striés cardiaques et
squelettiques qui permet de réguler les flux de calcium a travers la membrane
plasmique (Fosset et al., 1983). Le récepteur a la ryanodine (RyR) est, quant a lui, un
canal calcique géant (Takeshima et al., 1994), possédant une haute affinité pour la
ryanodine (Franzini-Armstrong and Protasi, 1997). Sa forte conductance permet des
sorties rapides du calcium. Le récepteur a la ryanodine existe sous trois isoformes :
RyR1, RyR2 et RyR3. RyR1 est la premiére isoforme décrite et celle exprimée
majoritairement dans le muscle squelettique. Elle participe au couplage-excitation-
contraction grace a son association avec le DHRP (Franzini-Armstrong and Protasi,
1997).
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Figure |- 5 : Le couplage excitation-contraction. (Adapté de open Pearson Education). (A) La
propagation du potentiel d’action musculaire (PAM) dans le tubule T déclenche une augmentation du
calcium intracytosolique a I'origine de la contraction musculaire. (B) Le PAM induit un changement de
conformation des récepteurs a la dihydropyridine (DHRP), qui vont permettre une libération de Ca?* du
réticulum sarcoplasmique vers le cytosol via les récepteurs a Ryanodine (RyR).

Lors de la dépolarisation de la membrane des tubules T, les récepteurs a la DHRP
subissent une modification conformationnelle provoquant une libération de Ca?*
depuis le RS par le biais d’interactions physiques avec des RyR1 (Figure I-5B). Par
ailleurs, des RyR1 non couplés a la DHRP auraient comme role d’amplifier le
relachement de calcium (Gao et al., 2000; Zalk et al., 2015), ou de constituer une
réserve de canaux en cas de besoin de couplages excitation-contraction

supplémentaires (Rios et al., 2019).

L’augmentation de la concentration calcique a proximité des éléments contractiles de
la cellule musculaire permet d’initier la formation des ponts d’actine-myosine. A la fin
d’'une contraction, le calcium est repompé activement via une pompe ATP (Adénosine
Triphosphate) dépendante appelée SERCA (pour sarcoplasmic or endoplasmic
reticulum Ca?* ATPase) (Figure 1-6). Cette pompe utilise I'nydrolyse de 'ATP pour
renvoyer le calcium dans les citernes terminales du RS, ou il y est stocké jusqu’a la

prochaine contraction (Hopkins, 2006).
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Transport actif

Figure |- 6: Repompage du calcium dans le réticulum sarcoplasmique. (Communication
personnelle de J. Messéant, DU myologie).

I.1. LES MECANISMES MOLECULAIRES DE LA CONTRACTION

De facon classique, la production de force et le raccourcissement du sarcomere
repose sur la formation des ponts entre le filament fin d’actine et le filament épais de
myosine. La fixation des tétes de myosines, qui se lient et se détachent
successivement des sites du filament d’actine, en se coudant au niveau de la jonction
de la téte et du col, donnent ainsi I'impression qu’elles « marchent » sur le filament
d’actine. Ce déplacement de la téte de myosine sur I'actine dépend de I'hydrolyse

simultanée d’ATP (Adénosine triphosphate).

Dans le muscle au repos, les sites de fixation des tétes de myosine a l'actine sont
masquées par un complexe de protéines régulatrices associées aux filaments fins
d’actine composé de la tropomyosine et de la troponine-1. Par ailleurs au repos, la téte
de la myosine est étroitement associée a une molécule ADP (Adénosine diphosphate)
(Hopkins, 2006). Lors de la libération de Ca?* dans le cytosol a la suite d’un potentiel
d’action musculaire, le Ca?* libre s’associe a la troponine C, provoquant un
affaiblissement de I'interaction entre la troponine-I et I'actine, et libérant ainsi le site de
liaison de I'actine a la myosine pour permettre la formation de ponts transversaux
actine-myosine. C’est étape correspond l'activation du filament fin par le calcium. La
formation de ces ponts libére 'ADP et entraine un changement conformationnel des
tétes de myosine, qui permet le déplacement des filaments fins sur les filaments épais
provoquant le raccourcissement du sarcomére et la production de force (Ganong and
Jobin, 2012). Néanmoins, le raccourcissement du sarcomere nécessite de multiples

cycles d'interaction actine-myosine, et pour y parvenir de I'ATP est nécessaire. Le
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changement de conformation inhérent au pivotement de la téte de la myosine favorise
la substitution de I'ATP a I'ADP sur la téte de la myosine, qui posséde une activité
ATPase portée par les chaines lourdes de la myosine. L"énergie libérée par cette
activité enzymatique est suffisante pour « casser » les liaisons actine-myosine,
ramenant la myosine a sa forme de repos liée a I'ADP et au phosphate inorganique
(Hopkins, 2006).

Les cycles d"interaction formation-rupture des ponts d’actine -myosine se poursuivent
tant que la concentration cytoplasmique de Ca?* reste suffisamment élevée, et qu’il y
a assez d’ATP disponible. La relaxation de la fibre musculaire se produit seulement
lorsque le repompage du Ca?* du sarcoplasme dans le RS dépasse la libération de
Ca?* dans celui-ci. Lorsque la concentration sarcoplasmique de Ca?* diminue, le Ca?*
se dissocie de la troponine C, les sites de liaison de la myosine sur les chaines d'actine
sont de nouveau masqués par le complexe tropomyosine-troponine-I, permettant aux

sarcomeres de retrouver leur état de repos (Figure I-7) (Hopkins, 2006).

o Déplacement de
la tropomyosine

Ca2* cytoplasmique .
A Ot e reposmie | B
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1 @ actine Tropomyosine —  myosine
k i
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Figure I- 7. Schéma des différentes phases de la contraction musculaire. (Communication
personnelle de J. Mésséant, DU myologie). (A) Initiation de la contraction. (B) Relaxation musculaire.

L’existence de différentes isoformes de la myosine impliqguée dans le cycle
d’excitation-contraction-relaxation est a lorigine d'une partie des différences
fonctionnelles entre les différents types de fibres (contraction rapide ou lente,
puissance maximale importante ou faible). En effet, la myosine est composée de deux
chaines lourdes (MHC de l'anglais « Myosin Heavy Chain ») et de deux chaines
légéres (MLC de I'anglais « Myosin Light Chain »), qui sont exprimées respectivement
sous plusieurs isoformes plus ou moins rapides. La MHC est exprimée sous quatre
isoformes : une lente appelée MHC-1 et trois rapides appelées MHC-2a, MHC-2x et

MHC-2b. La MLC est, quant a elle exprimée, sous 3 isoformes : une lente appelée
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MLC1 et deux rapides appelées MLC1f et MLC3f. La distribution différentielle des MHC
définit quatre types de fibres majeurs (1, 2a, 2x et 2b) exprimant une seule isoforme et
un certain nombre de populations intermédiaires de fibres hybrides exprimant & la fois
des MHC rapides et lentes (MHC-1/2a, MHC-2a/2b et MHC-2x/2b) (Schiaffino and
Reggiani, 1994). Ces différentes isoformes de MHC ont des activités ATPasiques
différentes. En plus de ces différentes isoformes de MHC et MLC, il existe des
isoformes de nombreuses autres protéines intervenant dans le cycle d’excitation-
contraction-relaxation, qui contribuent aux différences fonctionnelles des différents

types de fibres ou muscles.

Cette description classique, présentée ci-dessus, des évéenements moléculaires
responsables de la production de force et du raccourcissement du sarcomere, est
evidemment une version trés simplifiée de la réalité telle qu’on la connait maintenant,
basée sur le fonctionnement et l'interaction des deux filaments fins d’actine et épais
de myosine. En effet, les travaux de ces derniéres années indiquent I'existence d’'un
troisieme filament, constitué de titine. Ce dernier participerait non seulement a la
production de force au repos (force passive), mais aussi lorsque le muscle est activé
(Freundt and Linke, 2019; Herzog, 2017) (Figure 1-8). En effet, 'hypothése émise, est
gue lors de l'activation du muscle, le calcium se lierait a la titine au niveau des
domaines domaines PEVK et Ig (immunoglobuline), augmentant ainsi sa rigidité
inhérente. De plus, la titine se lierait également a 'actine via son segment proximal,
entrainant son raccourcissement, ce qui augmenterait encore plus sa rigidité et in fine

la production de force (Herzog, 2017).

A- Muscle au repos (force passive) ., .. .

§"‘w’ WAAAAA A Filaments de myosine
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B- Muscle activé - Ca?* se lie a la titine

.

Force
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C- Muscle activé - Ca?* et actine se lie a la titine Titine liée

i m H n

titine-actine Longueur

Force

Figure I- 8 : Schéma du nouveau mécanisme proposé de contraction musculaire impliquant un
sarcomere a trois filaments (impliquant la titine). (Schémas adaptés de Herzog, 2017). (A) Au repos,
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la titine est étirée dans toute sa longueur avec une force passive. (B) La présence de calcium active le
muscle, et le calcium se lie a des segments spécifiques de la titine ce qui augmente leur rigidité. Dans
cette situation la force est plus élevée (tracé orange) par rapport a I'étirement purement passif montré
en A (tracé bleu). (C) Scénario de contraction excentrique probable. Le calcium se lie a la titine, comme
en B, et la titine se lie a l'actine d'une maniére inconnue jusqu'a présent, ce qui raccourcit sa longueur
augmentant ainsi sa rigidité et donc la force lorsque les muscles sont étirés. Dans cette situation, la
force produite par la titine (tracé violet) serait encore plus élevée que la force de la titine en B (tracé
orange), car la longueur de la titine libre est réduite ; la titine est donc plus rigide et produit une plus
grande résistance (force) pour une longueur de sarcomeére donnée.

Cette description classique repose également sur I'idée que I'activation de I'appareil
contractile n’est conduite que par I'activation du filament fin d’actine par le calcium. Or,
récemment, il a été avancé que le calcium participe également a I'activation du filament
de titine, et que la charge mécanique (la force) est capable également de participer a
I'activation compléte du filament épais de myosine (Figure 1-8) (Irving, 2017). En effet,
les filaments épais peuvent étre activés par un stress mécanique, qui dépend de la
charge exercée sur les filaments. Plus la charge est élevée, plus il y a de tension et

plus le nombre de tétes de myosine sont recrutées (Stade ON) (Irving, 2017).

fr[Ca);
Filaments FINS OFF l Filaments FINS ON
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Muscle au Contraction peu filaments Contraction
repos intense épais intense
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Figure I- 9: Schéma montrant I'activation du filament épais de myosine par la contrainte
mécanique (stress). (Schéma adapté de Irving, 2017). Le filament fin (en haut) est représenté comme
un simple cylindre avec des hexagones symbolisant la troponine ; le filament fin est activé (i.e. que les
sites de fixation a I'actine sont libérés) par la fixation du calcium (fleche bleue). Le filament épais (en
bas) est représenté avec les tétes de myosine (gris ou vert) ; le filament épais peut étre activé par une
contrainte mécanique (fleche brune). Les états désactivé (OFF) et activé (ON) des deux filaments sont
respectivement en rouge et en vert. Les tétes de myosine constitutivement activées sont vertes ; les
tétes de myosine sous contrdle du filament épais sont grises. Les fleches orange a double téte
symbolisent le couplage des états régulateurs des filaments fins et épais par la protéine de liaison de la
myosine-C, qui peut avoir une conformation différente dans les états OFF et ON du filament épais.

I.2. LES DIFFERENTS MODES DE CONTRACTION MUSCULAIRE

Lors de la contraction musculaire celui-ci peut se contracter selon différentes

modalités : concentrique, isométrique et excentrique.
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Lors de linitiation de la contraction isométrique, la longueur totale du muscle ne
diminue pas de fagcon marquée, car la force développée par les ponts actine-myosine
est égale a la résistance opposée au muscle (Figure I-10). Ce type de contraction est

Mis en jeu pour maintenir une posture.

Au cours de la contraction concentrique, le glissement des filaments fins d’actine sur
la myosine provoque le raccourcissement du sarcomere, et par conséquent de
'ensemble muscle-tendon (Figure 1-10). Le sarcomere se raccourcit car les tétes de
myosine s’attachent sur I'actine et la tire en direction du centre du sarcomére. Ce type
de contraction est provoquée notamment lors du mouvement de pédalage, ou les

chefs du quadriceps se contractent de fagon concentrique.

A linverse, lors de la contraction excentrique, les sarcoméres s’allongent, ainsi que
'ensemble muscle-tendon (Figure 1-10). Les tétes de myosine s’attachent sur I'actine
mais ne produisent pas assez de force pour résister a I'étirement du muscle qui est
produit par le muscle antagoniste (le muscle agoniste s’allonge alors que le muscle
antagoniste se raccourcit). Ce type de contraction intervient lors d’'une décélération ou
d’'une descente en squat, ou le muscle quadriceps et le tendon s’allongent sous I'effet

de la force externe supérieure a la force musculaire.

CONCENTRIQUE ISOMETRIQUE EXCENTRIQUE

Biceps

/' Tendon Tendon o
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\ Tendon —.. v Tendon ' * Biceps
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Le biceps se raccourcitlors Le longueur du biceps ne Le biceps s'étire lors de
de la contraction musculaire varie pas lors de la la contraction musculaire
contraction musculaire

Longueur 110
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Figure |- 10 : Les différents modes de contraction musculaire. (Image adaptée de Faulkner et al.,
2007). Lf : Longueur de la fibre, PO : force maximale absolue.
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Evidemment, ces trois modes de contractions vont impacter la production de force, la
vitesse de raccourcissement, et la puissance. Ainsi, par exemple, la force maximale
isométrique est trés largement supérieure a la force concentrique (qui diminue avec la

vitesse de raccourcissement) et inférieure a la force excentrique.

1.3. LE COSTAMERE ET LA TRANSMISSION DE LA FORCE

La force produite par une fibre musculaire est transmise longitudinalement et
transversalement. La transmission de la force transversale dépend de structures
appelées costaméres (Figure 1-11), qui font office de point d’ancrage entre le
cytosquelette des myofibrilles et la matrice extracellulaire (MEC). Ces structures
participent au maintien des myofibrilles entre elles et agissent comme des coupleurs

meécaniques, en transmettant latéralement les forces contractiles a travers le

sarcolemme jusqu'a la lame basale.
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Figure |- 11 : Schéma des protéines qui composent les costameres du muscle squelettique.
(Adapté de Feher, 2017). Deux grands complexes composent le costamére. Le complexe dystrophine-
glycoprotéine (DGC) est constitué de protéines cytosoliques, de protéines transmembranaires et de
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protéines extracellulaires qui relient les myofilaments a la matrice extracellulaire. Le DGC est relié aux
disques Z gréce a la y actine, qui est reliée la dystrophine. Le deuxiéme complexe composé de taline,
vinculine et d’intégrine est relié aux disques Z par la desmine.

Le costameére est un réseaux protéigue composé d'un complexe de protéines
associées a la dystrophine (CPAD), autrement appelé complexe DGC (de I'anglais
« dystrophin-glycoprotein complex ») associé a d’autres protéines (comme la
vinculine, la desmine et la spectrine) (Deconinck and Dan, 2007). La dystrophine, une
protéine sous-membranaire en forme de béatonnet, relie les filaments d’actine au
complexe des dystroglycanes (a- et -dystroglycane). Ce complexe transmembranaire
se lie a son tour a la lamine dans la MEC. Un ensemble de glycoprotéine (a-, B-, y- et
o-sarcoglycane), le sarcophage, les dystrobrévines et les syntrophines sont tous
associées au complexe des dystroglycanes (Figure 1-11) (Ganong and Jobin, 2012).
Le CPAD forme ainsi un pont structurel et fonctionnel crucial entre le cytosquelette
intracellulaire (actine) et la matrice extracellulaire. Une perturbation de cet
echafaudage finement organisé peut conduire a de multiples pathologies, telles que
des dystrophies musculaires, et en particulier la dystrophie musculaire de Duchenne,

qui est au centre de cette thése.

Alexandra Monceau - Thése de Doctorat - 2021



INTRODUCTION - La dystrophie musculaire de Duchenne (DMD)

II. LA DYSTROPHIE MUSCULAIRE DE DUCHENNE (DMD)

I11.1. GENERALITES

[11.1.1. Quelques rappels historiques

| La dystrophie musculaire de Duchenne (DMD)

e .‘ ‘ i ou myopathie de Duchenne est la forme de dystrophie
‘ ! musculaire la plus répandue chez I'enfant. Elle fut

décrite dés le 19°™e siécle dans la littérature médicale
par de nombreux scientifiques de I'époque. Edward
Meryon, physicien anglais, fat le premier & constater
le caractére familial de la maladie et sa prédilection a
toucher les garcons. Dans une communication
adressée a la Royal Medical and Chirugical society en
décembre 1851 (puis publier 'année suivante dans
Transactions of the Society), il décrit le cas de huit

garcons affectés dans trois familles, puis en 1864

dans son ouvrage Practical and pathological

Figure I- 12 : Vue de dos et de profil fesearches on the various form of paralysis, il détaille

d’un jeune garcon atteint de «
pseudo-hypertrophie. (Duchenne,

1868). furent affectés et dont la transmission se fit par les

le cas d’'une famille dans laquelle quatre cousins

trois sceurs (Emery et al., 2015).

La DMD doit cependant son nom a Guillaume Duchenne de Boulogne, célebre
neurologue francgais et contemporain d’Edward Meryon, pour sa caractérisation de la
maladie dans son ouvrage De la paralysie musculaire pseudo-hypertrophique
(Duchenne, 1868). Il y décrit, a travers I'exposé de 11 cas de jeunes gargons, le
phénotype musculaire de la paralysie musculaire pseudo-hypertrophique, aujourd’hui
appelée dystrophie musculaire de Duchenne (Emery et al., 2015). Il observe
notamment une faiblesse musculaire progressive, affectant tout d’abord les membres
inférieurs puis par la suite les membres supérieurs jusqu’a la paralysie totale, ainsi
gu’une hypertrophie de certains muscles. Par ailleurs, afin d’étayer ses recherches sur
la paralysie musculaire pseudo-hypertrophique, et non satisfait d’attendre les études

post-mortem pour confirmer le diagnostic, Duchenne créat un systéme d’« emporte-
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piéce histologique » a l'origine des premiéres biopsies musculaires . Cette technique
permit de mettre en évidence une hyperplasie du tissu connectif interstitiel (a 'origine
du terme pseudo-hypertrophique), associée a un remplacement du tissu musculaire
par du tissus fibreux et adipeux chez des patients suspectés de DMD (Emery et al.,
2015). Ces observations histologiques issues de biopsies permirent ainsi de poser un
diagnostic plus précis du vivant des malades.

Quelques années plus tard, en 1884, le neurologue Wilhelm Heinrich Erb corrobora
'hypothése de Duchenne selon laquelle la maladie affectait directement le muscle
mais en mentionnant pour la premiere fois une dégénérescence progressive des

muscles a l'origine du terme « dystrophie musculaire » (Erb, 1884).

Finalement, c’est au cours du 20°™ siécle qu’eurent lieu les derniéres avancées dans
la connaissance de la DMD. Emile Becker, identifiat en 1955, une forme peu séveére
de la DMD, qui porte aujourd’hui son nom, et confirma le caractéere récessif de la DMD
lié au chromosome X (Emery et al., 2015). Cependant, la grande avancée majeure
des connaissances est attribuable aux travaux de Kunkel publiés entre 1986 et 1988.
lls permirent d’identifier le gene dystrophine (DMD) responsable de la maladie et sa
position chromosomiale précise sur le locus Xp21, reliant ainsi la cause de la DMD a
une anomalie de la protéine dystrophine (Hoffman et al., 1987; Kunkel, 1986; Monaco
et al., 1988). L’identification de mutation du géne DMD comme cause de la pathologie
a révolutionné les capacités de diagnostic et a permis d’envisager de nouveaux

traitements médicaux pour les dystrophinopathies (Sussman, 2002).

[11.1.2. Description clinique

La maladie se manifeste généralement vers I'dge de 3 ans. Un retard
psychomoteur, une difficulté a courir et monter les escaliers, ainsi que des chutes
fréquentes avec des difficultés a se relever sont les symptomes les plus fréquents
rapportés par les parents (Desguerre and Laugel, 2015). Un retard du langage ou un
retard de développement global, et des niveaux élevés de créatine kinase sérigue (CK)
peuvent étre également observé chez des petits garcons atteints de DMD (Yiu and
Kornberg, 2015).

Bien que la plupart des garcons atteints de DMD acquiérent de la force et des habiletés

motrices (mais dans une moindre mesure que leurs pairs) jusqu'a environ 6 ans, une
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faiblesse musculaire (i.e. une diminution de la force maximale et de la force spécifique)
gagne progressivement les membres inférieurs proximaux et du tronc, entrainant une
fatigabilité a la marche puis des difficultés pour courir ainsi qu'a la montée et a la
descente des escaliers (Darras et al., 2018). L’enfant commence a chuter de plus en
plus fréquemment. Les mollets s’hypertrophient en raison du remplacement d'une
partie du tissu musculaire par du tissu adipeux ("pseudo-hypertrophie™). De plus, la
démarche devient dandinante avec une tendance a marcher sur la pointe des pieds et
I'enfant présente de plus en plus de difficulté a se relever du sol. La perte de la marche
est inexorable et survient habituellement vers 11 ans, rendant les malades dépendant
d’un fauteuil roulant (Yiu and Kornberg, 2015). L'atteinte des membres supérieurs et
des muscles distaux a lieu plus tardivement et se traduit par des difficultés a attraper

des objets en hauteur et a lever les bras.

A ce stade, plusieurs complications commencent a survenir. Tout d’abord, des
complications orthopédiques liées a la perte de force musculaire. L’affaiblissement des
muscles du dos entraine un effondrement du dos, suivi de I'apparition d’'une scoliose
qui s’accentue apreés la perte de la marche (Kurz et al., 1983; Yiu and Kornberg, 2015).
Des rétractations musculaires et des désaxations des articulations, liées a 'immobilité
et aux déséquilibres de force entre les muscles plus ou moins toucheés, apparaissent
et conduisent a des déformations orthopédiques (Skalsky and McDonald, 2012; Yiu
and Kornberg, 2015). De plus, l'altération des muscles respiratoires et du tronc
entrainent une perte de la capacité ventilatoire (Venugopal and Pavlakis, 2021). Cette
atteinte respiratoire est d’autant plus dangereuse car elle augmente le risque
d’infections broncho-pulmonaires, favorisées par une toux peu efficace pour dégager
les voies respiratoires (McDonald et al., 2016). A cela s’ajoute des complications
cardiaques, telle que la cardiomyopathie dilatée. Une faiblesse du ventricule (droit ou
gauche), causée par une présence étendue de fibrose (exces de tissu conjonctif), est
freguemment observée chez les patients. La cavité cardiaque se dilate, ce qui amene
une diminution de la force contractile du muscle cardiaque (Venugopal and Pavlakis,
2021). Bien que souvent latente en raison de linactivit¢ physique, une
cardiomyopathie est détectée chez un tiers des patients de 14 ans et chez tous les
patients de plus de 18 ans (Nigro et al., 1990). Par ailleurs les patients présentent
également des problemes nutritionnels, liés aux difficultés a avaler et a déglutir,

entrainant des carences alimentaires. Enfin, des altérations cognitives (retard
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d’apprentissage de la lecture, troubles du langage, déficience intellectuelle, autisme),
sont également constatés dans un certain nombre de cas, la dystrophine étant aussi
exprimée dans le cerveau (Chaussenot, 2020).

La DMD est donc une maladie complexe, avec une atteinte clinique multi-systémique,
provoquant souvent un décés prématuré des patients a partir de 30 ans, causé
majoritairement par les atteintes cardiaques (30 %) et respiratoires (43,6 %) (van

Essen and de Visser, 2004).

[11.1.3. Pathophysiologie

Depuis la fin des années 80, il a été établi que la DMD est causée par une
mutation du géne DMD (Hoffman et al., 1987). Le géne DMD code pour la dystrophine,
une protéine sous membranaire qui assure un lien structurel entre le cytosquelette et
la matrice extracellulaire, via un ensemble de protéines appelé « complexe des

protéines associees a la dystrophine » (CPAD).

La déficience en dystrophine accompagnée d’une expression des protéines
constitutives du CPAD également réduite, provoquerait une fragilisation de la
membrane de la fibore musculaire. Les fibres musculaires serait plus susceptible de
s’abimer alors au cours d’un stress mécanique intense, telle que des contractions
musculaires excentriques, et finiraient par se nécroser. Puis, avec le temps,
I'épuisement de la capacité régénérative des fibres musculaires, accompagné d’'une
augmentation de I'inflammation, et d’'un remplacement du tissu musculaire par du tissu
fibro-adipeux, conduiraient a la perte progressive de la fonction musculaire (Péréon et
al., 2015).

Bien que l'origine génétique de la DMD soit bien identifiée, les mécanismes qui sous-
tendent les processus de nécrose, d’inflammation et de fibrose, menant a
dégénérescence musculaire, ne sont qu’en partie expliqués. A ce jour, plusieurs
meécanismes sont proposés pour expliquer cette dégénérescence musculaire chez les

patients DMD et les modeles animaux (Figure [-13).

L’absence de dystrophine, assortie d’'une diminution de I'expression des CPAD,
provoquerait une instabilité sarcolemmique. En effet, dans le cadre de la DMD, les

réseaux costamériques, supposés participer a la protection des membranes
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musculaires lors des contractions, n’assureraient plus leur réle (Danowski et al., 1992;
Deconinck and Dan, 2007). La fragilité des membranes participerait a une
augmentation de leur perméabilité, provoquée par des ruptures focales tout le long du
sarcolemme (Péréon et al., 2015). Cette perméabilité de la membrane musculaire a
été confirmée in vivo chez souris la mdx, un modele murin de la DMD, par incorporation
d'un colorant Bleu Evans, normalement imperméable aux membranes (Straub et al.,

1997).

De nombreuses biopsies musculaires de patients atteints de DMD montrent une
accumulation de calcium et la présence de fibres hypercontractées, suggérant un réle
de la dysrégulation de 'homéostasie calcique dans la physiopathologie de la DMD.
L’augmentation prolongée de la concentration calcique intracellulaire provoque
I'activation des calpaines, des protéases a l'origine de la nécrose cellulaire (Deconinck
and Dan, 2007; Spencer et al., 1995) . D’ailleurs, il a été démontré que la
surexpression de la calpastatine (inhibiteur endogene des calpaines) réduit la nécrose
du muscle mdx (Spencer and Mellgren, 2002). L’augmentation de I'afflux de calcium
se produirait majoritairement via la majoration de l'activité des canaux calciques
mécano-sensibles (TRPC1 et TRPC4), ainsi que des canaux de fuite du calcium
présents a la surface du sarcolemme. Les points de ruptures focaux, induits par les
microlésions liées au stress mécanique, favoriseraient I'entrée massive de calcium
(Péréon et al., 2015).

L’absence de dystrophine provoquerait également une perturbation de I'isoforme
neuronale de la NO synthase (nNOS), normalement reliée au complexe CPAD. Privée
de son ancrage sous sarcolemmique, la nNOS subirait une diminution de son activité
(Deconinck and Dan, 2007). Or, la diffusion de NO en dehors des fibres musculaires
est nécessaire a la vasodilatation survenant lors de la contraction, afin de permettre
une bonne oxygénation du muscle. Une diminution de la production de NO serait a
I'origine d’'une vasoconstriction favorisant I'ischémie a I'exercice (Péréon et al., 2015;
Sander et al., 2000).

Une augmentation du stress oxydatif est observée au cours de la DMD. Les
mitochondries, sensibles a I'élévation du calcium intracellulaire, et 'augmentation de
I'activitt NADPH oxydase seraient a l'origine de la production excessive de radicaux

libre ROS (de I'anglais « reactive oxygen species ») (Péréon et al., 2015; Whitehead
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et al., 2010). Ces ROS participeraient a la perturbation de I’'homéostasie calcique (via
l'activation des TRP et de la calpaine), entrainant un cercle vicieux conduisant a la
nécrose cellulaire. Par ailleurs, les ROS auraient aussi un role dans le processus

inflammatoire (Péréon et al., 2015).

Enfin, les patients DMD présentent un état pro-inflammatoire chronique, di notamment
a l'activation du facteur de transcription NF-kB modulant la réponse immunitaire et
inflammatoire, qui participe a 'aggravation de la maladie. A cet état pro-inflammatoire,
s’ajoute une infiltration, en neutrophiles et macrophages, induite par les cycles

successifs de dégénérescence-régénérescence musculaire (Rosenberg et al., 2015).

. Exercice
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Figure |- 13: Récapitulatif des principaux mécanismes physiopathologiques envisagés de la
DMD. (Issu de la revue de Péréon et al., 2015).

Alexandra Monceau - Thése de Doctorat - 2021




INTRODUCTION - La dystrophie musculaire de Duchenne (DMD)

lI.2. LE GENE DMD ET LA DYSTROPHINE

111.2.1.Le géne DMD

Séquencé par Koenig et al., en 1988, le gene DMD est a ce jour le plus long
géene humain totalement séquencé et dont la séquence génomique couvre plus de 2,2
Millions de paires de bases (Mb). La séquence codante comprend 79 exons et se
traduit par un ARN-messager de 14 Kilo bases (kb). Par ailleurs, I'expression du géne
est sous le contrble de sept promoteurs internes tissu spécifiques, entrainant

'expression de plusieurs dystrophines de longueurs variables (Figure 1-14).

—> Dp427(B) Dp260 Dp140 Dp116 Dp71 & Dp40
—> Dp427 (M) (intron 29) (intron 44) (intron 55)  (intron 62)
l—) Dp427 (P)
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Dp140
op116
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Figure I- 14 : Les différentes dystrophines issues du géne DMD. (Issu de McGreevy et al., 2015).
Les barres bleues verticales correspondent aux exons. Les fleches représentent les promoteurs
internes. Trois génerent la forme longue, dite « compléte » de la dystrophine (Dp427) et vont entrainer
son expression dans différents tissus (B : brain, M : muscle, P : cellules de Purkinje), les quatre autres
vont permettre I'expression de dystrophines plus courtes : Dp260, Dp140, Dp116, Dp71 et Dp40.

L'énorme taille du gene DMD est probablement I'une des principales raisons pour
lequel il présente une forte fréquence de mutations (Chamberlain and Chamberlain,
2017). La majorité des mutations de ce gene sont de grands réarrangements intra-
géniques correspondant a des délétions ou des duplications d’'un ou plusieurs exons.
65 a 70% de toutes les mutations sont des délétions, retrouvées préférentiellement
dans deux régions du gene (points chauds délétionnels) autour des exons 2 a 20 (15
% des délétions) et des exons 45 a 55 (74 % des délétions) (Aartsma-Rus et al., 2006).
Les mutations sont a l'origine de I'absence de dystrophine ou de la production d’'une

dystrophine tronquée, causant respectivement la DMD ou sa forme moins sévere, la
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dystrophie musculaire de Becker (BMD). Les différences phénotypiques observées
chez ces deux dystrophinopathies s’expliquent en grande partie par la conservation
ou non d’un cadre de lecture ouvert. En effet, la perte du cadre de lecture conduit a
une absence de dystrophine, a l'origine de la DMD, alors que son maintien permet la
production d’une dystrophine tronquée mais partiellement fonctionnelle, causant la
BMD (Aartsma-Rus et al., 2006).

[11.2.2. Structure de la dystrophine Dp427

La dystrophine Dp427 est une grande protéine de 427 kDa en forme de
batonnet, dont la partie carboxy-terminale non traduite (3’-UTR, qui participe a la
régulation de I'expression de la protéine) est trés bien conservée entre les especes.
En outre, a I'extrémité 5’ du géne Dmd, il existe au moins 3 promoteurs différents qui
régulent I'expression de la dystrophine en fonction du tissu (cerveau, muscle ou

cellules de Purkinje du cervelet) (Ervasti, 2007).

CH1 CH2 ABD2 DgBD _ SBD DbBD
HIR|R|R[H|R|R|R[R|R|R|R|R|R|[R|R|R|R[R|R|R[H|R|R|R|R|R[H
DYS -1 1(2|3|12|4(5|6|7)|8|9(10{11{12{13|14|15(16(17|18|19]| 3 |20|21|22|23|24 4. cT 427 kD
Figure |- 15 : Structure schématique de la dystrophine. (Adapté de Chamberlain and Chamberlain,
2017). Les domaines de la dystrophine sont abrégés comme suit : ABD, domaine de liaison a l'actine ;

R, répétitions de type spectrine ; H, domaines charniéres ; CR, domaine riche en cystéine ; CT, domaine
carboxy-terminal.

La structure de la dystrophine se compose de quatre domaines fonctionnels
principaux : un domaine amino-terminal se liant a I'actine, un domaine central en forme
de batonnet, un domaine riche en cystéine et enfin, une extrémité carboxyle (Koenig
et al., 1988) (Figure 1-15). Le 1°" domaine amino-terminal contient deux motifs
homologues a la calponine (CH1 et CH2) qui permettent de relier la dystrophine au
réseau d’actine (Korenbaum and Rivero, 2002). Le second domaine, est grand
domaine qui donne la forme en batonnet a la protéine. Il est formé d’'une succession
de 24 triples hélices, similaires aux domaines de répétition de la spectrine,
entrecoupés par quatre régions charnieres riches en proline, qui donnent a la
dystrophine une forme flexible et allongée (Koenig and Kunkel, 1990). Il abrite
également un deuxieme motif de liaison a l'actine (ABD2) par interaction
électrostatigue (Amann et al., 1998). Le troisieme domaine est un domaine riche en

cystéine, composé de plusieurs motifs distincts. Deux motifs dits en « main EF » sont

Alexandra Monceau - Thése de Doctorat - 2021



INTRODUCTION - La dystrophie musculaire de Duchenne (DMD)

capables de lier le calcium (Koenig et al., 1988). Un motif WW, présent au niveau de
la charniere 4 (H4), est impliqué dans les interactions protéine-protéine (lisley et al.,
2002). Ensemble les domaines WW et EF forment une zone qui se lie a I'extrémité
carboxy du B-dystroglycane, permettant 'ancrage de la dystrophine au sarcolemme
(Rentschler et al., 1999). Le dernier motif ZZ, en doigt de zinc, stabilise les motifs WW
et EF, et renforce l'interaction entre la dystrophine et le B-dystroglycane (Ponting,
1996). Enfin, le domaine carboxy-terminal (CT) contient deux séquences
polypeptidiques qui forment des hélices de type alpha, similaires a celles que I'on
trouve dans la partie en batonnet de la dystrophine. Ces séquences fournissent des
sites de liaison pour la dystrobrevine et les syntrophines, faisant du domaine CT, une
zone primordiale a I'interaction de la dystrophine a son complexe associé (Suzuki et
al., 1992).
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V. LES MODELES EXPERIMENTAUX DE LA DMD

IV.1. INTRODUCTION

Il existe une grande diversité de modéles animaux, provenant de mutations
spontanées ou bien issus du génie génétique, afin d’étudier la pathophysiologie de la
DMD et tester de nouveaux traitements. A ce jour, prés de 60 modéles animaux sont
recensés, incluant des modeles non mammiféres, tels que le ver Caenorhabditis
elegans, la drosophile et le poisson zébre et des modéles mammiféeres comme le
chien, le chat et la souris, et plus réecemment le rat ou le cochon (McGreevy et al.,
2015).

Les modeles canins sont décrits dans la littérature depuis plus de 50 ans et concernent
une vingtaine de races de chiens différentes. Les chiens atteints d’'une déficience en
dystrophine partagent une évolution clinique et des lésions histologiques (e.g. fibrose)
semblables a celle des malades humains. Bien que le chien soit un bon modele, grace
a ses nombreuses similitudes avec la pathologie humaine, c’est le modéle murin qui
lui est préféré dans les études de thérapies géniques, en raison de son accessibilité

et de son faible colt (McGreevy et al., 2015).

Le modele murin historique et le plus frequemment utilisé est la souris mdx. La mdx a
'avantage de posséder une seule mutation, comme chez les myopathes DMD,
entrainant la perte totale de la dystrophine, mais présente un phénotype musculaire
moins dégradé par rapport a la pathologie humaine (Bulfield et al., 1984). C’est
pourquoi, une pléthore de modéles murins dits « double knock-out » (dKO) ont été
générés afin d’établir un modéle murin de DMD plus sévére permettant ainsi de mieux
étudier la physiopathologie de la DMD ainsi que pour tester l'efficacité de thérapies
dans un contexte pathologique plus proche de la clinique humaine. Contrairement a la
pathologie humaine, tous les dKO portent une mutation non seulement dans le géne
de la dystrophine, mais également dans un autre géne, généralement un gene codant
pour un paralogue susceptible de compenser la perte de dystrophine (e.g. l'utrophine)
ou une protéine en interaction avec la dystrophine (e.g. les sarcoglycanes) (Deconinck
et al., 1997; Li et al., 2009). Tout récemment, notre équipe vient d’en générer un
nouveau, caractérisé par 'absence a la fois de dystrophine et de desmine (Ferry et al.,

2020). L’inconvénient de ce type de modéle est qu'il est aussi difficile a générer qu’a
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entretenir, les souris dKO mourant souvent prématurément (McGreevy et al., 2015).
C’est pourquoi de nombreuses études ont eu l'idée d’aggraver le phénotype en
soumettant la souris mdx a I'exercice musculaire, tel que celui décrit dans le protocole

standardisé de TREAT-NMD (voir plus partie exercice physique V1.2.4).

De plus, en 1989, Chapman et al., publient quatre nouveaux variants chimiques
(chemical variant, cv) : mdx 2V, mdx 3¢, mdx ** et mdx °°'. Ces souris sont générées
sur le fond génétique de C57BL / 6, en utilisant le mutagéne N-ethyl-N-nitrosourea
(ENU), pour induire de maniere aléatoire de nouvelles mutations ponctuelles dans le
géne Dmd (Cox et al., 1993). Le profil clinique globale de chacun de ces variants differe
tres peu de celui des souris mdx. Toutefois, chaque lignée présente ses propres

spécificités.

En outre, le modéle mdx a été soumis a plusieurs croisements avec des souris de
fonds génétiques distincts (albinos, BALB/c, C3H, C57BL/6, FVB et DBA/2) afin
d’observer I'effet des différentes souches sur le phénotype des mdx (McGreevy et al.,
2015). Les souris D2-mdx , issues du croisement de souris C57BL/10-mdx et DBA/2,
présentent, contrairement aux souris mdx classique plus de fibrose et moins de
régénération, rendant de facto ce modele plus proche de la DMD humaine (Fukada et
al., 2010).

En conclusion, il existe tout un arsenal de modeles murins disponibles pour réaliser
des études précliniques (les figures supplémentaires de McGreevy et al.,, 2015
reviennent en détail sur ces lignées). Dans le cadre de ce projet, nous nous
intéresserons plus particulierement a deux modeles : (i) la souris mdx, le modele
classique de la DMD, et (ii) la souris D2-mdx, présentant un phénotype sévere de la
DMD.

IV.2. LA SOURIS MDX : MODELE CLASSIQUE DE LA DMD

IV.2.1.Introduction

La souris mdx (C57BL/10ScSn-Dmdmdx/J) est découverte par hasard en 1984.
Bulfield et ses collaborateurs identifient plusieurs souris, au sein d’une lignée
C57BL/10ScSn, présentant des taux sériques anormalement élevés de créatine

kinase ainsi que des preuves histologiques, supposant l'existence d'une dystrophie
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musculaire. Ce n’est que quelques années plus tard, que les études génétiques
viendront définitivement confirmer la souris mdx comme modéle animal de la

myopathie de Duchenne (Sicinski et al., 1989).

Dans ce modéle, c’est une mutation ponctuelle non-sens (cytosine en thymine),
introduisant un codon stop dans I'exon 23, qui est responsable de I'absence de la
forme compléte de la dystrophine (Sicinski et al., 1989). Cependant, malgré une
déficience en dystrophine, la souris mdx présente des symptdomes cliniques minimes.
En effet, les souris mdx adultes montrent peu de faiblesse et les signes dystrophiques
caractéristiques (telles que la fonte musculaire et la cardiomyopathie dilatée) ne sont
observées que chez les tres vieilles souris mdx (= 20 mois) (Chamberlain et al., 2007).
Par ailleurs, ce modéle présente une durée de vie tres peu réduite (20% par rapport
au type sauvage contre 75% dans la pathologie humaine) (Chamberlain et al., 2007).
Ce phénotype moindre s’expliquerait par la présence de mécanismes compensatoires,
comme la régulation a la hausse de l'utrophine et de l'intégrine, une régénération
musculaire intensive et la présence de sarcoglycanes résiduels dans le sarcolemme
des souris mdx (Li et al., 2009).

Malgré un phénotype musculaire moins sévere dans ce modele, ces souris restent un
bon modéle car elles sont des homologues génétiques et biochimiques de la DMD
(Coley et al., 2016).

IV.2.2.Données histopathologiques

Dés la naissance, les muscles mdx présentent des fibres hypercontractées,
reflet de la nécrose précoce dans ce modele murin (Coulton et al., 1988). La nécrose
s’associe a une réaction inflammatoire (Figure I-16A), observable dés 3 semaines,
age correspondant au sevrage des animaux, les obligeant a fournir une activité
musculaire plus conséquente (Pastoret and Sebille, 1993). Par la suite, un processus
de régénération intensive se met en place. Le marqueur histologique le plus frappant
pour déterminer la régénération des fibres musculaires est la présence d’un noyau en
position centrale dans le cytoplasme (Figure [-16B), indice probable d’une
régénération antérieure. A partir de 3 mois, un noyau central est observé dans 80 a 90
% des fibres musculaire de la souris mdx (Pastoret and Sebille, 1993). Cependant

cette régénération finit par s’épuiser progressivement chez les souris mdx agés, en
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raison de « I'épuisement » des cellules souches musculaires causé par les cycles
répétitifs de dégénérescence et de régénération musculaire (Sacco et al., 2010). A
noter, que les souris mdx présentent une augmentation de fibres « révertantes » (i.e.
des fibres qui arrivent a exprimer la dystrophine) avec I'age (Figure 1-16C), qui est un

autre marqueur d’une régénération importante (Rodrigues et al., 2016a).

En outre, lors des cycles successifs de dégénérescence et régénération musculaire,
le tissu musculaire est progressivement remplacé par du tissu fibreux, qui participe a
I'hypertrophie du muscle (Figure I-16D). La fibrose est une accumulation interstitielle
de collagéne. Elle apparait dans les muscles squelettiques des souris mdx au bout de
guelques semaines et ne cesse de proliférer avec I'age, alors qu’aucune trace de
fibrose n’est retrouvée dans le muscle sain, méme agé. Ce développement anormal
du tissu conjonctif dans les muscles squelettiques s’observe chez les souris mdx de
plus de 12 mois et serait la conséquence de la diminution du nombre ou des capacités

prolifératives des cellules myogeéniques (Pastoret and Sebille, 1993).

mdx

Figure I- 16 : Image représentatives de I’histopathologie musculaire de la souris mdx. (Panneau
A - Images adaptées du site web de Charles river). Histologie d’'un muscle sain. Image représentant un
foyer nécrotique (fleche) dans un muscle de souris mdx. (Panneau B) Les fibres musculaires d'une
souris saine de 2 mois présentent des noyaux positionnés a la périphérie, alors que des souris mdx du
méme age présentent de nombreux noyaux centraux (fleche), marqueurs d’'une régénération antérieure.
(Panneau C — Images adaptées de Rodrigues et al., 2016b) Immunomarquage de la dystrophine chez
une souris saine (Image de gauche), on note une présence de fibres révertantes (fleche) chez une
souris mdx de 12 mois. (Panneau D) Coloration de la matrice extracellulaire (rose) chez une souris
saine de 2 mois. Les souris mdx du méme age présentent une accumulation de collagéne entre les
fibres musculaire, caractéristique de la fibrose (fleche). Les muscles sont abrégés comme suit : TA,
tibial antérieur ; PL, plantaris. Bar d’échelle : 100um.

Alexandra Monceau - Thése de Doctorat - 2021

53



54

INTRODUCTION - Les modéles expérimentaux de la DMD

IV.2.3.Données clinigues et physiologiques

La souris mdx est largement plébiscitée dans les études pré-cliniques car elle
partage, en plus de la perte totale de la dystrophine, de nombreuses caractéristiques
cliniques similaires a celle des patients atteints de DMD, bien qu’elles soient moins
séveres. Ce modele développe notamment une cardiomyopathie dilatée, une cause
majeure de la mortalité chez les malades. Celle-ci est associée a des anomalies
contractiles qui se développe avec I'dge (40-42 semaines) (Quinlan et al., 2004). Ce
modele présente également une insuffisance respiratoire, semblable a la DMD,
provoquée par une détérioration structurelle et fonctionnelle progressive (Ishizaki et
al., 2008). Des altérations cognitives (déficit dans I'apprentissage spatial, troubles de
mémoire, anxiété accrue) ont également été décrites (Comim et al., 2019; Vaillend et
al., 2004).

Au niveau fonctionnel, la souris mdx présente une fragilité musculaire, i.e. qu’il est plus
susceptible d’étre lésé a la suite de contractions excentriques répétées. Cette
caracteristique peut facilement étre évaluée en mesurant la perte immeédiate de force
maximale produite a la suite d’'un petit nombre de contractions excentriques (Figure I-
17) (Head et al., 1992; Sacco et al., 1992). Il est a noter que cette fragilité accrue ne
concerne que les muscles rapides de la souris mdx, pas ceux comportant davantage
de fibres lentes ou intermédiaires. Cette différence n’est toujours pas clairement
expliquée alors que cela fait prés de 30 ans qu’elle a été découverte. La quantité
d’utrophine, de gamma-cyto-actine (Lindsay et al., 2019a) ou de desmine (Ferry et al.,
2020) ainsi que la proportion de fibres exprimant la MHC-2b (Head et al., 1992; Lindsay
et al.,, 2019a) module la fragilité du muscle chez la souris mdx. Cette fragilité est
expliquée par une perte d’excitabilité au fur et a mesures des contractions excentriques
(Baumann et al., 2020; Roy et al., 2016), qui peut étre en partie bloquée par une

thérapie génique visant a exprimer la dystrophine (Roy et al., 2016).
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Figure I- 17 : Représentation d’un décrément de la force observé chez la souris mdx lors de neuf
contractions excentriques a 100H. (En partie adaptée de Faulkner et al., 2007). Chaque pic
correspond a une contraction musculaire. (A) Contraction isométrique. (B) Contraction excentrique. Lf :
Longueur de la fibre, PO : force maximale absolue.

En outre, les muscles de souris mdx ont une force maximal absolue (Po) identique a
celle observée dans le muscle C57BL/10 quel que soit I'age, qui peut étre expliqué par
le fait que le muscle est hypertrophié (voir plus loin). Cependant, la force maximale
spécifique (sPo), i.e. la force maximale rapportée au poids du muscle (ou a la surface
de la section transversale du muscle), est systématiquement inférieure (Coley et al.,
2016; Lynch et al., 2001; Pastoret and Sebille, 1993). Cette diminution de la sPo reflete
probablement la présence croissante de fibres dégénératives et/ou nécrotiques
(Watchko et al., 2002). En effet, si le muscle mdx est indifférenciable de celui des
souris sauvages au cours des 2 premieres semaines, une nécrose se met en place
entre 3 a 6 semaines. Cette phase nécrotique est rapidement compensée par une
régénération intensive des fibres musculaires, a 'origine d’un phénotype musculaire
hypertrophique. En effet, le muscle squelettique des souris mdx a souvent un poids
plus important que celui d’'une souris sauvage (Pastoret and Sebille, 1993; Sacco et

al., 1992). Par ailleurs, il a été observé que les souris mdx présentent une plus grande
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proportion de fibres hypertrophiques (Coley et al., 2016). L'augmentation de la surface
musculaire sans augmentation de la force maximale absolue explique ainsi la
diminution de la sPo. A partir de 12 mois, I'hypertrophie régresse pour aboutir vers 18
mois a une atrophie musculaire importante chez les muscles de souris mdx (Pastoret
and Sebille, 1993).

IV.3. LA SOURIS D2-MDX : UN MODELE SEVERE DE LA DMD
IV.3.1.Introduction

Une nouvelle lignée de souris, la souris DBA/2.B10- Dmd ™ (D2-mdx ), semble
prometteuse afin d’étudier I'efficacité des traitements thérapeutiques de la dystrophie
musculaire de Duchenne. Ce modeéle issu de cing rétrocroisements, possede la méme
mutation non-sens (cytosine en thymine) au niveau de I'exon 23 mais sur le fond

génétique de souris DBA/2.

Les D2-mdx présentent plusieurs aspects de la pathologie identiques a la pathologie
humaines, tels qu'une hausse de la perméabilité du sarcolemme, une augmentation
de la fibrose et de linflammation ainsi qu'une altération des cellules satellites, a

I'origine d’une faible régénération (Coley et al., 2016).

Des polymorphismes, sur les genes de la protéine latente de liaison au TGF- 84
(Ltbp4 ) et l'annexine A6 ( Anxa6 ), semblent étre la cause de l'aggravation des
caractéristiques dystrophiques dans le modele D2-mdx (Heydemann et al., 2009;
Swaggart et al., 2014). En effet, Ltbp4 et Anxa6 alterent ensemble la réparation
musculaire, et seraient a l'origine de I'augmentation du tissu fibreux et de la diminution

de la régénération cellulaire (Gordish-Dressman et al., 2018; Quattrocelli et al., 2017).

Le fond génétigue des souris DBA/2 offre donc de nets avantages par rapport
au modeéle classique, afin d’étudier le phénotype musculaire. Toutefois, il est important
de noter que les DBA/2 de type sauvage ont souvent une fibrose et des calcifications
cardiaques, ce qui peut poser probléme pour étudier la pathologie cardiaque, puisqu’il
devient difficile de différencier ce qui est lié a I'absence de dystrophine, ou causé par

le fond génétique (Gordish-Dressman et al., 2018).
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IV.3.2.Données histopathologiques

La souris D2-mdx se caractérise également par des marqueurs
histopathologiques plus marqués, comparé a la souris mdx (Figure 1-18). En effet, une
plus grande augmentation de tissu fibreux a été observé dans différents muscles dans
ce modele D2-mdx (Fukada et al., 2010; Vohra et al., 2017). Par ailleurs, la fibrose est
plus précoce et plus étendue dans le diaphragme et le tissu cardiaque que chez la
souris mdx (Gordish-Dressman et al., 2018). En outre, la régénération musculaire
amoindrie, a l'origine de l'atrophie, est corrélée au niveau histologique avec une
diminution de fibres musculaires centro-nuclées et de fibres révertantes (Rodrigues et
al., 2016a). Enfin, les souris D2-mdx développent une calcification importante des
muscles squelettiques et du coeur a des degrés divers, mais tend a diminuer avec

lage.

Figure I- 18 : Image représentatives de I’histopathologie musculaire de la souris mdx. (Panneau
A - Images adaptées de Hammers et al., 2020) Marquage H&E (hématoxyline et éosine) chez des souris
mdx et D2-mdx agées de 12 semaines. La souris D2-mdx présente une forte présence de foyers
nécrotiques (fleches). (Panneau B — Images adaptées de Coley et al., 2016) Les souris D2-mdx de 8
semaines présentent des niveaux accrus d'absorption dEBD (Evan Blue Dye), un marqueur des
dommages musculaires (rouge), ainsi que de myh3 (vert), un marqueur de régénération, par rapport
aux souris mdx du méme age. (Panneau C — Images adaptées de Fukada et al., 2010) Les souris D2-
mdx de 8 semaines présentent une accumulation de fibrose (fleche), par rapport & des souris mdx du
méme age. Les muscles sont abrégés comme suit : Gas, gastrocnémien ; TA, tibial antérieur ; Qu,
quadriceps. Bar d’échelle ;: 100um.

Alexandra Monceau - Thése de Doctorat - 2021

S7



58

INTRODUCTION - Les modéles expérimentaux de la DMD

IV.3.3.Données clinigues et physiologiques

Les souris D2-mdx ont un phénotype plus sévere que les souris mdx, du fait de
la présence d’'une atrophie musculaire, causée par une altération des cellules
satellites, provoquant une baisse de la régénération cellulaire (Fukada et al., 2010).
Les muscles squelettiques des membres inférieurs (quadriceps, tibial antérieur,
gastrocnémiens, soléaire et I'extenseur des doigts longs) des souris D2-mdx
présentent une perte musculaire autant chez les souris jeunes (7 semaines) que les
souris agées de 52 semaines, contrairement a la souris mdx dont les muscles sont
hypertrophiés et ne développent qu’une atrophie tardive (Coley et al., 2016; Vohra et
al., 2017). La diminution du nombre de fibres (Fukada et al., 2010), ainsi que la
réduction de la surface transversale des fibres, mis en évidence dans les muscles des
membres inférieurs (Coley et al., 2016; Fukada et al., 2010; Vohra et al., 2017) sont a
I'origine de I'atrophie musculaire observée (Tableau I-1). Pareillement, les souris D2-
mdx ont une masse corporelle nettement inférieure aux souris mdx mais aussi aux
souris controles (DBA/2) (Coley et al., 2016; Fukada et al., 2010; Gordish-Dressman
et al., 2018). Cette perte de masse corporelle s’explique également par une présence
moindre de graisse et une diminution de la masse maigre (Gordish-Dressman et al.,

2018).

Age Effet

(semaines)  (%/mdx)* Référence

Parameétre Muscle

4 55%
6 37%
ammers et al.,
(H t al., 2020)
8 55%
EDL
12 41%
Masse 08 53% (Vohra et al., 2017)
44% (Coley et al., 2016)
TA 28 44% (Vohra et al., 2017)
GAS 28 37.5% (Vohra et al., 2017)
SOL 28 57% (Vohra et al., 2017)
4 43%
47%
(Hammers et al., 2020)
PO EDL 8 50%
12 42%
28 45% (Coley et al., 2016)
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4 98%
6 113%
(Hammers et al., 2020)

sPO EDL 8 96%
12 94%

28 30% (Coley et al., 2016)
EDL 12 50%

Fragilité (Hakim et al., 2017)
TA 12 45%

Tableau |- 1: Données de la littérature sur la masse musculaire et certains parametres
fonctionnels. * Les données sont présentées en pourcentage par rapport au souris, excepté pour la
fragilité ou les données sont rapportées a des souris DBA2/J. Les muscles sont abrégés comme suit :
EDL, long extenseur des orteils ; TA, tibial antérieur ; GAS, gastrocnémien ; SOL, soléaire. PO : force
maximale absolue ; sPO : force maximale absolue.

En outre, au niveau fonctionnel, la souris D2-mdx présente une fragilité musculaire
(Kennedy et al., 2018) encore plus marquée que chez la souris mdx (données de
'équipe non publiées). Contrairement aux souris mdx, qui ne présentent qu’une
diminution de la force spécifique (sP0), les souris D2-mdx montrent une réduction
significative de la sPO mais aussi de la force maximale absolue (P0O) a 28 semaines
(Coley et al., 2016). Des données de la littérature concernant les parametres étudiés

dans cette thése chez la souris D2-mdx sont présentées dans le Tableau I-1.
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V. LES TRAITEMENTS DE LA DMD

V.1. INTRODUCTION

A ce jour, il n’existe pas de traitement curatif pour soigner les patients atteints de
DMD, méme si des essais thérapeutiques visant a restaurer I'expression de la
dystrophine dans le muscle squelettique sont a I'étude depuis des années. La prise en
charge est multidisciplinaire et vise essentiellement a prévenir les complications,
notamment orthopédiques, cardiaques et respiratoires, afin d’améliorer le confort et la
durée de vie des patients. Les glucocorticoides sont les seuls traitements disponibles
pour ralentir le déclin de la force musculaire et de la fonction pulmonaire, prolonger la
capacité du patient a rester mobile et retarder I'apparition de la cardiomyopathie et de
la scoliose (Bushby et al., 2010). Néanmoins, les glucocorticoides engendrent
freguemment une ostéoporose a l'origine de nombreuses fractures chez les garcons
atteints de DMD et ne font guére plus que ralentir modestement la progression de la
pathologie (Larson and Henderson, 2000). En conséquence, d’autres approches
thérapeutiques sont indispensables. Le développement de thérapies géniques pour
traiter directement la cause de la pathologie est en cours. Malheureusement, cette
approche thérapeutique ne sera probablement pas suffisante, pour récupérer un
muscle doué d’'une fonction normale. Ainsi, le développement d’autres thérapies
complémentaires visant a améliorer la fonction musculaire est devenu un enjeu

primordial afin d’'améliorer de facon plus notable les conditions de vie des patients.

V.2. LA THERAPIE GENIQUE POUR RESTAURER LA DYSTROPHINE

V.2.1. Les thérapies en cours de développement

Un certain nombre d’approches précliniques sont développées afin de traiter
directement la cause de la DMD, en restaurant la dystrophine. Ce type de traitement
ciblant le défaut primaire comprends la thérapie cellulaire, I'édition génique, la thérapie
reposant sur la translecture du codon stop, la thérapie génique par transfert de gene
(micro-dystrophine) et enfin la thérapie utilisant le saut d’exon (Cordova et al., 2018),

gue nous utiliserons dans le cadre du travail expérimental de I'axe 2 de cette these.
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V.2.2. La thérapie cellulaire

La thérapie cellulaire repose sur la transplantation de cellules capables de
produire de la dystrophine fonctionnelle chez des patients atteints de DMD. Les
cellules peuvent étre soit des cellules génétiquement non modifiées provenant de
donneurs sains, soit des cellules autologues génétiquement corrigées (Shimizu-
Motohashi et al., 2019). Pour ce faire, plusieurs types de cellules sont considérés
comme candidats, notamment les cellules satellites, les myoblastes ainsi que des
cellules souches. Néanmoins, I'efficacité de la thérapie par cellules souches est faible,
car celles-ci ont une capacité de prolifération limitée dans des conditions de culture et
les cellules souches transplantées ne sont pas absorbées par le muscle squelettique
(Verhaart and Aartsma-Rus, 2019). De plus, bien que l'utilisation de myoblaste ait
permis de restaurer localement la dystrophine chez des patients atteints de DMD,
I'efficacité de ce traitement est également tres faible, car elle nécessite des conditions
de culture optimales pour éviter la différenciation des cellules in vitro pendant le
processus de production, et peut entrainer des effets indésirables graves tels que la
thrombose et l'accident vasculaire cérébral (Verhaart and Aartsma-Rus, 2019). En
outre, ce type de traitement présentent dans certains cas des risques de réactions

immunitaires (Barthélémy and Wein, 2018).

V.2.3. L’édition génique

L'édition génique est une thérapie qui repose sur la technologie CRISPR-Cas9,
qui permet d’induire des cassures d'ADN double brin a des endroits spécifiques du
génome. Cette technique permet de modifier directement le géne DMD mutant pour
permettre la production de la protéine dystrophine. L'édition du génome a été utilisée
avec succes pour restaurer l'expression d'une dystrophine tronquée dans des
myoblastes dérivés de patients, des cellules musculaires dérivées de cellules souches
pluripotentes induites (iPSC) ainsi que chez la souris mdx (Bengtsson et al., 2017;
Long et al., 2014, 2016; Nelson et al., 2016; Tabebordbar et al., 2016).

Un des intéréts majeurs de cette approche et qu’elle permet de supprimer plusieurs
exons a la fois, ce qui permettrait de soigner un grand nombre de mutation.
Néanmoins, a ce jour, pour de grandes délétions, I'édition ne permettrait que la

production de dystrophines plus petites. En outre, bien que I'édition du génome offre
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la possibilité théorique qu'un seul traitement puisse étre efficace, des traitements
répétés pourraient toujours étre nécessaires pour les patients atteints de DMD, car il
y a un risque de diminution progressive des niveaux de dystrophine partiellement
fonctionnelle au fil du temps (Verhaart and Aartsma-Rus, 2019). A cela s’ajoute que la
Cas9 est connu pour induire des ruptures d'ADN a des endroits autres que les sites
cibles, et pourrait produire des modifications permanentes de I'ADN indésirables et
dangereuses. Des études a long terme sur des modéles animaux sont nécessaires

pour élucider la longévité et les risques liés a I'édition du génome dans la DMD.

V.2.4. La translecture des codons stop

La thérapie par translecture du codon stop est une approche applicable aux
patients porteurs de mutations non-sens, c'est-a-dire une mutation ponctuelle qui
transforme un codon d'acide aminé en un codon stop. Ce type de mutation concerne
environ 13% de tous les patients atteints de DMD (Aartsma-Rus et al., 2016). La
particularité des mutations non-sens est qu’elles n’entrainent pas de décalage du
cadre de lecture, cependant l'arrét prématuré de la traduction est a l'origine d’une

dystrophine plus courte et non fonctionnelle.

Certains composeés, comme la gentamicine, ont la capacité de s’associer a ces codons
d'arrét prématurés permettant ainsi de forcer la machinerie traductionnelle a incorporer
un acide aminé dans la protéine plutot que d'arréter la traduction (Malik et al., 2010).
Toutefois, l'utilisation chronique de la gentamicine est interdite en raison d’une toxicité
rénale et d'ototoxicité. Un autre composeé, l'alaturen, a été identifié et présente un
meilleur profil d'innocuité que la gentamicine (Verhaart and Aartsma-Rus, 2019). Ce
traitement a été associé a une amélioration fonctionnelle chez la souris mdx (Welch et
al.,, 2007). Chez 'homme, bien qu’il n’ait permit qu’'une production minime de
dystrophine il semble prolonger la phase ambulatoire des patients jusqu'a 5 ans
(Verhaart and Aartsma-Rus, 2019).

V.2.5. Le transfert de géne de mini- ou micro-dystrophine

Le transfert de géne est un des traitements potentiels pour restaurer la
dystrophine. Il consiste a injecter un transgene codant pour une dystrophine
fonctionnelle via un vecteur viral. Pour ce faire, des virus adéno-associé (AAV) sont

utilisés, car la plupart des sérotypes possédent un tropisme musculaire (Duan, 2018).
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Les virus adéno-associés (AAV) sont de petits virus, d’environ 25 nm, découverts en
1964 par I'équipe d’Atchison dans une préparation d’adénovirus (Atchison et al., 1965).
Ces virus appartiennent au genre Dependoparvovirus, dont les membres nécessitent
un virus auxiliaire pour se répliquer. En I'absence de virus auxiliaire, 'AAV reste en
phase de latence sous forme épisomale ou integre son génome dans certains sites

spécifiques du génome de I'néte (Wu et al., 2006).

Le génome de ’AAV est une molécule d’ADN simple brin linéaire de 4,7 kb de longueur
gui se compose de deux grands cadres de lecture ouverts (ORF, de I'anglais « Open
reading Frame »), qui codent pour les protéines Rep et Cap, et sont entourées de
séquences palindromiques appelées ITR (de I'anglais « Inverted Terminal repeats »).
Les ITR sont les seuls éléments cis nécessaires a la réplication du génome et a son
encapsidation. Le gene rep code 4 protéines non structurelles nécessaires a la
réplication du virus et nommées en fonction de leur poids moléculaire : Rep78, Rep68,
Rep52 et Rep40. Le géne cap, code quant a lui, pour des protéines structurales virales,
VP1, VP2 et VP3, qui donnent a la capside virale sa forme icosaédrique (Wu et al.,
20086).

Tissu Sérotype(s) optimal(s)
Foie AAVS8, AAV9
Muscle squelettique AAV1, AAV7, AAV6, AAVS,
AAV9
SNC AAV5, AAV1, AAV4
Epithélium pigmentaire de la AAV5
rétine
Cellules photoréceptrices AAV5, AAV4
Poumon AAV9
Coeur AAVS
Pancréas AAVS
Rein AAV2

Tableau |- 2 : Efficacité des différents sérotypes AAV dans les principaux tissus. (Issu de Wu et
al., 2006). SNC : systéme nerveux central.
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A ce jour une dizaine de sérotypes d'AAV d'origine humaine et primate ont été
identifiés, chacun avec un profil de transduction et un tropisme spécifique (Tableau I-
2). Dans le muscle squelettique, les sérotypes AAV 1, 6, 7, 8 et 9 ont montré une
transduction efficace dans la plupart des modéles animaux (Muraine et al., 2020).

Cependant, la capacité d'encapsidation maximale d'un vecteur AAV est d’un peu
moins de 5 kb, alors que les transcrits du gene DMD et de I'ARNm de la dystrophine
pleine longueur sont tres grands (2,2 Mb et 14 kb, respectivement). Cette limitation
des AAV ont conduit au développement de genes codant pour des mini- et micro-
dystrophine, qui sont des variantes de la dystrophine plus courtes avec des délétions
internes qui permettent une production d’une protéine partiellement fonctionnelle,
associée a un phénotype de type Becker (Verhaart and Aartsma-Rus, 2019). A ce jour,
plus de 30 configurations difféerentes de micro-dystrophines synthétiques ont été

rapportées (Duan, 2018).

Chez la souris D2-mdx [linjection dun AAV-micro-dystrophine a réduit
considérablement les caractéristiques histopathologiques dans le muscle squelettique,
et a améliorer la fonction musculaire (Hakim et al., 2017). Des résultats similaires ont
eté observé chez la golden retriever (GRMD), le modéle canin de la DMD (Duan,
2018). Chez 'homme, plusieurs essais cliniques sont en cours. Un des essais a
notamment révélé une restauration de la dystrophine dans au moins 80 % des fibres
musculaires, ainsi qu’une amélioration de la fonction musculaire chez les patients

traités (Verhaart and Aartsma-Rus, 2019).

Néanmoins, plusieurs questions et limitations restent en suspens. En effet, bien que
les micro-dystrophines soient fonctionnelles, elles sont 40 % plus courtes que la plus
petite dystrophine naturelle signalée chez un patient atteint de BMD, ce qui interroge
sur l'efficacité de ce traitement chez 'homme (Verhaart and Aartsma-Rus, 2019). Par
ailleurs, les effets positifs de micro-dystrophines chez les modéles animaux ne sont
pas directement transposable a 'homme. Le phénotype de la souris mdx est amoindrit
par rapport a la pathologie humaine et il existe une grande variabilité de symptéomes
dans le modeéle canin. Par conséquent, il est difficile de prédire dans quelle mesure les
micro-dystrophines seront autant fonctionnelles chez I'homme sur la base de données
provenant de modéles animaux (Verhaart and Aartsma-Rus, 2019). En outre, lAAV

est un virus épisomal et, en tant que tel, le renouvellement musculaire entraine la perte
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progressive des transgenes, et par conséquent de l'expression de la micro-
dystrophine, au fil du temps (Verhaart and Aartsma-Rus, 2019). Enfin, une des
grandes limitations de ['utilisation de cette approche thérapeutique est qu’elle
provoque une réponse immunitaire chez les patients, a I'encontre de la capside virale
mais aussi de la micro-dystrophine elle-méme (Mendell et al., 2010). Cependant, des
recherches récentes ont montré des résultats prometteurs d’'un traitement utilisant un
vaccin a ADN amortissant la réponse immunitaire contre la micro-dystrophine ainsi

gue la capside virale (Ho et al., 2018).

V.2.6. Le saut d’exon

V.2.6.1. Administration d’oligonucléotides antisens (AON)

Le saut d'exon est une approche thérapeutique qui permet de corriger le cadre
de lecture perturbé chez les patients atteints de DMD. Une premiére fagcon de faire
consiste a administrer des petits ARN modifiés, appelés oligonucléotides antisens
(AON), qui se lient a une séquence speécifique de lI'exon muté dans le transcrit pré-
ARNmM de la dystrophine, empéchant sa reconnaissance par le spliceosome, ce qui
entraine son élimination lors de I'épissage (Figure 1-19). Comme le cadre de lecture
est maintenu en l'absence de I'exon muté, une dystrophine plus courte mais
fonctionnelle est générée, ce qui convertit le phénotype DMD sévere en un phénotype
DMD plus modéré (BMD) (Shimizu-Motohashi et al., 2019).

’
DMD Saut d’exon
Mutation Mutation
= H { ! == A =
N 1 |

Transcription Transcription

= 2 o S o
AON

Epissage Epissage Exon cible « sauté »
D R e | [N

Traduction Cadre lecture perturbé Traduction Cadre lecture maintenu

— ! Protéine non i — o ;
f - 1 Protéine fonctionnelle
i fonctionnelle 1

Figure I- 19 : Principe du saut d’exon. (Adapté de Verhaart and Aartsma-Rus, 2019). A gauche :
Mécanisme conduisant a la production d’une protéine non fonctionnelle dans la DMD. A droite : Le saut
d’exon permet de restaurer le cadre de lecture dans la DMD et permet ainsi d’obtenir une protéine plus
courte mais fonctionnelle. AON : oligonucléotide antisens.
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Théoriguement, le saut d’exon est applicable a environ 80% des mutations dans la
DMD (Aartsma-Rus et al.,, 2009), ce qui en fait une approche particulierement

intéressante.

Les deux principaux oligonucléotides antisens (AON) développés pour sauter I'exon
51 (13 a 14% de tous les patients atteints de DMD) sont I'eteplirsen (développé par
Sarepta Therapeutics) qui utilise un Oligomére morpholino phosphorodiamidate
(PMO) et le drisapersen (développé par Prosensa), utilise quant a lui le 2'-O-methyl-
phosphorothioate (2'OMePS). Cependant, ces deux traitements n'ont pas été
approuves par ’Agence Européenne de Médecine, car ils n’ont pas montré de bénéfice
fonctionnel suffisant et ont été associés a deux nombreux effets indésirables (réaction

allergique, protéinurie, thrombocytopénie) (Verhaart and Aartsma-Rus, 2019).

Sile développement de nouveaux AONSs plus efficaces et moins toxiques sont toujours
en cours, quelques obstacles majeurs persistent. D’'une part, leur efficacité est
extrémement faible dans le muscle cardiaque. D’autre part, les AONs ont une faible
absorption cellulaire et une clairance dans la circulation sanguine relativement rapide,
ce qui signifie que des administrations répétées sont nécessaires pour obtenir une

certaine efficacité thérapeutique (Goyenvalle et al., 2012).
V.2.6.2. Administration d’AAV-U7-dex23

Dans le travail expérimental de thése (Axe 2), nous nous sommes intéresses, a
une thérapie génique AAV-U7 reposant sur cette stratégie de saut d’exon. Cette
thérapie est particulierement intéressante car elle utilise de petits ARN nucléaires
(snRNA) liés a la séquence antisens qui va cibler le pré-ARNm, ce qui améliore

considérablement I'efficacité du saut d’exon (Goyenvalle et al., 2004a).

Goyenvalle et ses collaborateurs ont modifi€ un U7 snRNA, normalement impliqué
dans la maturation des histones, avec une séquence consensus de liaison Sm dérivée
des principaux snRNP (de I'anglais « small nuclear ribonucleoprotein ») spliceosomale
(SmOPT), afin d’étre redirigé vers le spliceosome et utilisé pour délivrer une séquence
antisens ciblant la mutation de I'exon 23. La séquence antisens utilisée est composée
d’'une séquence de 24 nucléotides, située au niveau du point de ramification

d'épissage dans l'intron 22 (BP22), et d’'une séquence de 20 nucléotides dans l'intron
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23 qui correspond a la région de liaison du snRNP U1l sur le site donneur (SD23)
(Figure 1-20) (Goyenvalle et al., 2004a).

AAV2/1-U7dex23

ITR ITR
U7 promoter U7snRNA
U7-dex23
S SmOPT 9’
 ————————— A
SD23/BP22

GGCCAAACCUCGGCU UACCUAAAUAGAAGUUCAUUUACACUAKC‘

Figure |- 20 : Construction de ’'AAV-U7dex23. (Adapté de Goyenvalle et al., 2004b). Le U7snARN
transformé en U7-dex23 spécifique de I'exon 23 du géne de la dystrophine murine est cloné entre les
deux ITR d’'un vecteur AAV2, encapsidé ensuite dans un vecteur AAV de type 1. Ce U7snARN est
inséré sous le contrble de son propre promoteur et de ses régions 3’ régulatrices, permettant
I'expression d’'un petit ARN modifié U7-dex23.

Chez la souris mdx, 'U7dex23 a permis une expression de la dystrophine dans prées
de 60 a 80% des fibres musculaires (Goyenvalle et al., 2004a; Roy et al., 2016). En
plus d’une trés bonne restauration de la dystrophine plusieurs études ont montré les
effets bénéfiques de cette thérapie génique sur la fonction musculaire des souris mdx
(Tableau 1-3). A notre connaissance, il n’y a pas encore d’études décrivant I'effet de

cette thérapie génique chez la souris D2-mdx.
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Age

Paramétre Muscle ] Effet (%) Référence
(semaines)
6 +14% (Hoogaars et al., 2012)
PO TA
6 +16% (Dumonceaux et al., 2010)
6 +20% (Hoogaars et al., 2012)
sPO TA 6 +14% (Dumonceaux et al., 2010)
12-24 +19% (Roy et al., 2016)

Equivalente &

EDL 6 une souris (Goyenvalle et al., 2004a)
sauvage
Fragilité 12-24 +10% de force (Roy et al., 2016)
TA +190% de force
6 apres 9 (Hoogaars et al., 2012)
contractions

Tableau I- 3 : Données de la littérature sur les effets d’U7dex23 sur la fonction musculaire de
souris mdx. Les données sont présentées en pourcentage de perte ou de gain par rapport & une souris
sédentaire. Les muscles sont abrégés comme suit : EDL, long extenseur des orteils ; TA, tibial antérieur.
PO : force maximale absolue ; sPO : force maximale absolue.

V.3. LES TRAITEMENTS POUR DIMINUER LES SYMPTOMES CLINIQUES

V.3.1. Les principaux traitements symptomatigues a I'étude

Un certain nombre de stratégies pharmacologiques et géniques sont
développées afin d’améliorer les symptomes de la DMD. Ces traitements ont pour
objectif de diminuer l'inflammation, améliorer 'homéostasie calcique, réguler a la
hausse les protéines compensatrices telle que I'utrophine, augmenter la prolifération
ou I'engagement de progéniteurs musculaires, diminuer la fiborose. Une partie de ces
traitements en essais cliniques sont décrits ci-dessous (Tableau 1-4). Les stratégies
pharmacologiques offrent l'avantage d'étre faciles a appliquer par voie systémique et
de contourner bon nombre des problemes immunologiques et/ou de toxicité liés aux
vecteurs AAV (Khurana and Davies, 2003).
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Composé Mécanisme d'action Phase d'essai
Fibrose
Coenzyme Q10 Accepteur d elec:[rons pour NADH et Phase I/l
succinate déshydrogénase
. Inhibiteur de la chaine a1(l) du collagéne et .
Halofuginone de la MMP2 Phase I/1l (terminée)
Tamoxiféne Modulateur des récepteurs aux cestrogénes Phase 1l
Pamrevlumab Anticorps anti-CTGF Phase I
Fibrose et régénération
Givinostat Inhibiteur de I'histone désacétylase Phase I/l
Inflammation
Prednisone, prednisolone et Immunosuppresseurs Phase IlI
déflazacort (corticostéroides) PP
Vamorolone Inhibiteur de NF-kB Phase ”,Et phase Ill
(prévues)
Edasalonexent Inhibiteur de NF-kB Phase Il
Cosyntropine Activateur ges récepteurs de la Phase ||
mélanocortine
Flavocoxyde Inhibiteur de NF-«kB Phase |
TAS-205 Inhibiteur hemqtopmethue de la Phase Ila
prostaglandine D synthase

Croissance et régénération musculaire

Domagrozumab Anticorps ciblé sur la myostatine

Phase Il (terminée)
Talditercept alfa

Adnectine anti-myostatine

Phase I/l
rAAV1.CMV.huFollistatine344 Inhibiteur de la myostatine Phase I/l
Homéostasie calcique

Idébénone Antioxydant Phase Il
Riméporide Inhibiteur de I'échangeur sodium-hydrogéne 1 Phase |
Régulation positive de I'utrophine
rAAVrh74.MCK. GALGT2 GALGT2 surexpression Phase I/l

Ezutromid Modulation de I'utrophine Phase Il (terminée)
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Tableau I- 4: Traitements secondaires de la myopathie de Duchenne visant a améliorer les
symptémes musculaires. (Adapté de Verhaart and Aartsma-Rus, 2019). CTGF, facteur de croissance
du tissu conjonctif ; GALGT2, | géne codant pour la 1,4 N- acétylgalactosaminyltransférase 2 ; MMP2,
métalloprotéinase matricielle 2 ; NF-kB, facteur nucléaire-kB.

Une approche thérapeutique trés importante, testée au stade préclinique, vise a
réguler a la hausse l'utrophine dans le muscle dystrophique. En effet, I'utrophine a 80
% d'homologie avec la dystrophine (Deconinck et al., 1997). La présence d’utrophine
est beaucoup plus élevée dans les muscles a contraction lente que dans les muscles
a contraction rapide, dans les muscles sains (Chakkalakal et al., 2004). L’idée sur
laguelle se base cette approche thérapeutique est que I'utrophine aurait la capacité de
compenser fonctionnellement la dystrophine (Tableau 1-4). D’ailleurs, la surexpression
constitutive d’'une utrophine tronquée chez des souris mdx a amélioré
considérablement les caractéristiques dystrophiques, dont la résistance mécanique et
la stabilité du sarcolemme (Deconinck et al., 1997). Plus récemment, en 2018,
Kennedy et al., ont montré qu’une thérapie génique visant a surexprimer la micro-
utrophine pouvait atténuer la pathologie du muscle squelettique et cardiaque chez les

souris D2-mdx.

V.3.2. Traitements visant & promouvoir des fibres plus lentes et plus oxydatives

V.3.2.1. Introduction

Ces dernieres années, l'activation de voies de signalisation favorisant un
phénotype musculaire plus lent et/ou oxydatif, est une stratégie pré-clinique qui a été
tres étudiée. En effet, plusieurs études indiquent que l'activation de voies de
signalisation favorisant des fibres plus lentes et/ou plus oxydatives atténue certaines
des caractéristiques dystrophiques du muscle mdx. Parmi elles, on retrouve les voies
de signalisation impliquant TAMPK (Al-Rewashdy et al., 2015; Ljubicic et al., 2011),
ERRy (Matsakas et al., 2013), IGF1 (Gehrig et al., 2010), SIRT1 (Chalkiadaki et al.,
2014), PGC1 (Selsby et al., 2012) et calcineurine/NFAT (Chakkalakal et al., 2004;
Stupka et al., 2006).

Dans cette these, nous nous sommes intéressés au transfert du gene Prox1l sensé
activer la voie calcineurine. En effet, bien qu’elle puisse aggraver la faiblesse

musculaire, I'activation génétique de cette voie diminue la fragilité du muscle de la
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souris mdx (Stupka et al., 2006) et semble donc particuliérement intéressante pour
stopper la progression de la DMD.

V.3.2.2. La voie calcineurine et la spécialisation des types de fibres dans

le muscle squelettique

La signalisation de la calcineurine a été caractérisée pour la premiére fois dans
le systéme immunitaire (Flanagan et al., 1991; Mattila et al., 1990). Depuis, il est connu
gue cette voie est impliquée dans le processus de développement de nombreux
systemes (musculaire, cardiaque, immunitaire etc...) (Olson and Williams, 2000). La
calcineurine est une sérine/thréonine phosphatase dépendante du calcium, également
connue sous le nom de protéine phosphatase 2B (PP2B). Il s'agit d'un hétérodimére
composé d'une sous-unité catalytique et de liaison a la calmoduline de 58 a 64 kDa,
la calcineurine A (CnA), et d'une sous-unité regulatrice de liaison au Ca 2+ del9 kDa ,
la calcineurine B (CnB) (Dupont-Versteegden et al., 2002). Elle forme un complexe
avec la calmoduline, une protéine de liaison du calcium. Les principaux substrats de
I'activité de la calcineurine phosphatase comprennent la plupart des membres de la
famille des facteurs nucléaires des lymphocytes T actives (NFAT) ; une famille de
facteurs de transcription jouant un réle central dans la réponse immunitaire. 1l existe
quatre membres de la famille NFAT sensibles au Ca?* : NFATcl, NFATc2, NFATc3 et
NFATc4 (Rao et al., 1997). Dans des conditions basales, les NFAT sont localisés dans
le cytoplasme a I'état phosphorylé. Lors d’'une augmentation du calcium intra-cellulaire,
la liaison du calcium au complexe calmoduline-calcineurine stimule ['activité
phosphatase de la calcineurine, et déphosphoryle les NFAT, favorisant leur
translocation dans le noyau, ou ils se lient a une séquence d'’ADN consensus et
stimulent la transcription de leurs genes cibles (Figure I-22) (Rao et al., 1997).
Plusieurs études ont mis en évidence que parmi ces genes cibles se trouvent les genes
contrélant la spécialisation des fibres. En effet, une étude a montré, que I'expression
d’'une forme activée de la calcineurine dans des cellules en cultures C2C12 entraine
I'activation du promoteur de plusieurs géenes codant pour des protéines contractiles de
types lentes comme la troponine 1 (Delling et al., 2000). En outre, une l'injection de
cyclosporine A (Csa), un inhibiteur de la calcineurine, a entrainé un remodelage
musculaire prononcé vers des fibres de types rapides dans les muscles soléaires de

rats (Chin et al., 1998a). Notre équipe a également montré que I'administration de Csa
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bloquait le programme contractile lent induit par I'exercice physique chronique

volontaire chez des souris mdx (Delacroix et al., 2018).

-
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Figure |- 21 : Schéma de la voie calcineurine/NFAT. (Adapté de phymedexp.edu.umontpellier.fr).
NFAT : facteur nucléaire des lymphocytes T activés ; P : phosphate.

V.3.2.3. Prox1 : un activateur de la voie calcineurine/NFAT

Dans I'axe 2 de cette thése, nous avons voulu surexprimer le facteur Prospero-
homéobox 1 (Prox1l) dans le muscle d'un modéele murin de DMD. Ce facteur de
transcription hautement conserveé chez les vertébrés est essentiel au développement
de nombreux organes. En effet, les souris déficientes en Proxl meurent avant la
naissance en raison de multiples défauts de développement (Wigle and Oliver, 1999).
Récemment, plusieurs études ont mis en évidence que Proxl était impliqué dans
I'activation de la voie NFAT/calcineurine et dans la spécialisation des types de fibres
(Kivela et al., 2016; Petchey et al., 2014; Roy et al., 2001). Chez le poisson zébre, le
gene U-boot (Ubo), qui régule les voies de différenciation lentes et rapides des fibres,
active Prox1 dans les myoblastes lents. De plus, une étude de Kivela et al., a révélé
gue Prox1 est plus exprimé dans les fibres lentes et que la surexpression de Prox1 a
régulé a la baisse les genes contractiles rapides ( Myh2 et Myh4), alors qu’il a
inversement régulé a la hausse la transcription de génes contractiles lents tels que
Myh7, Myhl et Tnnll. En outre, dans cette derniére étude, les auteurs ont mis en
évidence Prox1 était un facteur de transcription essentiel requis pour la différenciation

des myoblastes via une interaction bidirectionnelle avec Notchl.
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VI. L’EXERCICE PHYSIQUE DANS LA DMD

VI.1. VERS UNE PRESCRIPTION DE L’EXERCICE PHYSIQUE CHEZ LES
PATIENTS ATTEINTS DE DMD ?

A I'neure actuelle, il n'existe pas encore de thérapies pour soigner de facon
satisfaisante les patients atteint de dystrophie musculaire de Duchenne. Comme nous
'avons vu précédemment, la prise en charge des patients repose essentiellement sur
un traitement symptomatique dans lequel la physiothérapie tient une place importante
(Ansved, 2001). L’exercice physique étant connu pour améliorer la fonction musculaire
chez des individus en bonne santé, il semble étre une alternative thérapeutique non
invasive intéressante afin d’améliorer, maintenir ou retarder le déclin fonctionnel du
muscle dystrophique (Call et al., 2010). Par ailleurs, I'exercice est aussi connu pour
contrecarrer bon nombre des effets négatifs associés a la DMD (comme la dépression,
'anxiété, I'obésité...) chez des individus sains (Spaulding and Selsby, 2018). En outre,
il améliore également la fonction cardiorespiratoire et augmente la masse musculaire
chez les personnes en bonne santé, offrant ainsi le potentiel de combattre deux

problemes majeurs rencontrés par les patients DMD (Spaulding and Selsby, 2018).

Malheureusement, il y a encore trés peu d'essais randomisés ou controlés chez les
patients atteints de DMD et les populations de patients sont souvent hétérogenes
(Eagle, 2002). D’aprés une méta-analyse de Gianola et al., en 2013, seulement cinq
essais cliniques ont essayé de déterminer si 'exercice physique chronique améliorait
la force musculaire chez des patients DMD. Bien que les résultats de leur méta-
analyse ne montrent pas de différences significatives de force musculaire et
d’endurance entre les patients exercés et sédentaires, I'ensemble des études
semblent rapporter une tendance pour des effets bénéfiques de I'exercice physique.
Néanmoins, I'exercice apparait avoir peu ou pas d’effets chez les enfants ayant déja
perdu la marche (Eagle, 2002), hormis pour les exercices inspiratoires qui semblent
permettre d’améliorer efficacement la fonction respiratoires des patients (Aldrich and
Uhrlass, 1987). En outre, le muscle dystrophique apparait capable de s’adapter a
I'exercice, avec l'apparition de fibres de types lentes lors d’exercices physiques
chroniques (Eagle, 2002), suggérant la possibilité d’utiliser 'exercice pour améliorer

les capacités fonctionnels des muscles de patients DMD.
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Si la prescription d’exercice physique pour la DMD reste encore difficile, c’est car de
nombreuses incertitudes demeurent sur le choix du type, de la fréquence et de
l'intensité de I'exercice pour ne pas endommager davantage le muscle. En effet, la
grande de crainte est que I'exercice physique engendre un stress mécanique excessif
pour le muscle, entrainant des Iésions supplémentaires du muscle dystrophique,
particulierement lors de contractions excentriques. Cette conviction, largement
répandue, est basée sur des études chez la souris mdx, montrant une nécrose et une
dégénérescence musculaire exacerbées suite a une séance de contractions
excentriques (Mokhtarian et al., 1995; Petrof, 1998; Weller et al., 1990). Ces effets
aigus de I'exercice sont également observables chez des sujets sains, mais dans une
moindre mesure a contractions égales. Ces dommages musculaires induits plus
facilement par une seule séance de contractions témoigne de la fragilité des muscles
des souris mdx. Néanmoins, depuis plusieurs années des études démontrant les effets
bénéfiques de I'exercice chronique sur le systeme locomoteur se multiplient chez des
modeéles murins de DMD (Delacroix et al., 2018; Dupont-Versteegden et al., 1994,
Ferry et al., 2015a; Hyzewicz et al., 2015; Joanne et al., 2012; Lindsay et al., 2019a).
Elles mettent en évidence que I'exercice physique chronique, sous différentes formes,
induit non seulement des adaptions bénéfiques améliorant les performances
musculaires, mais permet aussi de protéger le muscle dystrophique du stress
mécanique lors de contractions intenses. Etudier et disséquer, en pré-clinique, les
effets des différentes modalités d’exercice sur la fonction musculaire, mais également
les autres fonctions (cardio-respiratoire et cognitive) est donc aujourd’hui un enjeu

majeur pour ameliorer la prise en charge thérapeutique des patients.
VI.2. LES DIFFERENTS MODELES ANIMAUX D’EXERCICE CHRONIQUES

VI.2.1.Introduction

Il existe de nombreux protocoles d’exercice qui peuvent étre utilisés en préclinique
afin de déterminer les effets de I'exercice ou encore pour aggraver le phénotype du
muscle dystrophique chez la souris. Chacun d’eux varie en termes de type d’exercice
(volontaire ou forcé, par exemple), de muscles recrutés par I'exercice, de fréquence

de séances d’exercice et d’intensité des contractions musculaires.
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Plusieurs revues (Hyzewicz et al., 2015; Spaulding and Selsby, 2018) reviennent plus
en détail sur les effets des différentes modalités d’exercices décrites ici sur les
systemes locomoteur et cardio-respiratoire. Ci-dessous sont décrits seulement les
effets des principaux types d’exercices chroniques dans les modéles murins de DMD

retrouvés dans la littérature.

VI.2.2.La course volontaire

Ce type d’exercice est considéré comme un exercice
d’endurance de faible intensité, ce qui n’est pas aussi clair que
cela car la souris peut étre amenée a réaliser des « sprints »
de courte durée. L’exercice de course volontaire consiste a
laisser une roue a disposition dans la cage de la souris afin

gu’elle puisse courir quand elle le souhaite. Cette modalité

Figure |- 22: Photo d'exercice est particulierement intéressante pour réaliser un
d’'une cage avec roue  entrainement » adapté a la souris, qui peut s'arréter quand
d’activité. (Issu de bio-
equip.com) elle le souhaite. En effet, il n'est pas facile chez la souris de
prescrire une intensité et une durée d’exercice adaptées aux
capacités physiques de I'animal, dans la mesure ou ces derniéres ne sont pas
évaluées comme on le fait classiquement chez ’lhomme (mesure de la consommation
maximale d’oxygéne...). Les effets bénéfiques de la course volontaire sont décrits
dans la suite de ce chapitre (Cf. VI.3.1.1) car c’est un modéle d’exercice chronique

dont nous allons étudier les effets (axes 1 et 2).
VI.2.3.La natation

La natation est aussi un exercice d’endurance. Toutefois, il est difficile d’évaluer
le niveau d’intensité et de stress engendré lors d’un tel exercice pour la souris. Bien
que la natation permette d’améliorer la fonction musculaire des membres postérieurs
chez la souris mdx, de nombreux dommages musculaires ont été constaté seulement
apres une séance de 20 minutes (Spaulding and Selsby, 2018), ce qui suggere la
difficulté d’établir des protocoles de natation adaptés, sans évaluation préalable des

capacités physiques de 'animal.
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VI.2.4.Le tapis roulant et le rotarod

Contrairement a la course volontaire sur roue, la course sur tapis roulant et la
course rotative sont des exercices forcés. Les effets bénéfiques ou délétéres de ce
type d’exercice chronique dépendraient de la fréquence et de I'intensité des séances
d’exercices imposées par I'expérimentateur. Une majorité d’études ont rapporté des
effets néfastes sur la fonction musculaire et I'histopathologie des membres postérieurs
avec cette modalité d’exercice lorsqu’il est réalisé avec le protocole standardisé
TREAT-NMD (12m/min lors de séance de 30min 2 a 3 fois par semaine, pendant
plusieurs semaines) (Hyzewicz et al., 2015; Spaulding and Selsby, 2018). D’ailleurs,
c’était 'idée méme de ce protocole TREAT-NMD recommandé pendant des années
par la communauté scientifique pour empirer le phénotype modéré de la souris mdx.
Toutefois, il existe aussi plusieurs études qui ont signalé que ce protocole de course
forcée chronique sur tapis roulant ne réduisait pas la force maximale dans les muscles
des membres postérieurs (Capogrosso et al., 2017; Gordon et al., 2014; Hovhannisyan
etal., 2019; Kosir et al., 2015). En outre, une étude récente sur la souris D2-mdx a mis
en évidence que l'exercice sur tapis de faible et moyenne intensité améliorait la
fonction des muscles postérieurs des souris sans exacerber les dommages

musculaires (Zelikovich et al., 2019).

VI1.2.5.La surcharge mécanique ou « overload » (OVL)

La surcharge mécanique ou « overload» (OVL) est un modéle non
physiologique, largement utilisé depuis des décennies (Binkhorst and 't Hof MA van,
1973; Booth and Thomason, 1991; Michel et al., 1989; Roy and Edgerton, 1995), qui
permet de reproduire un exercice de résistance chroniqgue mimant un entrainement de
musculation ou en force-vitesse. L’OVL consiste a retirer une partie des muscles des
pattes postérieurs (souvent les muscles gastrocnemiens et le soleaire) et a ne laisser
gu’un seul muscle de la loge postérieure de la jambe afin qu’il soit le seul a travailler
(souvent le muscle plantaire) (Figure I-24). Ce modéle d’exercice supra-physiologique
oblige le muscle restant a travailler intensément et a s’hypertrophier pour compenser
la perte des autres muscles. Il est trés utilisé car il est plus que difficile de demander a
une souris de soulever une charge avec les membres inférieurs, comme on pourrait le
demander a un sujet humain (qui réalise des squats avec une barre chargée sur les

épaules). Il existe a ce jour trés peu d’études qui se sont intéressées aux bienfaits d’un
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tel exercice chez des modéles murins de DMD, ceux-ci sont décrits dans la suite de
ce chapitre (Cf. VI1.3.1.2) car c’est un modéle d’exercice chronique dont nous allons

étudier les effets (axe 3).

ANTERIEUR ANTERIEUR

POSTERIEUR POSTERIEUR

Figure I- 23 : Schéma représentatif d’'une surcharge mécanique. Les muscles d’'intérét sont abrégés
comme suit: PL, plantaris; GAS m, gastrocnémien médial ; GAS |, gastrocnémien latéral ; SOL,
soléaire.

VI.2.6.L électrostimulation

L’électrostimulation est une autre technique pour mimer un exercice de
résistance chronique. Les contractions isométriques génerent une force sans
modification de la longueur du muscle. Dans le muscle dystrophique de la souris mdx,
il a été décrit que les contractions isométriqgues hypertrophient le muscle, réduit la
fibrose et améliore la force maximale, sans engendrer aucun dommages musculaire
(Lindsay et al., 2019a).

VI.3. EFFET DE LA COURSE VOLONTAIRE ET DE LA SURCHARGE
MECANIQUE SUR LE MUSCLE STRIE SQUELETTIQUE

VI1.3.1.Les bienfaits de I'exercice physique chronigue chez la souris mdx

VI.3.1.1. Effets de la course volontaire

Bien que les souris mdx courent volontairement moins que des souris C57

contréles (5,5km vs 7,5km par jour) (Hayes and Williams, 1996; Landisch et al., 2008),
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'exercice de course volontaire montre des effets bénéfiques sur les muscles
squelettiques des membres postérieurs, quel que soit 'dge de la souris, et le temps
de l'entrainement (Spaulding and Selsby, 2018). Chez une souris saine, cet
entrainement de faible intensité n’apporte que peu ou pas d’effet sur la fonction
musculaire (Delacroix et al., 2018; Hourdé et al., 2013), méme si le muscle semble
parfois s’adapter a I'exercice avec un changement de fibres exprimant la MHC-2b au
profit de fibres exprimant la MHC-2a et une augmentation de sa capacité oxydative
mitochondriale (Landisch et al., 2008). A contrario, plusieurs études révélent une
amélioration significative de la fonction musculaire chez la souris mdx a la suite d’'un
exercice de course volontaire (Tableau 1-5). La fragilité, i.e. la chute de force lors de
contractions excentriques répétées, a diminué ou ne s’est pas aggravée dans les
muscles soléaire, TA et EDL de souris jeunes et adultes (Call et al., 2010; Delacroix et
al., 2018; Ferry et al., 2015b; Hourdé et al., 2013). En outre, la force maximale absolue
et spécifigue des membres postérieurs augmentent (Call et al., 2010; Ferry et al.,
2015b; Selsby et al., 2013) ou restent inchangées (Delacroix et al., 2018; Ferry et al.,
2015b; Hourdé et al., 2013) et une Iégére hypertrophie semble apparaitre (Call et al.,
2008, 2010; Carter et al., 1995; Ferry et al., 2015b; Hourdé et al., 2013). Il en est de
méme pour la résistance a la fatigue, qui est augmentée de prés de moitié dans le TA
et 'EDL de jeunes souris de 4 semaines (Hayes and Williams, 1996; Hourdé et al.,
2013).

Parameétre Muscle Age (mois) Protqcole Effet (%) Références
(semaines)
2-4 1 -20% (Delacroix et al., 2018)
TA 5 4 -48% (Hourdé et al., 2013)
Fragilité 7 12 = (Ferry et al., 2015b)
EDL 2-4 1 -10% (Delacroix et al., 2018)
SOL 1 12 = (Call et al., 2010)
2-4 1 = (Delacroix et al., 2018)
TA 5 4 +20% (Hourdé et al., 2013)
7 12 = (Ferry et al., 2015hb)
2-4 1 = (Delacroix et al., 2018)
PO EDL
14 48 = (Selsby et al., 2013)
SOL 14 48 +36% (Selsby et al., 2013)
PL 1 12 +12% (Baltgalvis et al., 2012)
M.A 1 12 +22% (Call et al., 2010)
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2-4 1 = (Delacroix et al., 2018)
SPO TA 5 4 = (Hourdé et al., 2013)
7 12 +20% (Ferry et al., 2015b)
SOL 1 12 +26% (Call et al., 2010)
TA 5 4 +48% (Hourdé et al., 2013)
Aatatgue eop 4 16 s
6 48 -9% (Wineinger et al., 1998)
1 12 +15% (Call et al., 2010)
2-4 1 = (Delacroix et al., 2018)
TA 5 4 +9% (Hourdé et al., 2013)
7 12 +20% (Ferry et al., 2015b)
Masse 14 48 -10% (Selsby et al., 2013)
EDL 1 2,5 +14% (Call et al., 2008)
14 48 -10% (Selshy et al., 2013)
SoL 1 12 +23% (Call et al., 2010)
GAS 1 2,5 +15% (Call et al., 2008)
QUA 14 48 -10% (Selshy et al., 2013)

Tableau I- 5: Données de la littérature sur les effets de la course volontaire sur la fonction et la
masse musculaire de souris mdx. Les données sont présentées en pourcentage de perte ou de gain
par rapport a une souris sédentaire. Les muscles sont abrégés comme suit : EDL, long extenseur des
orteils ; TA, tibial antérieur ; GAS, gastrocnémien ; SOL, soléaire ; QUA, quadriceps ; M.A, muscles des
pattes antérieures. PO : force maximale absolue ; sPO : force maximale absolue.

Comme pour le muscle sain, le muscle de la souris mdx est capable de s’adapter et
présente un changement dans la répartition des types de fibres, avec une diminution
des fibres exprimant la MHC-2b et davantage de fibres exprimant la MHC-2a dans
'EDL (Landisch et al., 2008) et le soléaire (Hayes and Williams, 1996). Ce profil de
fibres plus lente/oxydatif semble associé a une hausse de l'activité mitochondriale. En
effet, une augmentation de la B-oxydation a été rapportée dans les quadriceps des
souris mdx apres une course volontaire de 20 jours (Call et al., 2008). En outre, les
effets de ce type d’exercice sur la taille des fibres restent contradictoires Landisch et
al., ont observé une réduction du nombre de fibres hypertrophiques dans les muscles
soléaire et EDL, alors qu’une autre étude indique une augmentation de la CSA des
fibres du soléaire de 20% (Selsby et al., 2013).
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Par ailleurs, la course volontaire ne parait pas affecter la dégénérescence/régénération
des fibres. Les fibres musculaires du soléaire ou de 'EDL de souris mdx qui ont couru
ne sont pas plus nombreuses a présenter des noyaux centraux que celles des souris
sédentaires (Landisch et al., 2008), ce qui suggére qu’il 'y a pas eu de dommages
musculaires induits par I'exercice. En revanche, I'impact de la course volontaire sur la
fibrose, autre marqueur utilisé pour évaluer les dommages musculaires, n’est pas
encore clair. Il a été montré que la course n’avait pas d’effet sur la fibrose dans les TA
de souris adultes (Hourdé et al., 2013) mais que celle-ci augmentait dans les muscles
érecteurs du rachis chez des jeunes souris (10 & 12 semaines) (Brereton et al., 2012).

VI.3.1.2. Effetde I'OVL

La faiblesse musculaire étant généralement le probleme majeur chez les
patients atteints de DMD, I'emploi de la musculation pour contrer la perte de tissu

musculaire ainsi que la perte de force, semble étre une piste intéressante.

Chez la souris, I'exercice de résistance chronique est connu pour augmenter
considérablement la force maximale absolue dans le muscle sain, notamment en
réponse a une surcharge mécanique (OVL) (Ferry et al., 2015a; Joanne et al., 2012)
qui permet de mimer un entrainement de musculation. Ce gain de force est expliqué
par une hypertrophie des fibres qui implique les cellules satellites (Fukada et al., 2020).
Cependant, il existe peu d’études qui se sont intéressées a l'effet de I'exercice de
haute intensité et encore moins au modéle de surcharge mécanique dans des modeles
expérimentaux de DMD (Tableau 1-6). Une des grandes craintes de ce modele est
qu’il exacerbe les dommages musculaires du fait de la fragilité des muscles des souris
mdx. Cependant, les résultats obtenus aprés un OVL de 1 a 6 mois indiquent, au
contraire, une baisse de la fragilité musculaire, avec 5 a 10% de force supplémentaire
du plantaris ayant subi 'OVL (Ferry et al., 2015a), ainsi qu’une augmentation de la
résistance a la fatigue aprés OVL du plantaris et de 'EDL (Dick and Vrbova, 1993;
Joanne et al., 2012). De la méme maniére, la force maximale absolue du plantaris a
augmenté de pres de moitié (Ferry et al., 2015a; Joanne et al.,, 2012) ou n’a pas
changée chez 'EDL de jeunes souris mdx aprés OVL (Dick and Vrbova, 1993). La
force maximale spécifique est restée, quant a elle, inchangée (Ferry et al., 2015a;

Joanne et al., 2012), alors qu’elle a largement augmenté dans le muscle sain (Dick
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and Vrbov4, 1993; Joanne et al., 2012). De plus, la masse du plantaris a augmenté de
prés d’'un tiers aprés 1 ou 6 mois d’'OVL (Ferry et al., 2015a; Joanne et al., 2012).

Parameétre Muscle Age (mois) Pr(crnr;tgicso)le Effet (%) Références
Fragilité - 3 1 -10% (Ferry et al., 2015a)
3 6 -5% (Ferry et al., 2015a)
3 1 +60% (Ferry et al., 2015a)
PO PL 5 15 +40% (Joanne et al., 2012)
3 6 +50% (Ferry et al., 2015a)
3 1 = (Ferry et al., 2015a)
sPO PL 5 15 = (Joanne et al., 2012)
3 6 = (Ferry et al., 2015a)
2?:'?;3332 PL 5 15 +36% (Joanne et al., 2012)
1 +40% (Ferry et al., 2015a)
Masse PL 5 15 +24% (Joanne et al., 2012)
3 6 +30% (Ferry et al., 2015a)

Tableau |- 6 : : Données de la littérature sur les effets de I'OVL sur la fonction et la masse
musculaire de souris mdx. Les données sont présentées en pourcentage de perte ou de gain par
rapport a une souris non OVL. PL : plantaris. PO : force maximale absolue ; sPO : force maximale
absolue.

L’hypertrophie musculaire s’explique au niveau histologique principalement par une
augmentation du nombre de fibres (Ferry et al., 2015a; Joanne et al., 2012). L’impact
de la taille des fibres sur 'augmentation de la masse semble dépendre de la durée de
'OVL, en effet, il a été rapporté que la taille des fibres ne changeait pas ou diminuait
aprés 1 ou 2 mois d’OVL, mais augmentait en revanche au bout de 6 mois (Ferry et
al., 2015a). Par ailleurs, tout comme I'exercice de course volontaire, il a été montré
que I'OVL induisait une adaptation du type de fibres avec une réduction de fibres
exprimant la MHC-2b au profit de fibres exprimant la MHC-2a ainsi qu’une

augmentation du métabolisme oxydatif (Ferry et al., 2015a).

Enfin, les effets de ce type d’exercice sur les marqueurs de dommages musculaires
semblent étre plutot bénéfiques. Une réduction des noyaux centraux a été observée
aprés 1 mois d’OVL, suggérant que I'entrainement de résistance a court terme a des

effets protecteurs, bien que la régénération ait légerement augmenté apres une
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surcharge a long-terme, et la fibrose est restée stable quel que soit le temps de
I'exercice (Ferry et al., 2015a) ou a un peu augmenté dans une autre étude (Joanne
et al., 2012).

VI.3.2.Les bienfaits de I'exercice physique chronique chez la souris D2-mdx

Contrairement a la souris mdx, I'effet de I'exercice physique chronique n’a
pratiquement pas été étudié dans ce modeéle sévére de la DMD. A ce jour, il n’existe
qu'une étude publiée en 2019 de Zelikovitch et al., qui s’est intéressée a l'effet

d’exercice de faible et de moyenne intensité sur tapis roulant chez la D2-mdx.

Les résultats de cette étude de Zelikovitch et al., indiquent des effets bénéfiques de
I'exercice chronique. En effet, la course chronique modérée sur tapis roulant pendant
6 mois a permis d’augmenter la force maximale absolue du TA de 84%, d’améliorer la
force maximale spécifique, et d'augmenter également la résistance a la fatigue lors du
protocole d’exercice de faible intensité. En outre, méme dans un modéle drastique de
la pathologie, I'exercice ne semble pas causer davantage de dommages musculaires,
la fibrose n'ayant pas augmenté, a la suite des protocoles d’entrainement de faible ou
moyenne intensité. A noter, Zelikovitch et al., ont aussi étudié la fonction pulmonaire
et la fonction cardiaque, et ont noté une amélioration de la capacité ventilatoire et un
déclin cardiaque atténué aprés exercice. Ainsi, I'exercice physique ne semble pas
préjudiciable chez la souris D2-mdx et serait méme bénéfique, bien que d’autres

études soient nécessaires pour confirmer ces résultats.

Alexandra Monceau - Thése de Doctorat - 2021



INTRODUCTION - Objectifs expérimentaux

VIl.  OBJECTIFS EXPERIMENTAUX

L’objectif général de cette thése consistait a étudier I'effet de I'exercice physique
chronique d’endurance et de résistance, combiné ou non a une thérapie génique visant
a restaurer la dystrophine ou améliorer les symptémes musculaires, dans une étude
préclinique. Ceci, notamment, afin de déterminer si I'exercice chronique pouvait avoir
un effet additif ou potentialiser les effets bénéfiques d’'une thérapie génique, en utilisant
des modéles murins plus ou moins séveres de DMD. Notre attention s’est focalisée
sur la fonction musculaire du muscle dystrophique, notamment sa production de force
maximale lors d’'une contraction isométrique. Nous avons complété I'étude de la

fonction musculaire par I'évaluation de marqueurs cellulaires et moléculaires.

Dans un premier axe (Axe 1), nous nous sommes donc intéressés au facteur de
transcription Prox1, qui permet de stimuler la voie calcineurine afin d’engendrer un
remodelage musculaire vers des fibres contractiles plus lentes, pour améliorer la
fonction musculaire de souris mdx. En effet, les fibres plus lentes sont décrites comme
étant moins atteintes dans les modeles expérimentaux de DMD. Plus précisément,
nous avons voulu regarder l'effet d’'un exercice physique chronique d’endurance
lorsqu'il est associé a ce traitement symptomatique, et voir s’il permettait de mieux
restaurer la fonction musculaire de souris mdx. Pour ce faire, nous avons surexprimeé
Prox1 dans le muscle a 'aide d’un transfert de gene via un vecteur viral, puis les souris
ont réalisé une course volontaire dans une roue pendant 1 mois. Nous avons ainsi eu
'occasion de montrer que la combinaison de I'exercice chronique d’endurance a la
surexpression de Prox1 permettait de diminuer la fragilité dans un modéle murin peu
sévere de DMD et avait donc le potentiel d’arréter la progression de la DMD, ce qui

n’est pas le cas avec une approche symptomatique seule par thérapie génique.

Dans un deuxieme axe (Axe 2), nous nous sommes cette fois intéressés a 'effet
de l'exercice physique chronique d’endurance (course volontaire dans une roue
pendant 1 mois) lorsqu’il est combiné a une thérapie génique visant a restaurer
I'expression de la dystrophine en utilisant la thérapie AAV-U7dex23 chez la souris D2-
mdx. A la suite de cette étude, nous avons mis en évidence que I'exercice physique

chronique d’endurance pouvait diminuer l'efficacité de la thérapie génique dans un
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modeéle murin sévere de DMD, suggérant la mise en place de protocole ou I'exercice

chronique n’est pas réalisé en méme temps que la thérapie, mais par exemple, apres.

Enfin, dans un troisiéme axe (Axe 3), nous avons voulu caractériser I'effet de
I'exercice physique chronique de résistance (musculation) sur la fonction musculaire
d’'un modéle murin sévére de DMD, en utilisant comme modéle d’exercice de
résistance, la surcharge mécanique pendant 1 mois (OVL). En effet, il existe tres peu
d’études qui se sont intéressés a I'effet de cette modalité d’exercice chronique chez la
souris dystrophique, et a chaque fois des modéles murins peu séveres de la DMD ont
été utilisés. En raison du caractére supra-physiologique de ce modele d’exercice
chronique, notre objectif était plus précisément de vérifier si 'on arrivait a obtenir les
mémes effets bénéfiques chez un modéle murin sévére de DMD (souris D2-mdx) par
rapport a un modele murin modéré (souris mdx), ce qui a été le cas. Cette étude est
donc treés encourageante en vue d’une éventuelle prescription d’exercice chronique de
résistance (musculation) chez les patients atteints de DMD. Il restera a déterminer
I'effet de I'exercice chronique de résistance combiné a une thérapie génique visant,
par exemple, a restaurer I'expression de la dystrophine dans un modéle murin de

DMD, ce que nous n’avons pu faire dans le cadre de cette these.
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TRAVAIL EXPERIMENTAL (Axe 1)

Effet de I’exercice physique d’endurance chronique,
combiné ala surexpression de Prox1, sur la fonction

musculaire de souris mdx

En révision a PlosOne
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TRAVAIL EXPERIMENTAL (Axe 1) - Contexte de I'étude

l. CONTEXTE DE L’ETUDE

La dystrophie musculaire de Duchenne (DMD) est la maladie génétique liée au
chromosome X la plus fréquente. Elle est causée par des mutations du géne DMD,
entrainant une déficience en dystrophine. La dystrophine est une protéine
costamérique qui joue un réle important dans la transmission de la force et la stabilité
du sarcolemme dans le muscle squelettique (Hughes et al., 2015). La souris mdx est
le modele animal "classique" de la DMD. Le muscle de la souris mdx, déficient en
dystrophine, présente deux caractéristiques dystrophiques fonctionnelles importantes.
Tout d'abord, une faiblesse musculaire, c'est-a-dire une diminution de la force
maximale spécifique (force maximale absolue générée par rapport a la surface de
section transversale ou au poids du muscle), la force maximale absolue restant
inchangée ou maintenue en raison de I'hypertrophie musculaire (Dellorusso et al.,
2001). Deuxiemement, une fragilité musculaire engendrée par une susceptibilité
accrue aux dommages musculaires dans le muscle rapide et peu oxydatif de la souris
mdx, conduisant a une baisse immédiate et marquée de la force (Dellorusso et al.,
2001).

Il est intéressant de noter que l'exercice musculaire chronique peut améliorer ces
caractéristiques dystrophiques fonctionnelles chez les souris mdx (Hyzewicz et al.,
2015; Spaulding and Selshy, 2018). En particulier, la course volontaire sur roue (1
semaine a 1 an) peut augmenter les forces maximales spécifiques ou absolues dans
les muscles des membres postérieurs des souris mdx (Hyzewicz et al., 2015;
Spaulding and Selsby, 2018). Il a également été rapporté que la course volontaire
diminue la fragilité (i.e. réduit la chute de force aprés des contractions excentriques)
dans le muscle rapide de souris mdx (Delacroix et al., 2018; Hourdé et al., 2013), alors
gue l'inactivité physique I'aggrave (Hourdé et al., 2013). Récemment, il a été découvert
gue la diminution de la fragilité induite par la course volontaire chez les souris mdx
était liee a l'activation de la voie de la calcineurine et a des changements dans le
programme de genes impliqués dans les caractéristiques contractiles plus lentes de la
fibore musculaire et codant pour des canaux ioniques membranaires (Delacroix et al.,
2018). La fragilité chez les souris mdx est liée a I'excitabilité musculaire (Baumann et
al., 2020; Call et al., 2013; Delacroix et al., 2018; Roy et al., 2016). Plusieurs génes

codant pour des canaux ioniques membranaires interagissant avec la dystrophine sont
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impliqués dans l'excitabilitt musculaire, tels que Scn4a, Cacnals, Slc8al, Trpcl et
chrnal (Allard, 2018; Leyva-Leyva et al., 2018). La fragilit¢ est également liée a
l'activité de la NADPH oxydase 2 (NOX2) (Khairallah et al., 2012; Olthoff et al., 2018;
Whitehead et al., 2010) ainsi qu'a la I'expression de l'utrophine et de la desmine
(Deconinck et al., 1997; Ferry et al., 2020) chez les souris mdx. Cependant, l'exercice
volontaire ne réduit que partiellement la susceptibilité aux Iésions musculaires induites
par I'exercice (Delacroix et al., 2018; Hourdé et al., 2013), il serait donc intéressant de

combiner les effets de lI'exercice avec ceux d'un autre traitement.

Si l'exercice volontaire offre un bénéfice thérapeutique potentiel, des thérapies
complémentaires pourraient encore améliorer les caractéristiques fonctionnelles de la
DMD. Ces dernieres années, des traitements génétiques ou pharmacologiques
favorisant des fibres plus lentes et plus oxydatives se sont avérés bénéfiques chez les
souris mdx. En fait, plusieurs études soutiennent l'idée que l'activation des voies de
signalisation AMPK, calcineurine, E2F1, ERRy, IGF1, SIRT1 et PGC1 atténue
certaines des caractéristiques dystrophiques du muscle mdx (Al-Rewashdy et al.,
2015; Chakkalakal et al., 2004; Chalkiadaki et al., 2014; Gehrig et al., 2008, 2010;
Ljubicic et al., 2011; Matsakas et al., 2013; Schertzer et al., 2006; Selsby et al., 2012;
Stupka et al., 2006). Par exemple, l'activation génétique de la voie de la calcineurine
améeliore la fragilité du muscle rapide de la souris mdx, mais diminue la production de
force maximale, aggravant ainsi la faiblesse musculaire (Stupka et al., 2006).
Récemment, dans le muscle rapide sain, il a été démontré que la perte du facteur
homéobox 1 (Prox1), un facteur de transcription essentiel au développement de
plusieurs organes et hautement conservé chez les vertébrés, réprime I'expression des
genes contractiles lents, alors que sa surexpression via le transfert de Prox1 a l'effet
inverse etrégule a la baisse les genes contractiles rapides (Kivela et al., 2016; Petchey
et al., 2014). En particulier, l'inactivation de Prox1 réduit I'expression de la chaine
lourde de myosine la plus lente, Myh7, dans le muscle sain rapide, sans affecter la
capacité oxydative et la force maximale absolue (Petchey et al., 2014). De plus, Prox1,
qui est plus exprimé dans les fibres lentes, est impliqué dans l'activation de la voie
NFAT/calcineurine, et favorise le programme génétique contractile lent dans le muscle
sain (Kivela et al., 2016).

Le principal objectif de ce premier axe était de déterminer si le transfert de Prox1, c'est-

a-dire la surexpression de Prox1, réduisait la fragilité musculaire chez les souris mdx

Alexandra Monceau - Thése de Doctorat - 2021

87



88

TRAVAIL EXPERIMENTAL (Axe 1) - Contexte de I'étude

soumises a un exercice volontaire. Pour ce faire nous avons réalisé des mesures
électrophysiologiques afin d’évaluer la fonction musculaire, puis nous avons complété
notre étude par des analyses cellulaires et moléculaires. Dans une premiere série
d’expériences, comme nous avons constaté que la course volontaire et le transfert de
Prox1 ont eu des effets bénéfiques et additifs sur la fragilité, nous avons réalisé une
deuxiéme série d'expériences cette fois pour comparer I'effet du transfert de Prox1 sur

la fragilité entre les souris mdx exercées et sédentaires.
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Il MATERIEL ET METHODES

I.1. PROTOCOLE EXPERIMENTALE

L’ensemble des procédures ont été effectuées conformément aux législations
nationales et européennes et ont été approuvées par le comité d'éthique institutionnel
« Charles Darwin » (projet n ° 01362.02). Des souris mdx (n=20) méales (fond hybride
C57BI/ 6 x C57BI/ 10) agées de 2,5 mois ont été réparties aléatoirement en différents

groupes témoins et expérimentaux lors de deux séries d’expériences.

Afin d’étudier I'effet du transfert de Prox1 chez des souris mdx soumises a un exercice
volontaire mimant un exercice physique chronique d’endurance, dans une premiére
série d'expériences, des souris mdx ont recu une injection de Prox1 (mdx+W+P, n=8)
ou de solution saline (PBS) (mdx+W, n=8) dans les muscles tibiaux antérieurs (TA).
Trois jours apres, ces souris ont été placées dans des cages séparées contenant une
roue (Figure Al-1), pour qu’elles puissent courir un peu moins d’'un mois (27 jours) ad
libitum (la distance de course quotidienne était de 4,2 + 0,1 km / jour). Un groupe de

souris contrdles non injectées (mdx ; n=5) est resté un mois dans des cages sans roue.

Comme nous avons trouvé un effet du transfert de Prox1 sur la fragilité du muscle
Mdx+W+P, nous avons realisé une deuxieme série d'expériences pour comparer 'effet
du transfert de Prox1 sur la fragilité entre le muscle exercé et le muscle sédentaire.
Dans la seconde série d'expériences, les muscles TA des souris mdx sédentaires ont

été injecté avec Prox1 (mdx+P ; n=7) ou avec du PBS (mdx ; n=7) (Figure A1-1).

Quatre semaines apres le transfert de Prox1 les mesures de force ont été réalisées,

puis les souris ont été euthanasiées et les muscles préleveés.
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Set 1
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Figure Al- 1: Schéma du protocole expérimental. Set 1: 1% expérience pour évaluer I'effet du
transfert de Prox1 chez des souris mdx soumises a un exercice volontaire mimant un exercice physique
chronique d’endurance. Set 2 :2°m¢ expérience pour évaluer I'effet du transfert de Prox1 sur le muscle
sédentaire. TA : Tibial antérieur ; PO : force maximale absolue ; sPO : force maximale spécifique.

[I.2. TRANSFERT DE PROX1

Pour surexprimer Prox1, des souris mdx ont été anesthésiées (3% d'isoflurane) et
des vecteurs adéno-associés (AAV9) codant pour Proxl ont été injectés dans les
muscles TA (AAV9-Prox1, 30ul, 2,13x10%!gv). Les muscles controlatéraux ont été
injectés uniquement avec une solution saline (PBS). La construction AAV9-Prox1 a
été réalisée sur la base d’un plasmide donné par le laboratoire du Wihuri Research
Institute and Translational Cancer Biology Program de I'Université d’Helsinki, Finlande
(Kivela et al., 2016). En collaboration avec la plateforme MyoVector, les ADNc de
hProxl ont été clonés dans le plasmide psub (promoteur CMV) (Baltgalvis et al., 2011).
Le plasmide a été purifié en utilisant le systtme Plasmid Maxiprep sans endotoxine
PureYield ™ (Promega, Lyon, France) puis vérifié par digestion par enzyme de
restriction et par séquencage (Eurofins MWF Operon, Ebersberg, Allemagne). L'AAV-

Prox1l a été produit dans des cellules 293 de rein embryonnaire humain par une
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méthode de triple transfection utilisant la technique de précipitation au phosphate de
calcium. Le virus a ensuite été purifié par 2 cycles de centrifugation en gradient de
chlorure de césium et concentré par dialyse. Les préparations virales finales ont été
conservées dans une solution de PBS a -80 ° C. Le nombre de génomes viraux a été
déterminé par une PCR quantitative.

[1.3. MESURE DE LA FORCE MAXIMALE

La fragilité musculaire (susceptibilité aux lésions induites lors de contractions
intenses) a été évaluée en mesurant les propriétés de contraction in situ du muscle TA
en réponse a une stimulation du nerf, comme décrit précédemment (Roy et al., 2016).

La fragilité a été estimée a partir de la chute de force résultant de contractions

excentriques répétées.

En bref, les souris ont été anesthésiées a l'aide de pentobarbital (60 mg/kg, ip). La
température corporelle a été maintenue a 37°C. Le genou et le pied ont été fixés a
I'aide de broches et de pinces et le tendon distal du muscle a été attaché au bras de
levier d'un systeme de servomoteur (305B, Dual-Mode Lever, Aurora Scientific) a l'aide
d'une ligature en soie. Le nerf sciatique a été écrasé au niveau proximal et stimulé au
niveau distal par une électrode bipolaire en argent utilisant des impulsions
supramaximales a onde carrée d'une durée de 0,1 ms. Nous avons d'abord déterminé
la longueur optimale (LO, longueur a laguelle une force isométrique maximale a été
obtenue pendant le tétanos) du muscle TA. Une fois la LO obtenue, une contraction
isométriqgue maximale a été initiee pendant les 500 premiéres ms. Ensuite, un
allongement du muscle (10% de LO) a une vitesse de 5,5 mm/s (0,85 longueur de
fibre/s) a été imposé pendant les 200 dernieres ms. Neuf contractions excentriques
ont été réalisées chez les souris mdx, chacune étant séparée par une période de repos

de 60 secondes.

La force isométrique maximale absolue a été mesurée 1 minute apres chaque
contraction excentrique et exprimée en pourcentage de la force maximale initiale
(chute de force). La force isométrique maximale absolue (PO) mesurée avant la
premiere contraction excentrique a également été normalisée par rapport a la masse
musculaire afin de calculer la force isométrique maximale spécifique (sP0), un indice

de faiblesse musculaire.
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En outre, nous avons mesuré la force excentrigue maximale absolue pendant la
premiére contraction excentrique, un indice du « stress » musculaire, c’est a dire des
contraintes mécaniques qui s’exercent sur le muscle. Aprés les mesures contractiles,

les animaux ont été tués par dislocation cervicale.

I.4. PCR QUANTITATIVE EN TEMPS REEL (REACTION EN CHAINE PAR
POLYMERASE)

Les muscles (TA) ont été congelés instantanément dans l'azote liquide et
conservés a -80°C jusqu'a leur utilisation. Les muscles ont été broyés dans du
TriReagent (Sigma-Aldrich) a I'aide du systéme Fastprep et de tubes Lysing Matrix D
(MPbiomedicals). Les ARNs totaux ont été isolés en utilisant le TriReagent selon le
protocole du fabricant. L'ADN complémentaire (ADNCc) a ensuite été synthétisé a partir
de 1 ug d'ARN total a l'aide du kit RevertAid First Strand cDNA Synthesis avec des

hexaméres aléatoires, conformément aux instructions du fabricant (Thermo Scientific).

La gPCR a éteé réalisée sur un systeme LightCycler 480 a la plateforme iGenSeq de
I'Institut du Cerveau et de la Moelle épiniére, en utilisant le Master Mix LightCycler 480
SYBR Green | (Roche, Basel, Suisse). L'expression de Hmbs a été utilisée comme
transcrit de référence car son expression ne différait pas entre les groupes. La
méthode 2-AACP a été utilisée comme stratégie de quantification relative pour
I'analyse des données de la réaction en chaine de la polymérase (qPCR) quantitative
en temps réel. Toutes les séquences des amorces utilisées sont présentées dans le
tableau A1-1.

Genes Séquences sens Séquences anti-sens

Gene de référence

Hmbs 5- AGGTCCCTGTTCAGCAAGAA -3 5- TGGGCTCCTCTTGGAATGTT -3
Geénes d’intéréts
Cacnal 5-CCTCATCAGCAAGAAGCAGG-3' 5-TATGACAGACAGACCCTGGC-3'
Chrnal 5- TGGTCTTTGTCATTGCGTCC -3 5'- GATAAAAACCTTCCGCACCCA -3'
Des 5'- GTCCTCACTGCCTCCTGAAG-3' 5'- AGCATGAAGACCACAAAGGG-3'
Fnl4 5'- AGGGGCTATAATGCCACTCC -3' 5- GGGAGATGGTTGTTTCCGTG -3'
Fst 5'- CGAGTGTGCCATGAAGGAAG -3 5- GGTCTTCCTCCTCCTCCTCT -3'
Gadd4s 5'- GGTGACGAACCCACATTCAT -3' 5- GATTAATCACGGGCACCCAC -3'
Gp91lphox 5-TCACATCCTCTACCAAAACC-3' 5-CCTTTATTTTTCCCCATTCT-3'
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Hdac4

5'- AAGTAGCTGAGAGACGGAGC -3'

5'- GCATGCGGAGTCTGTAACAT -3'

lgfl 5'-ACAAGCCCACAGGCTATGGCTC -3' | 5-AGTCTCCTCAGATCACAGCTCCG -3'

Lc3 5'- CATGAGCGAGTTGGTCAAGA -3' 5- CCATGCTGTGCTGGTTGA -3'
Mafbox 5-TCACAGCTCACATCCCTGAG-3' 5- TCAGCCTCTGCATGATGTTC-3'
Mstn 5'- GCTACCACGGAAACAATCAT-3' 5'-CAATACTCTGCCAAATACCA-3'
Murfl 5-TGAGGTGCCTACTTGCTCCT-3' 5-GTGGACTTTTCCAGCTGCTC-3'
Myh2 5'-AAGCGAAGAGTAAGGCTGTC-3' 5-GTGATTGCTTGCAAAGGAAC-3'
Myh4 5'-ACAAGCTGCGGGTGAAGAGC-3' 5'-CAGGACAGTGACAAAGAACG-3'
Myh7 5-AGGTGTGCTCTCCAGAATGG-3' 5-CAGCGGCTTGATCTTGAAGT-3'

P47phox 5'-AGAACAGAGTCATCCCACAC-3' 5-GCTACGTTATTCTTGCCATC-3'

PrxIl 5-GGTTTGGGCCACGCATAAAA-3' 5'-GCCATGACTGCGTGAGCAAG-3'
Prox1 5-GCTACCCCAGCTCCAACATGCT-3' | 5'-TGATGGCTTGACGCGCATACTTCT-3'
Racl 5-GTAAAACCTGCCTGCTCATCA-3' 5'-GAGAGGGGACGCAATCTGT-3'
Redd1 5'- ACTACTGACCTGTTCGAGGC -3' 5'- TCAAGTGTCGAAGATCCCGA -3'
Redd2 5'- GTGCAGCCCCATCAAAACATA -3' 5'- GAAGCCATGCTCTTGTCACTG -3'
Sdha 5-TTACAAAGTGCGGGTCGATG-3' 5-GTGTGCTTCCTCCAGTGTTC-3'
Scnda 5-GCAACCTGGTGGTCCTGAAT-3' 5'-CAGCCCCAAGAGGAAGGTTT-3'
Slc8al 5'- GGAGACTGCTCGTGTGTCTA -3' 5- TGTTGGTTGGCCTGAGAGAT -3'
Smox 5-AAGTTGTGAATCCAGTGGCG-3' 5-GTCTCCAAGCCTCACACTCT-3'
Tnnil 5-ATGGAGGAGGTGGATCTGC-3' 5-TTCAAATTTGGCCCGGCAC-3'
Trpcl 5'- TCTATAGATGTCTGGCCAGTCC-3' 5'- CATTTTGCACTGACGGGCTA-3'

utrn

5'- CACTATGACCCCTCCCAGTC -3

5- CGCTTCCTGTTGTAGAGCTG -3

Tableau Al- 1: Ségquences des amorces utilisées.

[1.5. HISTOLOGIE

Des coupes transversales (8 um) ont été obtenues a l'aide d'un cryostat, dans le
milieu du muscle TA (endroit le plus large). Une partie des coupes a été utilisée pour

réaliser une analyse histologique de la capacité oxydative du muscle selon un

protocole standard de coloration de la succinate déshydrogénase (SDH).

L’autre partie des coupes a été utilisées pour l'immunohistochimie. Pour la
détermination du diameétre des fibres musculaires, des coupes congelées non fixées
exprimant la chaine lourde de la myosine (MHC) ont été bloquées pendant 1h dans
une solution saline tampon phosphate plus 2% d'albumine de sérum bovin (BSA), 2%
de sérum de veau foetal (SVF). Les coupes ont ensuite été incubées pendant une nuit

avec des anticorps primaires dirigés contre la laminine (Sigma, France), la MHC-2a
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(clone SC-71, Developmental Studies Hybridoma Bank, Université de I'lowa), la MHC-
2b (clone BF-F3, Developmental Studies Hybridoma Bank), et la MHC-1 (clone BA-
D5, Developmental Studies Hybridoma Bank). Apres des lavages dans du PBS, les
coupes ont été incubées 1 h avec des anticorps secondaires (Alexa Fluor, Invitrogen)
(Tableau A1-2). Les lames ont finalement été montées dans du Prolong Gold antifade
reagent (Invitrogen).

Les images ont été capturées a l'aide d'une caméra numérique (Hamamatsu ORCA-
AG) attachée a un microscope a fluorescence motorisé (Zeiss Axiolmager.Z1), et les
analyses morphométriques ont été réalisées a l'aide du logiciel Fiji. Le grossissement
utilisé pour la quantification des images histologiques était de 20x. Les fibres MHC-2x
ont été identifiees comme des fibres qui n'expriment pas la MHC-2b, la MHC-2a et la
MHC-1. Le nombre de fibres exprimant la MHC-1, la MHC-2x et la MHC-2a par coupe

transversale de muscle a été compté manuellement.

Nous avons essayé d'analyser toutes les fibres des coupes musculaires, mais
certaines fibres ont été exclues de l'analyse car le marquage était mauvais. Les
données présentées correspondent aux fibres exprimant purement la MHC-1, la MHC-

2x et la MHC-2a (sans co-expression mixte des MHC).

Types de An_tlcqrps Concentration Antlcor_ps Concentration
fibres primaires secondaires
] Goat anti-mouse )
MHC-2a Mouse SC-71 1:10 IgG1 Alexa 555 1:400
] Goat anti-mouse )
MHC-2b Mouse BF-F3 1:10 IgM Alexa 647 1:400
] Goat anti-mouse )
MHC-1 Mouse BA-D5 1:10 IgG2b Alexa 350 1:400
Laminine Polyclona}l Rabblt 1400 Goat anti-rabbit 1400
Laminin Alexa 488

Tableau Al- 2: Liste des anticorps utilisés.
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1.6. ELECTROPHORESE SDS-PAGE DES ISOFORMES DE LA CHAINE
LOURDE DE LA MYOSINE (EN COLLABORATION AVEC L’INSTITUT
BIOLOGIE PARIS SEINE)

Les muscles ont été extraits sur glace pendant 60 min dans quatre volumes de
tampon d'extraction contenant 0,3 M NacCl, 0,1 M NaH2PO4, 0,05 M Na2HPO4, 0,01
M Na4P207,1 mM MgCI2, 10 mM EDTA et 1,4 mM 2-mercaptoéthanol (pH 6,5). Aprés
centrifugation, les surnageants ont été dilués a 1:1 (vol/vol) avec du glycérol et
conservés a -20°C. Les isoformes MHC (protéines) ont été séparées sur des gels de
polyacrylamide a 8 %, qui ont été réalisés dans le systéme Bio-Rad mini-Protean Il
Dual slab cell. Les gels ont été passés pendant 31 h a une tension constante de 72 V
a 4°C (Agbulut et al., 1996). Apres la migration, les gels ont été colorés a I'argent. Les
gels ont été scannés a l'aide d'un systeme d'acquisition vidéo. Le niveau relatif des
différentes isoformes de la MHC a été déterminé par analyse densitométrique a l'aide
du logiciel Fiji.

[I.7. ANALYSES STATISTIQUES

Les groupes ont été comparés statistiquement a l'aide du logiciel Prism v8
(GraphPad, La Jolla, CA, USA). L'homogénéité de variance des données a éte testée

a l'aide du test de Brown-Forsythe.

Pour la premiére série d'expériences, une ANOVA a un facteur a été utilisée pour
analyser les variables suivantes : niveau dARNm, pourcentage de fibres exprimant
MHC-1, MHC2a ou MHC-2b, pourcentage de coloration SDH de faible intensité, force
maximale absolue et spécifique, force excentrigue maximale absolue, rapport de la
force excentrique maximale absolue sur la force isométrique maximale absolue, poids
du muscle, diamétre des fibres. La fragilité a été analysée par ANOVA a deux facteurs,
pour les groupes (mdx, mdx+W, mdx+W+P) a chaque contractions excentriques (0, 3,
6, 9) avec mesures répétées pour ce facteur. Le test t non apparié avec correction de
Welch a été utilisé pour analyser le pourcentage de MHC-2x et de MHC-2a

(électrophorese).

Pour la deuxieme série d’expériences, un t-test non apparié avec correction de Welch

a été utilisé pour les variables suivantes : expression de 'ARNm, pourcentage de fibres
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exprimant la MHC-1, la MHC2a ou la MHC-2b, force maximale absolue et spécifique,
force excentrique maximale absolue, poids du muscle et diamétre des fibres. La
fragilité a été analysée par ANOVA a deux facteurs, pour les groupes (mdx, mdx+P) a

chaque contraction excentrique (0, 3, 6, 9), avec mesures répétées pour ce facteur.

Lorsqu’un effet significatif (ANOVA) a été observe, des comparaisons multiples ont été
effectuées avec le test de Tukeys. Enfin, lorsqu'une interaction significative a été
observée (ANOVA), les différences ont été testées avec le test de Holm-Sidak. Les

valeurs sont des moyennes + SEM.
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II. RESULTATS

ll.1. EFFET DU TRANSFERT DE PROX1 DANS LE MUSCLE MDX SOUMIS A
UN EXERCICE VOLONTAIRE

I11.1.1. Le transfert de Prox1 dans le muscle mdx exercé volontairement favorise

des caractéristiques contractiles plus lentes

Dans la premiére seérie d'expériences, nous avons d'abord déterminé si le
transfert de Prox1l augmentait les caractéristiques contractiles plus lentes chez les
souris mdx soumises a un exercice de course volontaire. Nous avons observé par
gPCR que le transfert de Prox1 dans le muscle TA a considérablement augmenté
I'expression de Proxl (x 37,0) dans le muscle TA de souris mdx exercées
volontairement (mdx+W+P) par rapport au muscle TA mdx exercé volontairement qui
n’ont pas recu l'injection (mdx+W) (Figure A1-2A). Nous avons également constaté
gue l'expression de Myh7 codant pour la MHC-1 (x 15,1) était accrue dans le muscle
mdx+W+P par rapport au muscle mdx+W, tandis que celle de Myh4 codant pour la
MHC-2b était réduite (x 0,6) (Figure Al1-2B). De méme, en utilisant une technique
d'électrophorése sur gel, nous avons constaté que la quantité relative (pourcentage du
total) de la protéine MHC-2b était réduite (x 0,8) alors que celle de la protéine MHC-
2x était augmentée (x 1,6) dans le muscle mdx+W+P par rapport au muscle mdx+W
(Figures A1-2C). Les analyses immunohistologiques ont révélé que ces changements
n'étaient pas associés a la modification des pourcentages de fibres exprimant la MHC-
1, la MHC-2a et la MHC-2x car ils n'étaient pas différents entre le muscle mdx+W+P
et le muscle mdx+W (Figures A1-2D et A1-2E).

Alexandra Monceau - Thése de Doctorat - 2021

97



98

TRAVAIL EXPERIMENTAL (Axe 1) - Résultats

A B = mdx+W+P
3 mdx+W
a3
a* 5 3 mdx
2001 4 309 b
b 25-
%\ 1504 -1 20- I
< 1001 5 151
! 2 10+
S 50+ T 5+ 2
& 107 £ 37 a
S 8- o
E 6- < 24 ad
© 3 ] — | A 36 o Wl aon
O T T T 0 T T D T T D T
mdx+W+P mdx+W mdx Myh7 Myh2 Myh4 Tnnil Sdha
C D
=3 mdx+W+P
100- 3 mdx+W
3 mdx
80- b2 —
&Q/ 60 )
% b
s 40
204 | | ‘ \
O T T
MHC-2x MHC-2b
E F
= mdx+W+P
400 O mdx+W 60-
% ° O mdx &
= ®© T = | — —
& 2 3007 K
2> o 401
c 2 I
E & 2004 2
Q' )
o) 2 207
g 3 100+ 2
S c g
- 0 0 .

MHC-1 MHC-2a MHC-2x mdx+W+P mdx+W mdx

Figure Al- 2: Effet du transfert de Prox1 sur l'expression de Prox1l et de marqueurs de la
spécification du type de fibre chez les souris mdx soumises a un exercice volontaire (premiére
série d'expériences). (A) Expression de Prox1, n = 6-8 par groupe. (B) Expression des genes codant
pour des protéines contractiles spécifiques du type de fibre, n = 6-8 par groupe. (C) Quantité relative de
protéine MHC-2x et MHC-2b, n = 3 par groupe. (D) Images représentatives d’'un immunomarquage de
la MHC-2a (rouge), la MHC2b (violet), et de la laminine (vert) (MHC-2x, non marquées) dans des coupes
transversales de TA. Moins de 10 fibres exprimant la MHC-1 par coupe transversale ont été observées.

Alexandra Monceau - Thése de Doctorat - 2021



(E) Nombre de fibres exprimant la MHC-1, la MHC-2a et la MHC-2x par sections transversales de TA,
n = 3-5 par groupe. (F) Pourcentage de la surface du muscle occupée par une faible coloration de la
succinate déshydrogénase (SDH) dans des coupes transversales de muscle, n = 5-8 par groupe.
mdx+W+P : muscle mdx exercé volontairement et qui a regu le transfert de Prox1 ; mdx+W : muscle
mdx exercé volontairement ; mdx : muscle mdx. Les données sont exprimées en moyenne + SEM. a :
significativement différent de mdx. b : significativement différent de mdx+W. 2 : p <0.01, 3: p <0.001,
4 : p<0.0001 (Test ANOVA a un facteur et T-test). Bar d’échelle 100um.

De plus, il n'y a pas de différence entre les muscles mdx+W+P et mdx+W dans
I'expression d'un marqueur de la capacité oxydative, Sdha, un géne codant pour un
complexe de la chaine respiratoire mitochondriale (Figure A1-2B). En accord avec
ces résultats, les analyses histologiques ont révélé que le pourcentage de la surface
transversale du muscle occupé par une faible coloration de la succinate
déshydrogénase (SDH) n'était pas différent entre le muscle mdx+W+P et le muscle

mdx+W (Figure A1-2F).

Ces données indiquent que I'administration intramusculaire d'AAV-Prox1 a induit une
transition des caractéristiques contractiles, rapides a lentes, substantielles dans le

muscle TA de souris mdx ayant fait de I'exercice volontaire.

[11.1.2. Le transfert de Prox1 dans le muscle mdx exercé volontairement diminue

encore plus la fraqgilité musculaire

La premiére série d'expériences a révélé que la chute de force immédiate apres
des contractions excentriques dans le muscle mdx+W était réduite par rapport au
muscle mdx (Figure A1-3A). Il est intéressant de noter que le transfert de Prox1 dans
le muscle mdx exercé volontairement a réduit encore plus la chute de force apres les
contractions excentrique (Figure A1-3A). En effet, la chute de force apres les 6eme et
9eme contractions excentriques étaient plus faibles dans le muscle mdx+W+P que
dans le muscle mdx+W (Figure A1-3A), ce qui indique que le transfert de Prox1 a

amélioré (réduit) la fragilité du muscle mdx soumis a un exercice volontaire.

La conversion contractile rapide a plus lente décrite ci-dessus peut expliquer, au moins
en partie, 'amélioration de la fragilité dans le muscle mdx+W+P. De plus, nous avons
testé la possibilité que le transfert de Prox1l améliore également la fragilité via des
modifications de I'expression de génes codant pour des canaux ioniques
membranaires. L'expression de Trpcl, était augmentée (x 2.1) dans le muscle

mdx+W+P par rapport au muscle mdx+W (Figure A1-3B). Aucune différence entre les
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muscles mdx+W+P et mdx+W n'a été observée concernant I'expression de Scn4a,
Cacnals, Sic8al et Chrnal (Figure A1-3B). Ensuite, nous avons déterminé si la
diminution de la chute de force causée par le transfert de Prox1 était associée a un
changement (diminution) de la voie NOX2. Nous n'avons trouvé aucun changement
dans I'expression de Prxll, Gp91phox, P47phox et Racl dans le muscle mdx+W+P
par rapport au muscle mdx+W (Figure A1-3C). Nous avons également déterminé sile
transfert de Prox1 augmentait I'expression d'Utrn et de Des. L'expression d'Utrn n'a
pas été augmentée dans le muscle mdx+W+P par rapport au muscle mdx+W, alors
gue celle de Des a augmenté (x 1,2) dans le muscle mdx+W, bien que de facon non
significative (p = 0,052) (Figure A1-3D).
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Figure Al- 3 : Effet du transfert de Prox1 sur la fragilité (susceptibilité aux Iésions musculaires)
et sur I'expression des génes qui y sont associés chez les souris mdx soumises a un exercice
volontaire (premiére série d'expériences). (A) Chute de force aprés des contractions excentriques
(Fragilité), n=6-8 par groupe. (B) Expression des genes codant pour des canaux ioniques, liés a
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I'excitabilité, n=6-8 par groupe. (C) Expression des génes liés a la NADPH oxydase 2 (NOX2), n=6-8
par groupe. (D) Expression des génes codant pour l'utrophine (Utrn) et la desmine (Des), n=6-8 par
groupe. mdx+W+P : muscle mdx exercé volontairement et qui a recu le transfert de Prox1 ; mdx+W :
muscle mdx exercé volontairement ; mdx : muscle mdx. Les données sont exprimées en moyenne +
SEM. a: significativement différent de mdx. b : significativement différent de mdx+W. 1:p<0.05,2:p
<0.01,4: p<0.0001 (Test ANOVA a un facteur et ANOVA a deux facteurs).

Ainsi, nous avons mis en eévidence que I'amélioration de la fragilité dans le TA, causée
par le transfert de Prox1 chez des souris exercées volontairement, est associée a la
modification de I'expression des protéines MHC-2b et MHC-2x ainsi que celle de
plusieurs genes impliqués dans différents aspects de la fonction et de la structure

musculaire (Myh7, Myh4, Trpcl).

I11.1.3.Le transfert de Prox1 dans le muscle mdx exercé volontairement réduit

la force maximale isométrigue absolue et induit une atrophie musculaire

La premiere série d'expériences a révelé que le transfert de Prox1 combiné a la
course volontaire et la course volontaire seule n'ont pas affecté la force isométrique
maximale spécifique avant les contractions excentriques (Figure A1-4A). Cependant,
la force isométrique maximale absolue est réduite dans le muscle mdx+W+P (x 0,6)
par rapport au muscle mdx+W (Figure A1-4B), ce qui indique que le transfert de Prox1
a induit une faiblesse musculaire dans le muscle mdx exercé volontairement. De
méme, la force excentrigue maximale absolue était inférieure (x 0,6) dans le muscle
mdx+W+P (157,2 g £ 7,5) par rapport au muscle mdx+W (240,0 g = 10,8). En outre, le
rapport entre la force excentrique maximale absolue et la force isométrique maximale
absolue n'est pas différent entre le muscle mdx+W+P (1,9 + 0,1) et le muscle mdx+W
(1,8 +£0,1).

La force isométrigue maximale absolue réduite est liée a un poids musculaire plus
faible (x 0,7) dans le muscle mdx+W+P par rapport au muscle mdx+W (figure A1-3C).
Le poids inférieur du muscle n’est pas associé a un diamétre réduit des différents types
de fibres (Figure A1-4D).
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Figure Al- 4 : Effet du transfert de Prox1 sur la force maximale absolue (P0) et spécifique (sP0),
le poids musculaire et I'expression génétique de marqueurs d'atrophie chez les souris mdx
soumises a un exercice volontaire (premiére série d'expériences). (A) Force maximale spécifique,
n=6-8 par groupe. (B) Force maximale absolue, n=6-8 par groupe. (C) Poids musculaire, n=6-8 par
groupe. (D) Diamétre (min ferret) des fibres exprimant la MHC-2b, la MHC-2a et la MHC-2x, n = 4-5 par
groupe. (E) Expression des genes liés a I'atrophie, n=6-8 par groupe. mdx+W+P : muscle mdx exercé
volontairement et qui a recu le transfert de Prox1 ; mdx+W : muscle mdx exercé volontairement ; mdx :
muscle mdx. Les données sont exprimées en moyenne + SEM. a : significativement différent de mdx. b
. significativement différent de mdx+W. 1:p<0.05,2:p<0.01,3:p<0.001, 4:p<0.0001 (Test
ANOVA a un facteur).
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De nombreux genes codant pour des protéines sont impliqués dans la croissance et
I'entretien des muscles (Gao et al., 2018; Riegg and Glass, 2011). Le systéme
ubiquitine-protéasome joue un role clé dans le déclenchement de I'atrophie musculaire
lorsque les expressions de Murfl et Mafbox sont augmentées. La PCR quantitative en
temps réel a révélé que les expressions de ces genes n'étaient pas augmentées dans
le muscle mdx+W+P par rapport au muscle mdx+W (Figure A1-4E). Nous avons
ensuite analysé un autre mécanisme atrophique, l'autophagie, qui implique une
batterie de genes dont Lc3 qui pourrait contribuer a la dégradation des protéines
musculaires (Bonaldo and Sandri, 2013). Nous n‘avons pas trouvé de changement
dans I'expression de Lc3 dans le muscle mdx+W+P (Figure A1-4E). De méme, les
géenes Gadd45, Hdac4, Fnl4, Reddl, Redd2, Mstn, Fst, Igfl, et Smox ne semblent
pas participer a I'état atrophique du muscle mdx+W+P (Figure A1-4E). Par exemple,
Mstn, un régulateur négatif de la croissance musculaire, est régulé a la baisse dans le

muscle mdx+W+P par rapport au muscle mdx+W (Figure A1-4E).

Ainsi, la réduction de la force isométrigue maximale induite par le transfert de Prox1
dans le muscle mdx exercé volontairement est liee a une diminution du poids du
muscle sans réduction du diametre des fibres, et est associée a I'expression accrue
de Mstn.

I1.2. EFFET DU TRANSFERT DE PROX1 DANS LE MUSCLE MDX
SEDENTAIRE

[11.2.1.Le transfert de Prox1l dans le muscle mdx sédentaire favorise des

caractéristiques contractiles plus lentes mais ne réduit pas la fraqilité

Une deuxiéme série d'expériences a été réalisée pour comparer l'effet du
transfert de Prox1 entre les souris mdx exercées volontairement et les souris mdx
sédentaires. De la méme maniére que pour le muscle mdx soumis a l'exercice
volontaire, le transfert de Prox1 dans le muscle mdx sédentaire (muscle mdx+P) a
augmenté les expressions de Prox1 (x 27,3) (Figure A1-5A), Myh7 (x 6,2) (Figure Al-
5B), réduit celle de Myh4 (x 0,7) (Figure A1-5B), et n'a pas modifié les pourcentages
de fibres exprimant MHC-1, MHC-2a et MHC-2x (Figures A1-5C). Contrairement au
muscle mdx exercé volontairement, le transfert de Prox1 a augmenté |'expression de

Tnnil (x 2,4), réduit I'expression de Sdha (x 0,8) (Figure A1-5B) et n'a pas modifié les
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quantités relatives de protéines MHC-2b et MHC-2x (Figures A1-5D) dans le muscle
mdx+P par rapport au muscle mdx. Globalement, I'administration intramusculaire
d'AAV-Prox1 a également induit une conversion contractile rapide a lente dans le

muscle TA de souris mdx sédentaires, mais dans une moindre mesure.
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Figure Al- 5 : Effet du transfert de Prox1 sur |'expression de Prox1 et des marqueurs de la
spécification du type de fibre chez les souris mdx sédentaires (deuxiéme série d'expériences).
(A) Expression de Prox1, n = 6-11 par groupe. (B) Expression des génes codant pour des protéines
contractiles spécifiques du type de fibre, n = 6-11 par groupe. (C) Nombre de fibres exprimant la MHC-
1, la MHC-2a et la MHC-2x par section transversale de muscle, n = 3-5 par groupe. (D) Quantités
relatives de protéines MHC-2x et MHC-2b, n = 3 par groupe. mdx+P : muscle mdx ayant recu le transfert
de Prox1 ; mdx : muscle mdx. Les données sont exprimées en moyenne + SEM. a : significativement
différent de mdx. 1:p<0.05,2:p<0.01, 4: p<0.0001 (T-test).

Contrairement au muscle mdx soumis a un exercice volontaire, nous avons constaté
dans la deuxiéme série d'expériences que la chute de force aprés des contractions
excentriques n'était pas significativement réduite par le transfert de Prox1 dans le
muscle mdx sédentaire car il n'y avait pas de différence significative entre le muscle
mdx+P et le muscle mdx (Figure A1-6A). De méme que pour le muscle mdx exercé

volontairement, le transfert de Prox1 dans le muscle mdx+P a augmenté |'expression
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de Trpcl (Figure A1-6B), mais dans une moindre mesure (x 1,4). En outre, il n'a pas
modifié I'expression de PrxlIl, Gp91lphox, P47phox et Racl (Figure A1-6C), et a
augmenté de maniére non significative l'expression de Des (Figure A1-6D).
Contrairement au muscle mdx exercé volontairement, I'expression de Cacnls et
Chrnal était augmentée dans le muscle mdx+P par rapport au muscle mdx (Figure
A1-5B).
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Figure Al- 6 : Effet du transfert de Prox1 sur la fragilité (susceptibilité aux Iésions musculaires)
et l'expression génique associée chez les souris mdx sédentaires (deuxiéme série
d'expériences). (A) Chute de force aprés des contractions excentriques, n=5-8 par groupe. (B)
Expression des génes codant pour des canaux ioniques, liés a I'excitabilité, n=6-11 par groupe. (C)
Expression des génes liés a la NADPH oxydase 2 (NOX2), n=6-11 par groupe. (D) Expression des
génes codant pour l'utrophine (Utrn) et la desmine (Des), n=6-11 par groupe. mdx+P : muscle mdx
ayant recu le transfert de Prox1 ; mdx : muscle mdx. Les données sont exprimées en moyenne + SEM.
a : significativement différent de mdx. 2: p <0.01 (Test ANOVA a deux facteurs et T-Test).

Ainsi, le transfert de Prox1 dans le muscle sédentaire mdx ne réduit pas la fragilité, ne
change pas l'expression du MHC-2b et du MHC-2x, alors qu'il modifie I'expression de
plusieurs genes impliqgués dans différents aspects de la fonction musculaire (Myh7,
Myh4, Tnnil, Sdha, Trpcl, Cacnls et Chrnal).
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[11.2.2.Le transfert de Prox1 dans le muscle mdx sédentaire réduit également la

force maximale isométrique absolue

De la méme maniere que pour le muscle mdx volontairement exercé, nous
avons constaté dans la deuxiéme série d'expériences que le transfert de Prox1 dans
le muscle mdx+P n'a pas modifié la force isométrique maximale spécifique (Figure
A1-7A), aréduit la force isométrique maximale absolue (x 0,7) (Figure A1-7B), a réduit
le poids du muscle (x 0,8) bien que de maniere non significative (p = 0,08) (Figure Al-
7C), n'a pas modifié le diametre des fibres (Figure A1-7D) et a diminué l'expression
de Mstn (Figure A1-7E).
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Figure Al- 7 : Effet du transfert de Prox1 sur la force maximale absolue (PO0) et spécifique (sP0),
le poids musculaire et '’expression génique de marqueurs d'atrophie chez des souris mdx
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sédentaires (deuxiéme série d'expériences). (A) Force maximale spécifique, n=5-8 par groupe. (B)
Force maximale absolue, n=5-8 par groupe. (C) Poids musculaire, n=5-9 par groupe (D) Diamétre (min
ferret) des fibres exprimant la MHC-2b, la MHC-2a et la MHC-2x, n= 4 par groupe. (E) Expression des
genes liés a l'atrophie, n=6-11 par groupe. mdx+P : muscle mdx ayant recu le transfert de Prox1 ; mdx :
muscle mdx. Les données sont exprimées en moyenne + SEM. a : significativement différent de mdx.
1:p<0.05,2:p<0.01,3:p<0.001,4:p<0.0001 (T-Test).

Contrairement au muscle mdx exercé volontairement, le transfert de Prox1 n'a pas
diminué de maniére significative (p = 0,07) la force excentrique maximale absolue dans
le muscle mdx+P (205,9 g + 18,8) par rapport au muscle mdx (257,0 g £ 15,3). De
plus, il a diminué l'expression de Mafbox, Reed2 et Smox, alors qu'il a augmenté

I'expression de Gadd45, Fnl14 et Fst dans le muscle mdx+P (Figure A1-7E).

Ainsi, le transfert de Prox1 dans le muscle mdx sédentaire a également réduit la
production de force isométrique maximale, réduit le poids du muscle sans réduction
du diamétre des fibres, et ces effets étaient associés aux modifications des
expressions de Mstn, Mafbox, Reed2, Smox, Gadd45, FN14 et Fst.
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V. DISCUSSION

IV.1. LE TRANSFERT DE PROX1 N'AMELIORE QUE LA FRAGILITE CHEZ LES
SOURIS MDX SOUMISES A UN EXERCICE VOLONTAIRE

Cette étude confirme les résultats d’études antérieures (Delacroix et al., 2018;
Hourdé et al., 2013) montrant que l'exercice volontaire atténue la susceptibilité de
causer des lésions dans les muscles cruraux antérieurs rapides (TA et EDL) de souris
mdx, lors de contractions musculaires, comme le font des thérapies géniques visant a
restaurer la dystrophine (Roy et al., 2016). Pour la premiere fois, nous démontrons que
le transfert de Prox1 améliore encore plus la fragilité chez les souris mdx soumises a
un exercice volontaire. Fait important, le muscle a été protégé des contractions
musculaires dommageables, grace au transfert de Prox1 uniquement lorsque les
souris mdx ont effectué un exercice volontaire. Cette amélioration de la fragilité
observée chez les souris mdx traitées par transfert de Prox1l pourrait étre tres
intéressante sil'on suppose que la fragilité est due a I'épuisement des cellules souches
musculaires au cours des cycles successifs de dégénération/réparation (Sacco et al.,
2010). Le transfert de Prox1 pourrait ainsi réeduire la fonte musculaire progressive dans

le muscle dystrophique exercé en raison de la promotion de fibres moins fragiles.

Cet effet bénéfique du transfert de Prox1l chez les souris mdx exercées pourrait
s'expliquer par un travail et un stress plus faible pendant I'étirement du muscle
(Lindsay et al., 2020) car la force excentrique maximale absolue est réduite chez les
souris mdx exercées, proportionnellement a la force isométrique maximale absolue.
Cependant, nous n‘avons pas trouvé d'association forte entre la fragilité et la force
excentrique chez les souris mdx, lorsque le muscle est activé au maximum et pour un
étirement constant (Hourdé et al., 2013). En effet, la fragilité était augmentée par
l'inactivité et réduite par I'exercice volontaire chez les souris mdx alors que la force
excentriqgue maximale absolue était respectivement réduite et inchangée (Hourdé et
al., 2013).

La réduction de la fragilité causée par le transfert de Prox1l chez les souris mdx
exercées est associée a la promotion de caractéristiques contractiles plus lentes
(expression accrue de Myh7 et augmentation de la quantité relative de MHC-2x, alors

gue I'expression de Myh4 est réduite ainsi que la quantité relative de MHC-2b). Cette
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relation entre une meilleure fragilité et des caractéristiques contractiles plus lentes est
en accord avec les deux points suivants. Premierement, le muscle lent est moins
fragile que le muscle rapide chez les souris mdx (Consolino and Brooks, 2004, Lindsay
et al., 2019b). Deuxiemement, l'exercice et I'activation pharmacologique ou génétique
de voies de signalisation, telles que la calcineurine, PPAR-B, PGC1-a et AMPK, qui
favorisent un programme génétique plus lent et plus oxydatif, améliorent la fragilité
chez les souris mdx (Al-Rewashdy et al., 2015; Delacroix et al., 2018; Ferry et al.,
2015a; Gehrig et al., 2010; Hourdé et al., 2013; Miura et al., 2009; Selsby et al., 2012;
Stupka et al., 2006). Par ailleurs, il a été démontré précédemment que Prox1 favorise
des caractéristigues musculaires plus lentes, et active la voie calcineurine/NFAT
(Kiveld et al., 2016), une voie de signalisation connue pour jouer un réle important

dans la spécification des types de fibre (Chin et al., 1998b).

Il est également possible que le transfert de Prox1 améliore la fragilité chez les souris
mdx soumises a l'exercice volontaire en préservant I'excitabilité musculaire, comme le
font I'exercice volontaire seul et d’autres thérapies sur la mdx (Delacroix et al., 2018;
Roy et al.,, 2016). Dans nos expériences, une excitabilité réduite, c'est-a-dire un
dysfonctionnement électrique de la membrane plasmique, conduisant a une
génération et une propagation défectueuse du potentiel d'action musculaire, contribue
largement a la chute de force immédiate aprés des contractions excentrique chez les
souris mdx (Delacroix et al., 2018; Roy et al., 2016), en accord avec des études
précédentes (Baumann et al., 2020; Call et al., 2013). Les canaux ioniques
membranaires sont probablement endommagés apres des contractions excentriques
et le transfert de Prox1 pourrait interférer avec ce processus. |l reste a déterminer si la
régulation a la hausse de Trpcl, induite par le transfert de Prox1 chez les souris mdx
soumises a un exercice volontaire, contribue a cette amélioration de I'excitabilité.
Cependant, un niveau plus élevé de TRPC1 ou d'activité de canaux activés par
I'étirement est généralement associé a un phénotype dystrophique et a une fragilité
plus importante (Baltgalvis et al., 2011; Matsumura et al., 2011). En accord avec la
présente étude, il a été précédemment rapporté que dans des muscles TA de souris
mdx, I'amélioration de I'excitabilité et de la fragilité induite par I'exercice volontaire et
l'activation de la voie de la calcineurine était également liée aux changements
d'expression des genes codant pour des canaux ioniques membranaires (Delacroix et
al., 2018).
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TRAVAIL EXPERIMENTAL (Axe 1) - Discussion

Des données de la littérature suggerent qu'une activité accrue de NOX2 est liée a la
fragilité chez les souris mdx (Olthoff et al., 2018; Whitehead et al., 2010). Cependant,
nos résultats montrent que le transfert de Prox1 dans le muscle mdx exercé ne réduit
pas I'expression des sous-unités de Nox2 (Gp91phox, P47phox et Racl), dont on sait
gu'elles produisent un niveau €élevé de ROS chez les souris mdx (Whitehead et al.,
2010). De plus, nous n'avons trouvé aucune augmentation de I'expression du gene
codant pour I'enzyme antioxydante Prxll, dont la surexpression améliore la fragilité
chez les souris mdx (Olthoff et al., 2018). Enfin, nous avons constaté que I'amélioration
de la fragilité suite au transfert de Prox1 n'est pas associée a une augmentation
significative de I'expression de Utrn et Des chez les souris mdx exercées, deux genes
dont 'augmentation de I'expression est associée a la fragilité chez les souris mdx
(Deconinck et al., 1997; Ferry et al., 2020).

Il est a noter que le transfert de Prox1 seul n‘'améliore pas significativement la fragilité
chez les souris mdx sédentaires. Cette difference ne peut étre attribuée au fait que
Prox1 n'était pas fortement surexprimé chez les souris mdx sédentaires traitées par le
transgene. Cependant, certains changements induits par le transfert de Prox1 sont
notablement différents entre les souris mdx exercées et sédentaires : force excentrique
maximale absolue (x 0,6 contre aucun changement significatif), MHC-2b (x 0,8 contre
aucun), MHC-2x (x 1,6 contre aucun), Myh7 (x 15,1 contre x 6,2) et Trpcl (x 2,1 contre
x 1,4). Ainsi, notre étude indiqgue de maniere intéressante que l'exercice volontaire

potentialise une éventuelle thérapie génique, du moins dans le domaine préclinique.

IV.2. LE TRANSFERT DE PROX1 REDUIT LA PRODUCTION DE FORCE
MAXIMALE CHEZ LES SOURIS MDX

Bien que le transfert de Prox1 améliore la fragilité des muscles mdx soumis a un
exercice volontaire, nous avons constaté qu'il a un effet néfaste sur la force
isométrique maximale absolue (et la force excentrique maximale). La réduction de la
force maximale est liée a une réduction du poids du muscle mais pas a une réduction
du diametre des différents types de fibres ni a un nombre plus élevé de fibres de petit
diameétre (pas d'augmentation des pourcentages de fibres exprimant MHC-1 et MHC-
2a qui sont plus petites que les fibres exprimant MHC-2b). De maniere inattendue,

nous avons constaté que I'état atrophique en réponse au transfert de Prox1 est associé
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a la régulation négative de Mstn, un régulateur négatif de la croissance musculaire
dans le muscle mdx (Dumonceaux et al., 2010), sans autres changements
transcriptionnels concernant plusieurs processus atrophiques bien connus, du moins
chez les souris mdx soumises a un exercice volontaire. Comme la quantité relative de
MHC-2b est réduite, nous supposons que Prox1 réduit spécifiquement la synthése de
MHC-2b chez les souris mdx en exercice. En accord avec la réduction du poids
musculaire induite par le transfert de Proxl1, plusieurs traitements génétiques ou
pharmacologiques, favorisant des fibres plus lentes et plus oxydatives, sont connu
pour induire une atrophie musculaire/une réduction du poids chez les souris mdx
(Chalkiadaki et al., 2014; Selsby et al., 2012; Stupka et al., 2006), pour des raisons

encore largement inconnues.
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TRAVAIL EXPERIMENTAL (Axe 1) - Conclusion

V. CONCLUSION

Combiné a l'exercice volontaire, le transfert de Prox1 n’induit qu’une transition
trés modeste des fibres rapides a lentes mais améliore (réduit) néanmoins encore plus
la fragilité, alors que l'approche unique de transfert de Prox1 chez les souris mdx
sédentaires n'a pas réussi a induire un effet significatif sur la susceptibilité aux lésions
musculaires induites lors de contractions intenses. Il est intéressant de noter que
I'exercice volontaire potentialise une éventuelle thérapie génique. Cet effet bénéfique
sur la fragilité chez les souris mdx exercées est associé a la réduction de la force
excentriqgue maximale, a la promotion de caractéristiques contractiles plus lentes et a
la modification de I'expression de Trpcl. Cependant, la surexpression de Prox1 réduit
egalement la production de force maximale absolue en relation avec un poids
musculaire réduit, malgré une diminution de I'expression de Mstn. Ainsi, bien que le
transfert de Prox1 aggrave a premiére vue la faiblesse musculaire, il peut avoir le
potentiel de réduire l'occurrence des cycles de dégénération-régénération et par
conséquent de ralentir la progression de la maladie a long terme dans le muscle

dystrophique exercé.
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Travail expérimentale (Axe 2)

Effet de I’exercice physique d’endurance sur une thérapie

génique qui restaure I’expression de la dystrophine
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Travail expérimentale (Axe 2) - Contexte de I'étude

l. CONTEXTE DE L’ETUDE

De nombreuses thérapies géniques (micro-dystrophine, saut d’exon...), visant
a restaurer la dystrophine, sont développées depuis longtemps dans le cas de la DMD
(Chamberlain and Chamberlain, 2017). Toutefois I'enjeu majeur reste d’améliorer
I'efficacité de ce type de thérapie, c’est pourquoi beaucoup d’études sont initiées afin
de tester différents vecteurs pour améliorer la délivrance du transgéne (Gregorevic et
al., 2004; Wang et al., 2000; Xiao et al., 1999; Yang et al., 1996). A notre
connaissance, trés peu d’études ont cherché a déterminer si I'exercice physique était
susceptible de moduler l'efficience d’'une thérapie génique, au stade préclinique, ce
qui peut avoir son importance dans le cadre d’'une mise au point de stratégie
thérapeutique de la DMD. Une étude récente a montré qu’un exercice de course
volontaire dans une roue réalisé pendant plusieurs mois chez la souris mdx augmentait
la quantité de dystrophine dans le muscle locomoteur de souris mdx, apres une
injection d’'un AAV véhiculant un géne codant une micro-dystrophine (Hamm et al.,
2021). Ces données sont encourageantes. Toutefois, il n’est pas certain que ces
résultats puissent étre transposés dans le cas d’'un modéle murin plus sévere de DMD.
Par ailleurs, I'exercice volontaire durant des mois dans I'étude de Hamm et al, il n’était
pas possible de déterminer si l'effet bénéfique de I'exercice volontaire sur la
restauration de la dystrophine chez les souris mdx pouvait s’exercer sur les premiéres
semaines de l'installation de la production de dystrophine, ni s’il pouvait étre imputé a

des phénomeénes systémiques (bio délivrance du vecteur, réponse immunitaire...).

Depuis quelques temps a été généré un modele murin plus sévére de DMD. La souris
D2-mdx possede la méme mutation non-sens de I'exon 23 que la souris mdx, mais le
fond génétique DBA/2J lui confere plus de fibrose et moins de régénération que la
souris mdx (Fukada et al., 2010). Ainsi, les souris D2-mdx auraient des
caractéristiques dystrophiques plus séveres et plus proches de la pathologie humaine.
Dans ce modéle, il a été montré qu’un exercice de faible et moyenne intensité sur tapis
roulant n’avait pas d’effets délétéres (Zelikovich et al., 2019), suggérant que I'exercice
volontaire ne cause pas de dommages musculaires chez la souris D2-mdx, comme
chez la souris mdx (Delacroix et al., 2018; Ferry et al., 2015b; Hayes and Williams,
1996; Hourdé et al.,, 2013; Spaulding et al., 2020), qui pourraient compromettre
I'utilisation d’une thérapie génique.
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Dans ce deuxiéme axe de cette these, l'objectif principal était de déterminer si
I'exercice physique était capable de moduler I'efficacité d’'une thérapie génique visant
a restaurer la dystrophine dans le muscle d’'un modéle sévere murin de DMD, la souris
D2-mdx. Plus précisément, nous voulions savoir si I'exercice volontaire réalisé
pendant les 4 premieres semaines de la thérapie génique était susceptible de modifier
la quantité de dystrophine dans le muscle locomoteur chez la souris D2-mdx. Dans le
cadre de ce projet, nous avons utilisé une thérapie génigue, reposant sur une stratégie
de saut d’exon, qui consiste a cibler I'exon 23 muté du géne de la dystrophine avec un
petit ARN nucléaire modifié (U7dex23) exprimé grace a un vecteur de type AAV2/1.
L’U7dex23 permet de restaurer des niveaux presque normaux d'expression de la
dystrophine chez la souris a double knockout (DKO) utrophine / dystrophine (un
modele de souris trés sévere et progressif de DMD), aprés seulement une injection
(Goyenvalle et al., 2012). Pour réaliser cet objectif général, nous avons mis en place
2 séries d’expérimentation. La premiere série d’expérimentation avait pour but de
caracteriser les effets de I'exercice de course volontaire chez la souris D2-mdx afin de
confirmer qu’il n’induisait pas de dommages musculaires, au niveau histologique et
fonctionnel, ce qui pourrait compromettre une éventuelle thérapie génique. La seconde
série d’expérimentation avait pour but de déterminer si ce méme exercice volontaire
pouvait altérer I'efficacité de la thérapie génique utilisant 'U7dex23 pour restaurer

I'expression de la dystrophine.
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Il MATERIEL ET METHODE

I.1. PROTOCOLE EXPERIMENTAL

L’ensemble des procédures ont été effectuées conformément aux législations
nationales et européennes et ont été approuvées par le comité d'éthique institutionnel
« Charles Darwin » (projet n ° 01362.02). Des souris D2-mdx (n=24) femelles (fond
DBAZ2/J) agées de 5 mois ont été réparties aléatoirement en différents groupes témoins

et expérimentaux lors de deux séries d’expériences.

Afin d’évaluer I'effet d’'un protocole de course volontaire, mimant un exercice physique
d’endurance, dans un modele sévére de DMD, dans une premiére série d'expériences,
une partie des souris D2-mdx ont été réparties dans des cages séparées contenant
une roue (Wheel, n=8) (Figure A2-1), pour qu’elles puissent courir un mois ad libitum
(la distance de course quotidienne était de 0.9 + 0,2 km / jour). Un groupe de souris

contrbles sédentaires (Sed, n=8) est resté un mois dans des cages sans roue.

Comme nous n’avons pas observé de dommages musculaires en réponse a I'exercice
physique chronique qui auraient pu contre-indiquer I'utilisation d’'une thérapie génique,
nous avons réalisé une deuxieme série d'expériences pour évaluer |'effet de I'exercice
sur la thérapie génique. Dans la seconde série d'expériences, les muscles tibiaux
antérieurs (TA) des souris D2-mdx ont été injectés avec un AAV2/1-U7dex23 et trois
jours plus tard une partie des souris a été réparties dans des cages séparées
contenant une roue (U7dex23+Wheel, n=6), pour qu’elles puissent courir un mois ad
libitum (la distance de course quotidienne était de 0.8 + 0,2 km / jour), tandis que les
autres sont restées dans des cages sans roue (U7dex23, n=5) (Figure A2-1). Un
groupe de souris contréles injectées avec un AAV2/1-Scramble (U7Scr, n=8) est resté

un mois dans des cages sans roue.

Quatre semaines apres l'injection les mesures de force ont été réalisées, puis les

souris ont été euthanasiées et les muscles prélevés.
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Figure A2- 1 : Schéma du protocole expérimental. Set 1 : 1% expérience pour évaluer I'effet d’'un
protocole de course volontaire, mimant un exercice physique d’endurance, dans un modéle sévére de
DMD. Set 2 :2°™ expérience pour évaluer l'effet de I'exercice sur une thérapie génique par saut d’exon
médié par un AAV (AA2/1-U7dex23). TA : Tibial antérieur ; PO : force maximale absolue ; sP0 : force
maximale spécifique.

2. RESTAURATION DE LA DYSTROPHINE PAR THERAPIE DE SAUT
D’EXON (EN COLLABORATION AVEC LA PLATEFORME MYOVECTOR)

La restauration de I'expression de la dystrophine a été réalisée par une stratégie
de saut de I'exon 23, en utilisant une séquence anti-sens d’un petit ARN nucléaire
(snRNA) optimisée (U7dex23) et décrite précédemment (Goyenvalle et al., 2004a).
Des vecteurs adéno-associés (AAV1) portant les constructions U7dex23 ont été
injectés dans les muscles TA des souris D2-mdx. Brievement, les souris D2-mdx ont

été anesthésiées (3% d'isoflurane), puis les muscles TA ont été injectés avec un
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AAV2/1-U7dex23 (55ul, 1x10'gv). Les muscles contrdles ont été injectés avec un
AAV2/1-Scr (55ul, 1x10'gv). Les constructions AAV2/1-U7dex23 et AAV2/1-Scr ont
été réalisé en collaboration avec la plateforme MyoVector, sur la base de plasmides
fournis respectivement par Aurélie Goyenvalle de I'équipe de Luis Garcia et France
Pietri-Rouxel (Centre de Recherche en myologie). Les plasmides ont été purifié en
utilisant le systéme Plasmid Maxiprep sans endotoxine PureYield ™ (Promega, Lyon,
France) puis vérifiés par digestion par enzyme de restriction et par séquencage
(Eurofins MWF Operon, Ebersberg, Allemagne). Les constructions AAV2/1-U7dex23
et AAV2/1-Scr ont été produit dans des cellules 293 de rein embryonnaire humain par
une méthode de triple transfection utilisant la technique de précipitation au phosphate
de calcium. Le virus a ensuite été purifié par 2 cycles de centrifugation en gradient de
chlorure de césium et concentré par dialyse. Les préparations virales finales ont été
conservées dans une solution de PBS a -80 ° C. Le nombre de génomes viraux a été

déterminé par une PCR quantitative.

[1.3. MESURE DE FORCE

En collaboration avec UMS28, la force isométrique tétanique maximale a été
eévaluées en mesurant la contraction in situ du muscles tibialis anterior (TA) en réponse
a une stimulation nerveuse, afin de déterminer si I'exercice chronique induisait des
dommages fonctionnels. Les souris ont été anesthésiées a l'aide de pentobarbital (60
mg/kg, ip). La température corporelle a été maintenue a 37°C. Le genou et le pied ont
éte fixés a l'aide de broches et de pinces et le tendon distal du muscle a été attaché
au bras de levier d'un systeme de servomoteur (305B, Dual-Mode Lever, Aurora
Scientific) a l'aide d'une ligature en soie. Le nerf sciatique a été écrasé au niveau
proximal et stimulé au niveau distal par une électrode bipolaire en argent utilisant des
impulsions supra maximales a onde carrée d'une durée de 0,1 ms. Nous avons mesuré
la force maximale absolue générée pendant les contractions tétaniques isométriques
en réponse a une stimulation électrique (125 Hz, 500 ms). La force maximale absolue
a été déterminée a la LO (longueur a laquelle la tension maximale a été obtenue
pendant le tétanos). La force maximale absolue (P0) a été normalisée par rapport au

poids du muscle pour estimer la force maximale spécifique (sPO0).
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[1.4. HISTOLOGIE & IMMUNOHISTOCHIMIE

Des coupes transversales (8 pm) ont été obtenues a l'aide d'un cryostat, dans le
milieu du muscle TA. Une partie des coupes ont été utilisées pour une analyse
histologique de la fibrose selon un protocole standard pour la coloration Rouge Sirius.

L’autre partie des coupes ont été utilisées pour l'immunohistochimie. Pour la
détermination du diametre et de la composition des fibres musculaires, des coupes
congelées non fixées exprimant la chaine lourde de la myosine (MHC) ont été
bloguées pendant 1h dans une solution saline tampon phosphate supplémentée avec
2% d'albumine de sérum bovin (BSA) et 2% de sérum de veau foetal (SVF). Les coupes
ont ensuite été incubées pendant une nuit avec des anticorps primaires dirigés contre
la laminine (Sigma, France), la MHC-2a (clone SC-71, Developmental Studies
Hybridoma Bank, Université de I'lowa), la MHC-2b (clone BF-F3, Developmental
Studies Hybridoma Bank), et la MHC-1 (clone BA-D5, Developmental Studies
Hybridoma Bank). Apres des lavages dans du PBS, les coupes ont été incubées 1 h
avec des anticorps secondaires (Alexa Fluor, Invitrogen) (Tableau A2-1), puis 5
minutes avec une coloration Hoechst (33342, Invitrogen), pour révéler les noyaux
centraux. Les lames ont finalement été montées dans du Prolong Gold antifade

reagent (Invitrogen).

T);ipberzge 'Sﬂtr:f;:g: Concentration sé?;fé’;ﬁzs Concentration
MHC-2a | Mouse SC-71 1:10 ?;gtlmg(“;os”ss; 1:400
MHC-2b Mouse BF-F3 1:10 Glgi‘/lt anmouse 1:400
MHC-1 Mouse BA-D5 1:10 g%aztbamg?:ggg 1:400
Laminine POIyT_'g&?Lﬁabbit 1:400 Gozlte?(r;til—lglg bit 1:400

Dystrophine NCL-DYS2 1/200 ?;gtlzqt;;(rgosuss; 1:400

Tableau A2- 1. Liste des anticorps utilisés pour les immunomarquages.

Pour la détermination du pourcentage d’aire de fibres exprimant la dystrophine, des
coupes congelées non fixées ont été bloquées pendant 1h dans une solution saline

tampon phosphate plus 2% d'albumine de sérum bovin (BSA), 2% de sérum de veau
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foetal (SVF) et une goutte de M.O.M (Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA). Les
coupes ont ensuite été incubées pendant une nuit avec un anticorps murin monoclonal
NCL-DYS2 (Novocastra, UK). Apres plusieurs lavages dans du PBS, les coupes ont
été incubées 1 h avec I'anticorps secondaire (Alexa Fluor, Invitrogen) (Tableau A2-1).

L’ensemble des images ont été capturées a l'aide d'une caméra numérique
(Hamamatsu digital camera C11440) attachée a un microscope a fluorescence inversé
(Axio observer, Zeiss), et les analyses morphométriques ont été réalisées a l'aide du
logiciel Fiji. Le grossissement utilisé pour la quantification des images histologiques
était de 20x. Les fibres MHC-2x ont été identifiées comme des fibres qui n'expriment
pas MHC-2b, MHC-2a et MHC-1.

L’identification du contour des fibres a été réalisé en utilisant I'algorithme Cellpose et
le plugin LabelsToROIs de Fiji (Waisman et al., 2021). Par la suite, le nombre et le
diametre des fibres exprimant la MHC-1, la MHC-2x et la MHC-2a par coupe
transversale de muscle a été déterminé grace a des seuillages d’images. De la méme
maniere, le pourcentage d’aire de fibres exprimant de la dystrophine a été estimé grace
a des seuillages d’image, en rapportant I'aire des fibres exprimant de la dystrophine
par rapport a 'aire totale de la coupe. Pour compter le nombre de fibres centro-nuclées
et réaliser une étude de distribution du nombre de noyaux centraux par fibre, la macro

MuscleJ sur Fiji a été utilisée (Mayeuf-Louchart et al., 2018).

[1.5. WESTERN BLOT DYSTROPHINE

Des Western blots ont été réalisés pour évaluer la quantité de protéine dystrophine.
Pour ce faire, les protéines totales ont été extraites avec un tampon de lyse RIPA [25
mM Tris-HCI pH 7.6, 150 mM NacCl, 1 % de sodium déoxycholate, 0,1 % (ref. 89901,
Thermo Scientific Pierce) SDS et complété avec un cocktail d'inhibiteurs de protéase
(ImM AEBSF, 800nm Aprotinin, 50uM Bestatin, 15uM E64, 20uM Leupeptin, 10uM
Pepstatin A ; ref. 78429, Thermo Scientific Halt) et glycérophosphate ; ref. 78426,
Thermo Scientific Halt)] et quantifiées a l'aide du kit de dosage des protéines BCA (ref.
23225, Thermo Scientific Pierce). Aprés une étape de dénaturation pendant 10 min a
70 °C, 2.5 pg d'extrait protéique total ont été chargés dans des gels NuPage 3-8 % Tri-
Acetate (Invitrogen) et transférés sur une membrane en polyfluorure de vinylidene

(PVDF). Les blots ont été bloqués pendant 2 h a température ambiante avec un
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tampon de blocage (lait 5% + TBS-Tween20). Par la suite, les membranes ont été
hybridées pendant la nuit a 4°C avec des anticorps primaires monoclonal dirigés
contre la dystrophine (MANDRA 1(7A10), DSHB) et l'alpha-actinine sarcomérique
ACTNZ2 (EA-53, ab9465, Abcam) (Tableau A2-2). Une incubation d’1 heure, a 'abri
de la lumiére, avec un anticorps secondaire de mouton anti-souris, conjugué a la
peroxydase de raifort (515-035-062, Jackson ImmunoResearch), a permis la détection
et la quantification des protéines, en utilisant le substrat HRP (Substrat HRP Immobilon
Western, Millipore), (Tableau A2-2). L'intensité des bandes a été analysée a l'aide du
logiciel Image Studio Lite.

Protéine An_tlcqrps Concentration Antlcorps Concentration
primaires secondaires
Dystrophine MANDRA 1 1:1000
Sheep anti-mouse 1:1000
Alpha- .
actinine 2 ACTN2 1:2000

Tableau A2- 2. Liste des anticorps utilisés pour le western blot.

11.6. QUANTIFICATION DU NOMBRE DE GENOMES VECTEURS (GV)

Une quantification des génomes vecteurs dans les muscles injectés a été réalisé
afin d’évaluer l'efficacité de la transduction et la persistance des GV 1 mois apres
I'injection. Le protocole de quantification et les réactifs ont été aimablement fournis par
la plateforme MyoVector et Delphine Trochet (Centre de Recherche en myologie).
L'ADN génomique a été extrait des muscles de souris a l'aide d’une solution de lyse
(100 mM Tris-HCI pH 8,5, 5 mM EDTA pH 8, 200 mM NacCl, 0,2 % de SDS) contenant

de la protéine kinase (1 :100, Invitrogen).

Le nombre de copies du génome AAV a été mesuré sur 40 ng d'ADN génomique par
PCR quantitative absolue en temps réel sur un Lightcycler 480 (Roche) en utilisant
des sondes TagMan MGB (Tableau A2-3) et le TagMan® Universal Master Mix
(Applied Biosystems).
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Noms des amorces Séquences Sondes MGB
AAV-F (sens) 5-CTCCATCACTAGGGGTTCCTTG-3'
- 6FAM-TAGTTAATGATTAACCC
AAV-R (anti-sens) 5-GTAGATAAGTAGCATGGC
Titine-F (sens) 5-AAAACGAGCAGTGACCTGAGC-3' FAM-TGCACG
Titine-R (anti-sens) 5-TTCAGTCATGCTGCTACGGC-3’ GAAGCGTCTCGT CTCAGTC

Tableau A2- 3. Amorces et sondes utilisées pour le dosage du nombre de vg.

Des amorces ciblant les séquences ITR de I'AAV ont été utilisés pour amplifier
spécifiquement la séquence du génome viral (Tableau A2-3) a I'aide de programme
spécifique (Tableau A2-4). Un plasmide pAAV contrble a été dilué 10 fois en série et
utilisé comme témoin pour établir la courbe standard de quantification absolue. Tous
les échantillons d'’ADN génomique ont été analysés en double. Les valeurs ont été

normalisées en utilisant le géne titine comme référence.

AAV Titine
Programme
Cycle 'I'((:nr?rﬁ))s Température (C°) | Cycle 'I'((ranrri]r?)s Température (C°)
Dénaturation 1 15:00 95 1 15:00 95
Dénaturation 0:15 95 0:15 95
— 40 40
Hybridation 1:00 59 1:00 54

Tableau A2- 4. Programmes utilisés sur le LightCycler.

I1.7. EXTRACTION D’ARN ET QUANTIFICATION DU SAUT D’EXON 23

Afin d'évaluer le niveau de saut d'exon 23, une analyse RT-PCR a été effectuée.
L'ARN total a été isolé, a partir d'échantillons de muscle TA, avec du Tri Reagent
(Sigma-Aldrich), a l'aide du systéeme Fastprep et de tubes Lysing Matrix D
(MPbiomedicals), selon le protocole du fabricant. L'ADN complémentaire (ADNc) a
ensuite été synthétisé a partir de 1 ug d'ARN total a I'aide du kit RevertAid First Strand
cDNA Synthesis avec des hexaméres aléatoires, conformément aux instructions du

fabricant (Thermo Scientific).

Une analyse PCR semi-quantitative a ensuite été réalisé avec un microlitre d’ADNc
selon un protocole standard (ReddyMix, Thermo Scientific). L'amplification par PCR a
été réalisé avec les amorces (Tableau A2-5) et le programme ci-dessous (Tableau

A2-6). Par la suite les produits de PCR ont été déposé sur des gels d'agarose a 1%,
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colorés au bromure d'éthidium. L'intensité des bandes (formes exon inclus ou exclus)
a été quantifie a l'aide du logiciel Fiji. Le pourcentage d’exclusion de I'exon 23
correspond au rapport de l'intensité de la bande avec I'exon 23 exclus sur l'intensité

totale (somme des intensités des bandes exon 23 inclus et exon 23 exclus).

Noms des amorces Séquences
Exon 20-F (sens) 5-CCCAGTCTACCACCCTATCAGAGC-3
Exon 26-R (anti-sens) 5-CCTGCCTTTAAGGCTTCCTT-3’

Tableau A2- 5. Amorces pour la détection de I'exon 23.

Programme
Etape Cycle T((;)nr?rﬁ))s Température (C°)
Dénaturation 1 15:00 95
Dénaturation 0:30 95
Hybridation 33 1:00 58
Elongation 2 :00 72

Tableau A2- 6. Programme d’amplification de I’exon 23 (exon 20 a 26).

[1.8. PCR QUANTITATIVE

Les analyses qPCR ont été réalisé a l'aide d’'un Lightcycler 480 (Roche) et du kit
SYBR Green (Roche) selon les instructions du fabricant. Le méme programme a été
utilisé pour toute les gPCR (Tableau A2-7). Le niveau d'ARN messager (ARNm) de la
dystrophine (Dmd), de I'U7dex23, de la MHC néonatal (mhy8) et embryonnaire
(mhy3), ainsi que la myostatine (Mstn) ont été quantifié¢ a avec des amorces
spécifiques (Tableau A2-8). Les données ont été analysées avec le logiciel d'analyse
Lightcycler 480. Les valeurs ont été normalisé a RIp0, un géne de référence exprimé

de maniere équivalente dans toutes les conditions.
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Programme
Etape Cycle T(fnr?ﬁ)s Température (C°)
Dénaturation 1 15:00 95
Dénaturation 0:10 95
Hybridation 45 1:15 58
Elongation 2:20 72

Tableau A2- 7. Programme gPCR.

Genes Séquences sens Séquences anti-sens
Geéne de référence
RIp0 5- GAGGACCTCACTGAGATTCGG -3 5- TTCTGAGCTGGCACAGTGAC -3’
Génes d’intéréts

Dmd 5-TCATCTGCCATGTGGAAAAG-3' 5-TGGTTGGCAGTCAAACTTCA-3'

U7dex23 5'-AAGGCCAAACCTCGGCTTAC-3' 5-AGGGGTTTTCCGACCGAAG-3'
Myh3 5-CCTCACCTCTAGCCGGATGGT 5-AATTGTCAGCCACGAAAAT-3
Myh8 5'-CAGGAGCAGGAATGATGCTCTGAG-3' | 5-AGTTCCTCAAACTTTCAGCAGCCAA-3
Mstn 5-CACTCTACAAAGTACGAGTCTCTCT-3' | 5-CTAGAGTTGACTGAAAGTTGACCT-3'

Tableau A2- 8. Séquences d’amorces utilisées pour les gPCR.

[1.9. ANALYSES STATISTIQUES

Les groupes ont été comparés statistiguement a l'aide du logiciel Prism v8

(GraphPad, La Jolla, CA, USA). L'homogénéité de variance des données a éte testée

a l'aide du test de Brown-Forsythe.

Pour la premiere série d'expériences, un test t non apparié avec correction de Welch

a éteé utilisé pour analyser les variables suivantes : pourcentage de MEC, pourcentage

de fibres centro-nuclées, niveau d’expression relative de Myh3 et Myh8, sPO0, PO,

masse, hombre de fibres et min feret. Le pourcentage de noyaux centraux par fibres

centro-nuclées, de fibres par classe de diametre, de fibres par MHC et le diametre des

fibres par MHC ont été analysé grace a un test ANOVA a deux facteurs.

Pour la deuxiéme série d’expériences, un test ANOVA a un facteur a été utilisé pour

analyser les variables suivantes : pourcentage d’aire de fibre exprimant la dystrophine,

ratio dystrophine/alpha-actinine 2, nombre de copie de gv, pourcentage d’exclusion de

I'exon 23, niveau d’expression de TARNm Dmd et de Mstn, sPO, PO, masse, nombre
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de fibres et min feret. Le pourcentage de noyaux par fibres centro-nuclées, de fibres
par classe de diamétre, de fibres par MHC et le diametre des fibres par MHC ont été
analysé grace a un test ANOVA a deux facteurs. Le niveau d’expression d’'U7dex23 a

été analysé avec un test t non apparié avec correction de Welch.

Lorsqu’un effet significatif (ANOVA) a été observe, des comparaisons multiples ont été
effectuées avec le test de Tukeys. Enfin, lorsqu'une interaction significative a été
observée (ANOVA), les différences ont été testées avec le test de Holm-Sidak. Les

valeurs sont des moyennes + SEM.
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II. RESULTATS

l1.1. L’EXERCICE DE COURSE VOLONTAIRE N’INDUIT PAS DE DOMMAGES
MUSCULAIRES CHEZ LES SOURIS D2-MDX ADULTES

Afin de déterminer siI'exercice de course volontaire d’un mois pouvait étre délétéere
pour les muscles de souris D2-mdx adultes, notamment en détruisant les fibres
musculaires, nous avons réalisé une premiére série d’expérimentation afin d’évaluer
les dommages histologiques musculaires. Classiquement, ces dommages se
traduisent par une augmentation de la matrice extracellulaire (MEC). Nous avons donc
réalisé une coloration au Rouge Sirius du collagene de la MEC pour quantifier le
pourcentage de surface musculaire occupée par la MEC au sein de coupes
transversales de tibial antérieur (TA) de souris D2-mdx (Figure A2-2A, 1% rangée).

Aucune différence entre les souris Sed et Wheel n’a été constaté au niveau de la MEC
(Figure A2-2B). Par ailleurs, pour évaluer la dégénérescence des fibres musculaires,
nous avons réalisé un marquage des noyaux centraux au DAPI (bleu) et de la laminine
(vert) afin de quantifier le nombre de fibres régénérées (Figure A2-2A, 2°m¢ gt 3éme
rangée). Le pourcentage de fibres centro-nuclées chez les souris Wheel est similaire
au groupe controle Sed (Figure A2-2C). De la méme maniere, la distribution du
nombre de noyaux centraux par fibre musculaire n’a pas révélé de différence entre les
souris Wheel et Sed (Figure A2-2D). En accord avec ces résultats, le niveau
d’expression des transcrits Myh3 et Myh8 codant respectivement pour la chaine lourde
de la myosine embryonnaire et néonatal n'’a pas augmenté significativement en
réponse a I'exercice (Figure A2-2E et A2-2F). Ces résultats suggeérent que I'exercice

de course volontaire n’induit pas de dommages musculaires.
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Figure A2- 2: L’exercice de course volontaire ne provoque pas de dommages histologiques
musculaires chez des souris adultes D2-mdx. (A) Images représentatives de coupes transversales
de TA de souris D2-mdx. 1 ére rangée : coloration au Rouge Sirius du collagéne de la matrice
extracellulaire (MEC). 2éme rangée : immunomarquage des noyaux centraux (bleu) et de la laminine
(vert). 3éme rangée : cartographie du nombre de noyaux par fibres. Blanc : 0, jaune : 1, orange : 2 ;
rouge : 3. (B) Pourcentage de la surface occupée par la MEC dans une coupe transversale de TA, n=10
par groupe. (C) Pourcentage de fibres centro-nuclées en fonction du nombre de noyaux centraux par
fibre dans une coupe transversale de TA, n=4-5 par groupe. (D) Pourcentage de fibres centraux-nuclées
en fonction du nombre de noyaux centraux par fibre dans une coupe transversale de TA, n=4-5 par
groupe. (E) Quantification relative du niveau d’expression de Myh3 (chaine lourde de la myosine
embryonnaire), n=4 par groupe. (F) Quantification relative du niveau d’expression de Myh8 (chaine
lourde de la myosine néonatale), n=4 par groupe. Sed : sédentaire ; Wheel : roue. UA = unité arbitraire.
Les données sont exprimées en moyenne + SEM. (T-Test ou test ANOVA a deux facteurs). Bar d’échelle
100pm.
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Pour vérifier que I'exercice de course volontaire n’induisait pas de dommages
fonctionnels, nous avons mesuré, in situ, la force maximale absolue (PO) et spécifique
(sP0) des TA de souris D2-mdx a la fin du protocole de course. Les souris Wheel ont
présenté une PO équivalente (Figure A2-3A) et une sPO améliorée (x 1.19) (Figure
A2-3B) par rapport a celles des souris Sed, indiquant ainsi que I'exercice de course
volontaire ne provoquait pas de dommages fonctionnels chez les souris D2-mdx

adultes, et améliorait au contraire la fonction musculaire.
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Figure A2- 3: L’exercice de course volontaire ne provoque pas de dommages fonctionnels chez
des souris adultes D2-mdx. Evaluation chez des TA de souris D2-mdx a la suite d’'un exercice de
course volontaire (A) de la force maximale absolue (P0), n=14 par groupe, et (B) de la force maximale
spécifique (sP0), n=12-13 par groupe. Les données sont exprimées en moyenne + SEM. Sed :
sédentaire ; Wheel : roue. A : significativement différent du contréle (Sed). 1 : p<0.05 (T-test).

Le fait que la PO n’est pas augmentée chez les souris Wheel, bien que la sPO le sait,
est expliqué par une diminution de la masse musculaire. Cette diminution de la masse
musculaire des souris Wheel (x 0.91) par rapport aux souris Sed (Figure A2-4A) n’est
pas associée a une diminution du nombre de fibres, car nous avons observé une
tendance a la hausse du nombre de fibres musculaires par coupes transversales de
TA a la suite de I'exercice (Figure A2-4B). Elle est liée a une réduction du diameétre
minimum (min feret) moyen des fibres musculaires (x 0.88) (Figure A2-4C) avec une
réduction du pourcentage de fibres de 30 a 50 um au profit du pourcentage de fibres
de 10 a 30 um chez les souris Wheel (Figure A2-4D).
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Figure A2- 4 : L’exercice de course volontaire induit une réduction de la masse musculaire chez
des souris adultes D2-mdx. Evaluation chez des TA de souris D2-mdx a la suite d’'un exercice de
course volontaire (A) de la masse musculaire, n=12-14 par groupe (B) du hombre de fibres par coupes
transversales, n=6-10 par groupe, et (C) du diamétre minimum des fibres (min feret) par coupes
transversales, n=6-10 par groupe et (D) du pourcentage de fibres en fonction de classe de diameétre
minimum des fibres, n=7-10 par groupe. Sed : sédentaire ; Wheel : roue. Les données sont exprimées
en moyenne + SEM. a : significativement différent du contréle (Sed ou U7Scr). 1 : p<0.05, 4 : p<0.0001
(T-test ou test ANOVA a deux facteurs).

Comme les fibres de types rapides, telles que les fibres exprimant la MHC-2b, sont de
plus gros diameétre, nous avons émis I'’hypothése que I'exercice pourrait avoir induit
une conversion des fibres rapides vers des fibres plus lentes qui sont plus petites,
expliquant ainsi la réduction de la masse musculaire. Pour vérifier cette hypothése,
nous avons réalisé un immunomarquage de la laminine et des différentes chaines
lourdes de la myosine (MHC-2b, MHC-2a, MHC-1) (Figure A2-5A). De maniére
intéressante, nous avons observé au contraire une diminution du pourcentage des
fibres exprimant la MHC-2a (x 0.72) au profit de fibres plus rapides exprimant la MHC-
2x (x 1.5) chez les souris Wheel (Figure A2-5B). Ainsi la diminution du diameétre

moyen des fibres des souris Wheel n’est pas liée a une augmentation du pourcentage
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de fibres d’un diamétre plus petit (exprimant MHC-2a). Par ailleurs, nous avons
observé que la diminution du diametre des fibres musculaires provenait d’'une
réduction du min feret des fibres exprimant la MHC-2b chez les souris Wheel (x 0.84)

(Figure A2-5C), expliquant ainsi la perte de masse musculaire.
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Figure A2- 5 : L’exercice de course volontaire induit un remodelage musculaire vers des fibres
de type plus rapide chez des souris adultes D2-mdx. (A) Images représentatives d’'un
immunomarquage de la MHCL1 (bleu), la MHC2a (rouge), la MHC2b (violet), et de la laminine (vert)
(MHC 2x, non marquée) dans des coupes transversales de TA de souris D2-mdx. (B) Pourcentage de
fibres par section transversale de TA exprimant MHC-1, MHC-2a, MHC-2x, MHC2b et MHC2a-2b chez
des souris D2-mdx & la suite d’'un exercice de course volontaire, n=5-11 par groupe. (C) Diamétre
minimum (min feret) des fibres en fonction du type de fibres, n=6-10 par groupe. Sed : sédentaire ;
Wheel : roue. Les données sont exprimées en moyenne + SEM. a : significativement différent du
contrdle (Sed). 2 : p<0.01, 3: p <0.001, (Test ANOVA a deux facteurs). Bar d’échelle 100um

En résumé, I'exercice de course volontaire n’induit aucun dommage histologique et
fonctionnel chez les souris D2-mdx Wheel, bien qu’il induise un remodelage
musculaire. Au contraire, la qualité fonctionnelle du muscle (sP0) est améliorée. Ces
résultats suggérent que I'exercice de course n’accélere pas les cycles de
dégénérescence/régénération, c’est a dire le «turnover » des fibres, qui pourrait

potentiellement compromettre I'idée d’'une thérapie génique.

Il.2. LEXERCICE DE COURSE VOLONTAIRE DIMINUE L’EFFICACITE DE LA
THERAPIE GENIQUE CHEZ LES SOURIS D2-MDX ADULTES

Nous avons vu précédemment que I'exercice physique d’endurance ne provoquait
pas de dommages musculaires chez la souris D2-mdx, cest a dire une

dégénérescence des fibres musculaires. Ainsi, il a été possible d’envisager une
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seconde série d’expérimentation visant a déterminer si I'exercice physique
d’endurance était susceptible de moduler I'efficacité de la thérapie génique. Pour ce
faire, des souris D2-mdx adultes ont recu une injection intramusculaire dans le TA
d’AAV1-U7dex23 (U7dex23) ou d’AAV1-U7Scramble (U7Scr). Une partie des souris a
ensuite été placées dans une cage avec une roue a disposition pendant 1 mois. Pour
évaluer l'efficacité de la thérapie génique, nous avons mesuré I'expression de la
dystrophine au niveau protéique, grace a un immunomarquage de la dystrophine
(Figure A2-6A). Nos résultats indiquent que la thérapie génique a permis de restaurer
pres de 80% de I'aire du muscle occupé par des fibres exprimant la dystrophine chez
les souris U7dex23 par rapport au souris U7Scr. Toutefois, cette restauration de la
dystrophine a été amoindrit par I'exercice physique de course chez les souris
U7dex23+Wheel par rapport aux souris U7dex23 (x 0.78) (Figure A2-6B). Le niveau
protéique en dystrophine a également été apprécié par western-blot. La quantification
de la teneur en dystrophine normalisée a I'alpha-actinine a mis en évidence une
augmentation protéique de la dystrophine chez les souris U7dex23 par rapport aux
souris U7Scr (x 51.3). Cependant, cette quantité de dystrophine a été diminuée chez
les souris U7dex23+Wheel par rapport aux souris U7dex23 (x 0.58) (Figure A2-6C),
ce qui corrobore les résultats de 'immunomarquage. De plus, nous avons quantifié le
niveau d’expression du géne codant pour la myostatine (Mstn), qui est,
indépendamment de son réle d’inhibiteur de la croissance musculaire, un biomarqueur
de la restauration de la dystrophine suite a une thérapie (Mariot et al., 2020). En accord
avec les résultats précédent, le niveau d’expression de TARNm de Mstn chez les souris
U7dex23 a augmenté (x 4.2), confirmant I'efficacité de la thérapie (Figure A2-6D). De

plus, il est diminué chez les souris U7dex23+Wheel par rapport aux souris U7dex23.
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Figure A2- 6 : L’exercice de course volontaire diminue la réexpression de la dystrophine chez
des souris adultes D2-mdx injectées avec un AAV1-U7dex23. (A) Immunomarquage de coupes
transversale de TA pour détecter la dystrophine (rouge). (B) Analyse quantitative du pourcentage d’aire
totale de fibres exprimant la dystrophine, n=4-6 par groupe. (C) Analyse quantitative par Western-Blot
du niveau protéique de la dystrophine, correspondant au ratio dystrophine/alpha-actinine, n=4-6 par
groupe. (D) Quantification relative du niveau de MSTN (myostatine), n=4 par groupe. U7Scr : injectées
avec AAV1-U7Scramble ; U7dex23 : injectées avec AAV1-U7dex23 ; U7dex23+Wheel : combinaison
AAV1-U7dex23 et roue. UA = unité arbitraire. Les données sont exprimées en moyenne = SEM. a :
significativement différent du contréle (U7Scr) ; b : significativement différent d’'U7dex23. 1 : p<0.05, 2 :
p <0.01,3:p<0.001,4:p<0.0001 (Test ANOVA a un facteur). Bar d’échelle 100um.

Nous avons cherché a comprendre l'origine de cette baisse d’expression de la
dystrophine a la suite de I'exercice physique. Pour ce faire, nous avons tout d’abord
quantifié le nombre de copie de vecteur viral (GV) par noyau afin de vérifier s’il y avait
eu une perte de vecteur viral causée par I'exercice. Toutefois, nous n’avons pas
observé de différence dans le nombre de copie de GV entre les différentes conditions
(Figure A2-7A), indiquant que l'exercice n'‘a pas provoqué de perte de fibres
préalablement transduites. Ensuite, nous avons mis en évidence par une analyse RT-

PCR que cette diminution de la restauration en dystrophine chez les souris ayant
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réalisé la course volontaire semblait associée a une réduction, bien que non
significative (P=0,08) de I'exclusion de I'exon 23 chez les souris U7dex23+Wheel par
rapport au souris U7dex23 (x 0.86) (Figure A2-7B et A2-7C).

A 500 B 100 .
— 4 a
S a _
400 T o 80 — Db=008
. T & -
S 3004 S 604
o) x
E (]
> 2004 S 40+
) ®
3
100 S 20—
X
L
0 T T T 0 T T T
< ¥ > < » >
o _p/ & e vV &
NN NN
N} a2 ) >
ol 4
S ¥
N N
U7Scr U7dex23 U7dex23 + Wheel
+ex23
- ex23
57 a’ 2.5
s < 4 T a2 2 2.0
82 et ‘
25 34 L < 1.54
55 £
= ~ |
O g 24 D 1.0
o2 £
S<1d = & 0.51
w <
0 T T T 0.0 T T
o i > il >
A < A (4
SIEPCCE o A
S 3 S o
5 3+
o ¥
N N

Figure A2- 7 : Ladiminution de la restauration en dystrophine semble associée a une baisse de
I’exclusion de I'’exon 23. (A) Quantification du nombre de copie de génome vecteur par noyau (B)
Analyse RT-PCR de I'exclusion de I'exon 23 du géne Dmd dans des souris D2-mdx injectées avec un
AAV1-U7Scr ou un AAV1-U7dex23. (C) Pourcentage d’exclusion de I'exon 23, n=4-6 par groupe. (D)
Quantification relative de dystrophine au niveau transcriptionnel par q°PCR. La dystrophine est mesurée
par le niveau d’expression des exons 78-79 aprés normalisation a un géne endogéne. L’expression des
exons 78-79 est rapportée a la moyenne obtenue dans le groupe U7Scr, n=4-6 par groupe. (E)
Quantification relative du transcrit U7dex23, n = 5-6 par groupe. U7Scr : injectées avec AAV1-
U7Scramble ; U7dex23 : injectées avec AAV1-U7dex23 ; U7dex23+Wheel : combinaison AAV1-
U7dex23 et roue. UA = unité arbitraire. Les données sont exprimées en moyenne + SEM. a :
significativement différent du contrdle (U7Scr). 2 : p<0.01, 3: p<0.001, 4 : p <0.0001 (Test ANOVA
a un facteur ou T-test).
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De maniére intéressante, nous n'avons pas constaté que la course volontaire induisait
une diminution significative de la dystrophine du fait d’'une baisse de I'expression de
Dmd chez les souris U7dex23+Wheel (Figure A2-7D). En effet, la quantité d’ARNm
Dmd codant pour la dystrophine n’était pas significativement diminuée chez les souris
U7dex23+Wheel par rapport aux souris U7dex23 (Figure A2-7D). En outre, nous
avons veérifié si I'exercice n’avait pas diminué le niveau d’expression de I'U7dex23.
Nous n’avons pas observé de diminution du transgene U7dex23, la quantité de
transcrit étant similaire chez les souris U7dex23+Wheel par rapport aux souris
U7dex23 (Figure A2-7D).

Par la suite, nous avons cherché a confirmer que la diminution de l'efficacité de la
thérapie génique chez les souris U7dex23+Wheel ne provenait pas de dommages
musculaires causés par I'exercice. Dans un premier temps, nous avons évalué les
dommages musculaires histologiques. L’analyse du pourcentage de surface
musculaire occupée par la MEC n’a révélé aucune différence entre les groupes
U7dex23+Wheel, U7dex23 et U7Scr (Figures A2-8A, 1%¢ rangée et A2-8B). De la
méme maniere, nous n‘avons pas observé d’augmentation du pourcentage de fibres
centro-nuclées (Figures A2-8A, 2°™ rangée et A2-8C), un marqueur d’une
dégénérescence antérieure des fibres, ni de changement dans le pourcentage de
fibres exprimant un nombre variable de noyaux centraux par fibore musculaire (Figures
A2-8A, 3°M¢ rangée et A2-8D) chez les souris U7dex23+Wheel par rapport au souris
U7dex23.
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Figure A2- 8 : L’exercice de course volontaire ne provoque pas de dommages histologiques chez
des souris adultes D2-mdx injectées avec un AAV1-U7dex23. (A) Images représentatives de coupes
transversales de TA de souris D2-mdx. 1 ére rangée : coloration au rouge sirius du collagéne de la
matrice extracellulaire (MEC). 2™ rangée : immunomarquage des noyaux centraux (bleu) et de la
laminine (vert). 3¢™ rangée : cartographie du nombre de noyaux par fibres. Blanc : 0, jaune : 1, orange
: 2 ; rouge : 3. (B) Pourcentage de la surface occupée par la MEC dans une coupe transversale de TA,
n=4-6 par groupe. (C) Pourcentage de fibres centraux-nuclées dans une coupe transversale de TA,
n=4-6 par groupe. (D) Pourcentage de fibres centraux-nuclées en fonction du nombre de noyaux
centraux par fibre dans une coupe transversale de TA, n=4-6 par groupe. U7Scr : injectées avec AAV1-
U7Scramble ; U7dex23 : injectées avec AAV1-U7dex23 ; U7dex23+Wheel : combinaison AAV1-
U7dex23 et roue. UA = unité arbitraire. Les données sont exprimées en moyenne + SEM. (Test ANOVA
a un facteur ou test ANOVA 2 facteurs). Bar d’échelle 100pm.
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En accord avec ces résultats, aucune augmentation du niveau d’expression des génes
codant pour la chaine lourde de la myosine embryonnaire (Myh3) (Figure A2-9A) et
néonatale (Myh8) (Figure A2-9B) n’a été constaté chez les souris U7dex23+Wheel
par rapport au souris U7dex23.
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Figure A2- 9: L’exercice de course volontaire ne provoque pas d’augmentation des transcrits
Myh3 et Myh8 chez des souris adultes D2-mdx injectées avec un AAV1-U7dex23. (A)
Quantification relative du niveau de Myh3 (chaine lourde de la myosine embryonnaire), n=4 par groupe.
(B) Quantification relative du niveau de Myh8 (chaine lourde de la myosine néonatale), n=4 par groupe.
UA = unité arbitraire. Les données sont exprimées en moyenne + SEM. a : significativement différent
du contréle (U7Scr). 2: p<0.01, 3: p <0.001 (Test ANOVA a un facteur).

Dans un second temps, nous avons évalué les dommages musculaires fonctionnels
par des mesures, in situ, de la force maximale absolue (P0O) et spécifique (sP0) des
TA de souris D2-mdx a la fin du protocole de course. Nous avons noté que I'exercice
de course volontaire, chez les souris traitées avec la thérapie génique, n'avait pas
diminué la fonction musculaire des souris D2-mdx, car la PO (Figure A2-10A) et la sPO
(Figure A2-10B) étaient identiques chez les souris U7dex23+Wheel et U7dex23. Ces
résultats confirment le fait que I'exercice volontaire de course n’est pas dommageable

pour les souris U7dex23+Wheel.
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Figure A2- 10 : L’exercice de course volontaire ne provoque pas de dommage fonctionnel chez
des souris adultes D2-mdx injectées avec un AAV1-U7dex23. Evaluation chez des TA de souris D2-
mdx suite a un exercice de course volontaire combiné a une thérapie génique (U7dex23) (A) de la force
maximale absolue (P0), n=4-6 par groupe, et (B) de la force maximale spécifique (sP0), n=4-6 par
groupe. U7Scr : injectées avec AAV1-U7Scramble ; U7dex23 : injectées avec AAV1-U7dex23 ;
U7dex23+Wheel : combinaison AAV1-U7dex23 et roue. U7Scr : injectées avec AAV1-U7Scramble ;
U7dex23 : injectées avec AAV1-U7dex23 ; U7dex23+Wheel : combinaison AAV1-U7dex23 et roue. Les
données sont exprimées en moyenne + SEM. a : significativement différent du contréle (U7Scr). (Test
ANOVA a un facteur).

Par ailleurs, contrairement aux souris Wheel, nous avons constaté que les souris
U7dex23+Wheel ne présentaient pas de réduction de la masse musculaire par rapport
aux souris U7dex23 (Figure A2-11A). En accord, nous n’avons pas observé de
diminution du nombre de fibres (Figure A2-11B), du diamétre minimum (min feret)
moyen des fibres musculaires (Figure A2-11C), ni du pourcentage de fibres
musculaires plus petites en diametre (Figure A2-11D) chez les souris

U7dex23+Wheel par rapport au souris U7dex23.
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Figure A2- 11 : L’exercice de course volontaire induit une réduction de la masse musculaire chez
de souris adultes D2-mdx injectées avec un AAV1-U7dex23. Evaluation chez des TA de souris D2-
mdx a la suite d’un exercice de course volontaire combiné a une thérapie génique (U7dex23) (A) de la
masse musculaire, n=4-6 par groupe (B) du nombre de fibres, n=4-6 par groupe, (C) du diametre
minimum des fibres (min feret), n=4-6 par groupe et (D) du pourcentage de fibres en fonction de classe
de diamétre minimum des fibres, n=4-6 par groupe. U7Scr : injectées avec AAV1-U7Scramble ;
U7dex23 : injectées avec AAV1-U7dex23 ; U7dex23+Wheel : combinaison AAV1-U7dex23 et roue. Les
données sont exprimées en moyenne + SEM. a : significativement différent du contrdle (U7Scr). 2 :
p<0.01. (Test ANOVA a un facteur ou test ANOVA a deux facteurs).

Comme pour les souris Wheel, nous avons constaté que I'exercice de course a induit
une conversion des fibres vers des fibres plus rapides chez les souris U7dex23+Wheel
(Figure A2-12A et A2-12B). En effet, il a été constaté une diminution du pourcentage
des fibres exprimant la MHC-2a au profit de fibres plus rapides MHC-2b chez les souris
U7dex23+Wheel par rapport aux souris U7dex23 (Figure A2-12B). Par ailleurs, nous
n’avons pas constaté de variations du diamétre des différents types de fibres (Figure
A2-12C).
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Figure A2- 12 : L’exercice de course volontaire induit un remodelage musculaire vers des fibres
de type plus rapide chez des souris adultes D2-mdx D2-mdx injectées avec un AAV1-U7dex23.
(A) Images représentatives d’'un immunomarquage de la MHC1 (bleu), la MHC2a (rouge), la MHC2b
(violet), et de la laminine (vert) (MHC 2x, non marquée) dans des coupes transversales de TA de souris
D2-mdx. (B) Pourcentage de fibres par section transversale de TA exprimant MHC-1, MHC-2a, MHC-
2x, MHC2b et MHC2a-2b chez des souris D2-mdx a la suite d’'un exercice de course volontaire combiné
a une thérapie génique (U7dex23), n=4-6 par groupe. (C) Diamétre minimum (min feret) des fibres en
fonction du type de fibres, n=4-6 par groupe. U7Scr : injectées avec AAV1-U7Scramble ; U7dex23 :
injectées avec AAV1-U7dex23 ; U7dex23+Wheel : combinaison AAV1-U7dex23 et roue. U7Scr :
injectées avec AAV1-U7Scramble ; U7dex23 : injectées avec AAV1-U7dex23 ; U7dex23+Wheel :
combinaison AAV1-U7dex23 et roue. Les données sont exprimées en moyenne = SEM. a :
significativement différent du contréle (U7Scr). 1 : p<0.05, 2 : p< 0.01, 3: p < 0.001, (Test ANOVA a
deux facteurs). Bar d’échelle 100um.

Ainsi, nous avons montré que I'exercice d’endurance volontaire diminuait I'efficacité
de la thérapie génique, en réduisant la restauration de la dystrophine. Ce résultat ne
résulte apparemment pas de dommages musculaires induits par l'exercice, qui
conduiraient a la destruction de fibres venant d’étre transduites par le vecteur viral. En
accord avec ceci, nous avons trouvé que le nombre de GV n’était pas diminué par
I'exercice d’endurance. La diminution de la quantité de dystrophine ne semble pas non

plus liée a une diminution de I'expression de Dmd. Toutefois, il est possible que la
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réduction de la quantité de la dystrophine soit liée au processus d’exclusion de I'exon
23 par 'U7dex23, puisque le pourcentage d’exclusion a tendance a étre diminué par
'exercice d’endurance. En addition, nous avons observé que l'effet de I'exercice
concernant la masse et sPO est quelque peu différent chez les souris U7dex23+Wheel
et Wheel.
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V. DISCUSSION

L’objectif de cette étude était de déterminer si un exercice d’endurance chronique
pouvait modifier I'efficacité d’une thérapie génique, c’est a dire la restauration de
I'expression de la dystrophine dans le muscle de souris D2-mdx. La thérapie génique
par saut d’exon médié par un AAV est une thérapie largement connue qui consiste a
cibler 'exon 23 muté du géne de la dystrophine avec un petit ARN nucléaire modifié
(U7snRNA) exprimé grace a un vecteur de type AAV2/1. Ce U7snRNA modifié met
deux semaines pour commencer a étre fortement exprimé dans le muscle (Goyenvalle
et al., 2004a). Nos résultats indiquent un niveau satisfaisant de restauration de la
dystrophine a la suite de I'administration de 'U7dex23 chez les souris sédentaires.
C’est pourquoi nous avons choisi de faire réaliser aux souris un protocole de course
volontaire d’'un mois débuté trois jours aprés linjection intramusculaire d’AAV1-
U7dex23. Nos résultats ont mis en évidence que I'exercice d’endurance volontaire
réduisait la restauration de la dystrophine, suggérant ainsi que I'exercice induisait une
diminution de I'efficacité de cette thérapie génique dans un modele murin sévére de
DMD.

De maniére originale, nous montrons que I'exercice d’endurance volontaire diminue
'expression de la dystrophine de 42% en western-blot et de 19% en immunomarquage
chez la souris D2-mdx. Des résultats qui vont dans le méme sens que la diminution,
bien que non-significative de I'expression de MSTN, un biomarqueur de la restauration
de dystrophine. A notre connaissance, aucune étude n’avait encore jamais analysé
I'effet de I'exercice pendant les premiéres semaines d’'une thérapie génique, phase
durant laquelle I'expression de la dystrophine s’installe et atteint son état stable. En
effet, dans la littérature, une seule étude s’est intéressée a l'effet de I'exercice physique
d’endurance de 5, 5 mois (22 semaines) combiné a une thérapie génique par injection
systémique d’'un AAV permettant I'expression d’une micro-dystrophine chez la souris
mdx (Hamm et al.,, 2021). Dans cette étude de Hamm et al, I'exercice de course
volontaire de 5,5 mois a permis d’augmenter de 63 % la restauration en dystrophine
dans les muscles quadriceps de souris mdx. Toutefois, une réduction d’expression de
la micro-dystrophine dans le diaphragme des souris a été observe, suggérant un effet
différentiel de I'exercice suivant le muscle étudié (muscle locomoteur ou respiratoire,

différents en composition de fibres...). Nos résultats concernant I'effet de I'exercice
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d’endurance sur I'expression de la dystrophine dans le muscle locomoteur different
donc de ceux de Hamm et al. Cependant, il est important de noter les différences de
meéthodologie entre ces deux études. Tout d’abord, le mode d’injection systémique
permet une distribution des vecteurs viraux plus uniforme que lors d’une injection
locale, mais elle nécessite en revanche des doses de vecteurs bien plus élevées et il
est connu que I'administration d’AAV a un impact sur la réponse immunitaire de I'héte,
c’est pourquoi nous avons privilégié une administration intra-musculaire (Bowles et al.,
2011). De plus, notre protocole d’exercice a été congu afin d’évaluer I'impact de
'exercice sur la thérapie lorsque les deux sont réalisés en paralléle, alors que le
protocole d'Hamm et al., de 5,5 mois ne permet pas de différencier I'impact de
'exercice lors de la phase d’installation de la production de dystrophine de celui
correspondant a la phase ou la dystrophine est restaurée a un niveau notable. En
outre, le muscle quadriceps, un extenseur de la jambe, et le tibial antérieur, un
fléchisseur plantaire, sont sollicités de fagon différente lors d’'un exercice de course,
ce qui peut aussi expliquer ces résultats contradictoires sur ces muscles locomoteurs.
Enfin, U7dex23 est sous le contrdle de son propre promoteur (Goyenvalle et al., 2012)
alors que la microdystrophine est sous le contrdle d’'un promoteur synthétique du géne
de la créatine kinase a restriction musculaire striée (Himeda et al., 2011). L’éventuel
impact différentiel de I'exercice sur ces deux promoteurs dans des muscles différents

est possible bien qu’il reste encore largement a déterminer.

Par la suite, nous avons cherché a comprendre a quoi était due la diminution de la
restauration de la dystrophine chez les souris D2-mdx exercé volontairement. Celle-ci
ne s’explique pas par le fait que I'exercice physique d’endurance ait accéléré les cycles
de dégénérescence/régénération musculaire. En effet, nous n’avons observé aucune
augmentation du nombre de fibres centro-nuclées, ni du pourcentage de MEC, ni de
diminution de la fonction musculaire chez les souris dans les deux expérimentations,
qui aurait pu suggérer une dégénérescence des fibres transduites ou sur le point de
I'étre par des vecteurs viraux. De plus, le nombre de copie de vecteur viral est identique
chez les souris U7dex23+Wheel et U7dex23, ce qui confirme que I'exercice n'a pas
entrainé une perte de fibres qui n’exprimaient pas encore un niveau de dystrophine
suffisant pour les protéger des dommages musculaires potentiels. En addition, si on
émet '’hypothése que I'exercice avait induit une nécrose massive des fibres fragiles

(i.e. sans dystrophine a un niveau suffisant) au début du protocole, alors il ne serait
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resté que des fibres transduites (i.e. avec de la dystrophine) et donc le pourcentage
d’exclusion de I'exon 23 aurait d0 augmenter chez les souris Udex23+Wheel. Or, au
contraire nous avons observé une diminution de ce pourcentage d’exclusion de I'exon
23 chez ces souris, suggérant également qu’il N’y a pas eu de nécrose accrue des
fibres musculaires avec I'exercice. Enfin, le fait que I'expression de Prox1 (cf. Axe 1),
en utilisant une méthodologie équivalente a celle de la présente étude, est similaire
dans les muscles de souris mdx ayant réalisés ou non un exercice d’endurance,
indique également que l'exercice volontaire ne provoque pas de nécrose de fibres
transduites ou sur le point de I'étre. En accord avec ces résultats, d’autres études ont
montré qu’'un exercice de course volontaire de plusieurs semaines ne provoquaient
pas de dommages musculaires dans les muscles soléaire, EDL et tibial antérieur de
la souris mdx (Hourdé et al., 2013; Landisch et al., 2008). De la méme maniére, des
exercices de tapis roulant de faible et moyenne intensité de 6 mois n’ont pas aggravé
la fibrose dans le gastrocnémien de souris D2-mdx adultes (Zelikovich et al., 2019).
L’ensemble de ces résultats nous suggére fortement que I'exercice d’endurance
chronique n’induit pas de dommages musculaires a l'origine de la baisse d’efficacité

de la thérapie génique.

Si 'absence de dommages musculaires ne permet pas de comprendre la diminution
de I'expression de la dystrophine, une diminution de I'expression du géne Dmd chez
les souris U7dex23+Wheel aurait pu I'expliquer. Toutefois, nous montrons que
I'expression du géne Dmd chez les souris n’est pas diminuée par I'exercice volontaire.
De la méme maniére, nous n'avons pas observé une diminution du niveau
d’expression du transgéne qui aurait pu expliquer la baisse d’efficacité de la thérapie,
alors que le pourcentage d’exclusion de I'exon 23 lui a baissé. S’il n’'y a pas de
variations au niveau transcriptionnel, on peut supposer que la diminution de
I'expression de la dystrophine provient soit d’'une altération de la traduction, soit d’'une
dégradation des protéines a la hausse. En effet, il est bien établit que I'exercice active
le systeme ubiquitine-protéasome, un des principaux mécanismes protéolytiques
intracellulaires (Cunha et al., 2012; Murton et al., 2008; Reid, 2005; Taillandier et al.,
2004). Ce systeme ubiquitine-protéasome est notamment responsable de la majeure
partie de la dégradation des protéines intracellulaires (>80%), dont les protéines

sarcomériques (Cunha et al., 2012).
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Quel que soient les mécanismes, I'impact attendu de la diminution de la dystrophine,
serait une augmentation de la fragilité du muscle induite par I'exercice volontaire. Ceci
reste a étre confirmer dans le futur. Néanmoins, nous ne constatons pas que I'exercice
musculaire diminue la fonction musculaire puisque la force maximale spécifique n’est
pas modifiée chez les souris traitées par 'U7dex23. |l est donc possible que le niveau
de restauration de dystrophine, bien que diminué, soit suffisant pour assurer une
protection satisfaisante du muscle dystrophique. Il reste aussi a déterminer si cette
diminution de la restauration de la dystrophine induite par I'exercice volontaire est

durable, c’est-a-dire observable au-dela de notre période d’observation d’1 mois.

En addition, nous avons constaté que I'exercice volontaire ne diminuait pas la masse
musculaire ni le diamétre des fibres, et n"augmentait pas la force maximale chez les
souris D2-mdx traitées par U7dex23, contrairement a ce qui a été observé chez les
souris D2-mdx non injectée. Toutefois, I'exercice volontaire induit la méme conversion
des types de fibres que les souris soient ou non traitées par U7dex23. Ces résultats
suggerent que les effets de I'exercice volontaire ne sont pas facilement transposables
d’'un muscle dystrophique a un muscle dystrophique traités par une thérapie visant a

restaurer la dystrophine.
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Travail expérimentale (Axe 2) - Conclusion

V. CONCLUSION

Dans ce deuxiéme axe, hous avons mis en évidence que I'exercice d’endurance
volontaire réduisait la restauration de la dystrophine dans un modéle murin sévere de
DMD, lorsque le protocole d’exercice est réalisé en méme temps que la transduction
des fibres musculaire par U7dex23. Cette réduction de la quantité de dystrophine
pourrait étre associée a une diminution du pourcentage d’exclusion de I'exon 23, mais
cela ne s’explique pas par une diminution du niveau d’expression du transgéne. Une
activation du systeme ubiquitine-protéasome pourrait peut-étre fournir une explication
et nécessiterait d’étre davantage étudié. Par ailleurs, de maniére intéressante nous
avons observé un remodelage musculaire a la suite de I'exercice vers des fibres plus

rapide.

Nos résultats suggérent donc, de fagon originale, qu’une thérapie génique visant a
restaurer la dystrophine peut diminuer d’efficacité en cas d’exercice musculaire. Si cela
était confirmé dans le cadre d’un transfert de géne visant la restauration de dystrophine
par injection d’'un AAV en systémique, ceci pourrait étre trés utile pour la mise au point
de stratégie thérapeutique chez les patients DMD. Actuellement, la thérapie génique
seule ne semble pas suffisante, invitant donc a combiner plusieurs traitements. Ainsi,
il nous semble intéressant de déterminer 'effet de I'exercice volontaire, une fois la
restauration de la dystrophine faite (par exemple, un mois aprés linjection de
'U7dex23), afin de déterminer I'éventuel effet bénéfique de I'exercice sur la fonction
musculaire chez un muscle dystrophique présentant un niveau de dystrophine

satisfaisant.
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TRAVAIL EXPERIMENTAL (Axe 3)

Effet de I’exercice physique chronigue mimant un
entrainement de résistance sur la fonction musculaire d’un

modeéele murin sévere de DMD
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TRAVAIL EXPERIMENTAL (Axe 3) - Contexte de I'étude

l. CONTEXTE DE L’ETUDE

Depuis longtemps des thérapies géniques visant a restaurer la dystrophine sont
testées dans le cas de la DMD (Chamberlain and Chamberlain, 2017), au stade
préclinique. Toutefois, il est peu probable qu’elles puissent restaurer complétement la
fonction du muscle dystrophique. Par exemple, un muscle dystrophique faible et
atrophié n’aura pas une fonction musculaire normale, méme si dans le meilleur des
cas, toutes les fibres expriment de la dystrophine a la suite d’'une thérapie génique.
C’est pourquoi, il faut envisager des traitements complémentaires qui vont viser a
diminuer la gravité des symptdmes, notamment la faiblesse musculaire. Par exemple,
beaucoup d’études ces derniéres années ont testé un traitement conduisant a
l'inhibition de la myostatine, un régulateur négatif de la croissance musculaire, dans le
muscle dystrophique. Toutefois, les résultats obtenus sont peu encourageant

(Hoogaars et al., 2012).

Dans le cas du muscle sain, il est bien établi que I'entrainement en force-vitesse
améeliore la performance musculaire car il induit un gain de force maximal conséquent.
En théorie, lI'exercice de résistance chronique dans le cas de la DMD pourrait donc
permettre de lutter contre la faiblesse musculaire, a condition qu’il n'exacerbe pas le
processus dystrophique. Seules quelques études ont déterminé l'impact de I'exercice
chronique en résistance, impliquant des contractions musculaires de haute intensite,
sur la fonction musculaire de modéles murins de DMD, et & notre connaissance, toutes
ont utilisé des souris mdx comme modéle murin de DMD (Dick and Vrbova, 1993; Ferry
et al., 2015a; Joanne et al., 2012; Lindsay et al., 2019a). Chez la souris mdx, malgré
le fait que le muscle soit fragile, plusieurs études ont montré que des exercices en
résistance chronique amélioraient, parfois considérablement, la fonction musculaire
des muscles des pattes postérieurs (Ferry et al., 2015a; Joanne et al., 2012; Lindsay
et al., 2019a) et pouvait méme diminuer la fragilité musculaire (Ferry et al., 2015a;
Lindsay et al., 2019a). Néanmoins, l'effet de I'exercice de résistance chronique sur la
fonction musculaire dans un modéle murin sévére de DMD, qui présente une faiblesse

et une fragilité encore plus importante, reste encore a déterminer.

Dans ce dernier axe, nous avons donc décidé de déterminer I'effet de I'exercice de

résistance chronique sur la fonction musculaire chez la souris D2-mdx afin de vérifier
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gu’il puisse améliorer la fonction musculaire. Pour ce faire, nous avons utilisé la
surcharge meécanique («overload », OVL), un modéele non physiologique
d'entrainement de résistance chronique (Binkhorst and 't Hof MA van, 1973; Booth and
Thomason, 1991; Michel et al., 1989), connu pour améliorer la fonction musculaire des
pattes postérieurs chez la souris mdx (Ferry et al., 2015a; Joanne et al., 2012). Avec
ce modele, nous avons ainsi pu mimer un exercice de « musculation » d’'un mois sur
les muscles plantaires de souris D2-mdx et mdx, afin de comparer ses effets dans des

modeles murins sévere et modéré de DMD.
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TRAVAIL EXPERIMENTAL (Axe 3) - Matériel et méthodes

Il MATERIEL ET METHODES

I.1. PROTOCOLE EXPERIMENTAL

L’ensemble des procédures ont été effectuées conformément aux législations
nationales et européennes et ont été approuvées par le comité d'éthique institutionnel
« Charles Darwin » (projet n ° 01362.02). Des souris males D2-mdx (Dba2/J x
C57BL/10ScSn- Dmd M®) (n=8), Dba2/J (n=16), mdx (fond hybride C57BI / 6 x C57BI
/ 10) (n=19) et C57BI / 6 (n=14) méales agées de 2-3 mois ont été réparties

aléatoirement en différents groupes témoins et expérimentaux.

Des souris D2-mdx, D2-WT, mdx (fond hybride C57Bl / 6 x C57BI / 10) et C57BI /10
ont été utilisé afin de comparer l'effet d’'un exercice de résistance chronique dans un
modele murin sévere de DMD par rapport a un modéle modéré. Une surcharge
meécanique du muscle plantaire a été réalisé sur des souris D2-mdx (OVL, n=10, Ctrl,
n=8) et mdx (OVL, n=18, Ctrl, n=20) pendant 1 mois. Des muscles de souris WT ont
aussi subi ou non une surcharge mécanique (D2-WT : OVL, n=18, Ctrl, n=14 et C7-
WT : OVL, n=16, Ctrl, n=12). En bref, les animaux ont été anesthésiés avec du
pentobarbital (ip, 50 mg/kg du poids corporel). Les muscles plantaires des deux pattes
de chaque souris ont été surchargés mecaniquement (OVL) par ablation chirurgicale

des muscles soléaires et des muscles gastrocnémiens (Figure A3-1).

Un mois apres la surcharge mécanique les mesures de force ont été réalisées, puis

les souris ont été euthanasiées et les muscles prélevés.
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Figure A3- 1 : Schéma du protocole expérimental. Surcharge mécanique d’un mois pour comparer
l'effet d’'un exercice de résistance chronique dans des souris D2-mdx par rapport a des souris mdx.
GAS : gastrocnémien ; SOL : soléaire ; PL : plantaris ; PO : force maximale absolue ; sPO :

maximale spécifique.

Alexandra Monceau - Thése de Doctorat - 2021

force



TRAVAIL EXPERIMENTAL (Axe 3) - Matériel et méthodes

II.2. MESURE DE FORCE

En collaboration avec 'TUMS28, la fonction musculaire des muscles plantaires a été
évaluée au bout d'1 mois en mesurant la contraction musculaire in situ. En bref, les
souris ont été anesthésiées a l'aide de pentobarbital (60 mg/kg, ip). La température
corporelle a été maintenue a 37°C. Le genou et le pied ont été fixés a I'aide de broches
et de pinces et le tendon distal du muscle plantaris a été attaché au bras de levier d'un
systeme de servomoteur (305B, Dual-Mode Lever, Aurora Scientific) a I'aide d'une
ligature en soie. Le nerf sciatique a été écrasé au niveau proximal et stimulé au niveau
distal par une électrode bipolaire en argent utilisant des impulsions supra maximales
a onde carrée d'une durée de 0,1 ms. Les réponses a la stimulation tétanique
(fréquence d'impulsion 50-143 Hz) ont été successivement enregistrées. Une période
de repos d’1 minute a été accordée entre les contractions. La force isométrique
maximale absolue (PO) a été déterminée a la longueur optimale (longueur a laquelle
la tension maximale a été obtenue pendant le tétanos). La force a ensuite été
normalisée par rapport a la masse musculaire (m) pour estimer la force isométrique
maximale spécifique (sP0). La résistance a la fatigue a ensuite été évaluée aprés une
période de repos de 5 minutes. Pour ce faire, le muscle a été stimulé en continu a 50
Hz pendant 2 min (tétanos continu sous-maximal). La durée correspondant a une

diminution de 40% de la force a été relevé.

[1.3. HISTOLOGIE ET IMMUNOHISTOCHIMIE

Des coupes transversales (8 um) ont été obtenues a l'aide d'un cryostat, dans le
milieu du muscle TA. Une partie des coupes ont été utilisées pour une analyse

histologique de la fibrose selon un protocole standard pour la coloration Rouge Sirius.

L’autre partie des coupes ont été utilisées pour l'immunohistochimie. Pour la
détermination de la composition en fibres musculaires, un marquage séparé de la
MHC-1 a été réalisé. Des coupes congelées non fixées exprimant la chaine lourde de
la myosine (MHC) ont été bloguées pendant 1h dans une solution saline tampon
phosphate supplémentée avec 2% d'albumine de sérum bovin (BSA) et 2% de sérum
de veau foetal (SVF). Les coupes ont ensuite été incubées pendant une nuit soit avec
des anticorps primaires dirigés contre la laminine (Sigma, France), la MHC-2a (clone

SC-71, Developmental Studies Hybridoma Bank, Université de I'lowa), et la MHC-2b
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(clone BF-F3, Developmental Studies Hybridoma Bank), soit avec des anticorps
primaires dirigés contre la laminine (Sigma, France) et la MHC-1 (clone BA-D5,
Developmental Studies Hybridoma Bank). Apres des lavages dans du PBS, les coupes
ont été incubées 1 h avec des anticorps secondaires (Alexa Fluor, Invitrogen) (Tableau
A3-1), puis 5 minutes avec une coloration Hoechst (33342, Invitrogen), pour réveler
les noyaux centraux. Les lames ont finalement été montées dans du Prolong Gold

antifade reagent (Invitrogen).

L’ensemble des images ont été capturées a l'aide d'une caméra numérique
(Hamamatsu digital camera C11440) attachée a un microscope a fluorescence inversé
(Axio observer, Zeiss), et les analyses morphométriques ont été réalisées a l'aide du
logiciel Fiji. Le grossissement utilisé pour la quantification des images histologiques
etait de 20x. Les fibres non2a-non2b correspondent aux fibres qui expriment la MHC-
1 et la MHC-2x. Les typages de la MHC-2a, MHC-2b et MHC-1 ont été réalisé
séparément afin d’améliorer la qualité des immunomarquages (moins de bruit de fond).
Les MHC-2x n’ont pas été marqué directement car notre anticorps ne fonctionne pas

bien.

La segmentation des fibres a été réalisé en utilisant I'algorithme Cellpose et le plugin
LabelsToROIls de Fiji (Waisman et al., 2021). Par la suite, le nombre et le diametre
des fibres exprimant la MHC-1, la MHC-2x et la MHC-2a par coupe transversale de
muscle a été déterminé grace a des seuillages d'images. Pour compter le nombre de
fibres centro-nuclées et réaliser une cartographie du nombre de noyaux centraux par

fibre la macro MuscleJ sur Fiji a été utilisée (Mayeuf-Louchart et al., 2018).

T);ipbersesde ﬁntrlncaﬁrrg: Concentration sé:;incggﬁzs Concentration
MHC-2a | Mouse SC-71 1:10 ?582%2;205”5359 1:400
MHC-2b Mouse BF-F3 1:10 Glgi‘/lt antmouse 1:400
MHC-1 Mouse BA-D5 1:10 g%aztbagtl;)r?:ggg 1:400
Laminine PoncIona_tI _Rabbit 1400 Goat anti-rabbit 1400

Laminin Alexa 488

Tableau A3- 1: Liste des anticorps utilisés pour les immunomarquages.
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TRAVAIL EXPERIMENTAL (Axe 3) - Matériel et méthodes

[1.4. ANALYSES STATISTIQUES

Les groupes ont été comparés statistiquement a l'aide du logiciel Prism v8
(GraphPad, La Jolla, CA, USA). L'homogénéité de variance des données a été testée

a l'aide du test de Brown-Forsythe.

Pour analyser 'ensemble des variables des test ANOVA a deux facteurs ont été utilisé
Lorsqu’un effet significatif (ANOVA) a été observé, des comparaisons multiples ont été
effectuées avec le test de Tukeys. Enfin, lorsqu'une interaction significative a été
observée (ANOVA), les différences ont été testées avec le test de Holm-Sidak. Les

valeurs sont des moyennes + SEM.
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II. RESULTATS

[1l.1. L’OVL AUGMENTE LA FONCTION MUSCULAIRE CHEZ LES SOURIS D2-
MDX COMME CHEZ LES SOURIS MDX.

Afin de déterminer l'effet d’'un exercice de résistance chronique chez un modéle
sévere de DMD, une surcharge mécanique (« overload », OVL) du muscle plantaris a
été réalisé sur des souris D2-mdx et D2-WT. Aprés un mois de protocole la fonction
musculaire des souris a été évaluée. Nous avons également étudié I'effet du méme
OVL chez la souris mdx et C57-WT, afin de comparer l'effet de 'OVL dans des

modeéles murins sévere et modéré de DMD.

[11.1.1. Force maximale absolue (P0)

Comme chez la souris D2-WT (x 1.97), la force maximale absolue (P0O) suite a
une stimulation du nerf est augmentée par 'OVL chez la souris D2-mdx (x 3.9) (Figure
A3-2A). Egalement, comme chez la souris C57-WT (x 3.2), la PO est augmentée par
'OVL chez la souris mdx (x 3.5) (Figure A3-2B).

[11.1.2. Force maximale spécifique (sP0)

La force maximale spécifique (sP0) est augmentée suite a 'OVL chez la souris
D2-mdx (x 2.11) mais pas chez les souris D2-WT (Figure A3-2C). Chez la souris mdx,
la sPO est augmentée (x 1.9) comme chez la souris C57-WT (x 1.6) (Figure A3-2D).

[11.1.3. Résistance a la fatigue

Chez la souris D2-mdx, la résistance a la fatigue est augmentée (x 1.3) par
I'OVL tout comme chez la souris D2-WT (x 1.6) (Figure A3-2E). De plus, comme chez
la souris C57-WT (x 1.4), la résistance a la fatigue est aussi augmentée par 'OVL chez
la souris mdx (x 1.1) (Figure A3-2F).
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TRAVAIL EXPERIMENTAL (Axe 3) - Résultats
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Figure A3- 2 : L’overload améliore la fonction du muscle plantaris chez les souris D2-mdx comme
chez les souris mdx. (A-B) Force maximale absolue (P0), D2-WT, n=9-16 par groupe ; D2-mdx : n=8-
7 par groupe ; C57-WT, n=10-15 par groupe ; mdx, n=17-18 par groupe ; (C-D) Force maximale
spécifique (sP0), D2-WT, n=8-16 par groupe ; D2-mdx, n=7 par groupe ; C57-WT, n=10-15 par groupe
; mdx, n=17 par groupe. (E-F) Résistance a la fatigue, D2-WT, n=7 par groupe ; D2-mdx, n=8-16 par
groupe ; C57-WT, n=10-15 par groupe ; mdx, h=16-18 par groupe. Ctrl : contréle ; OVL : overload. Les
données sont exprimées en moyenne + SEM. g : significativement du WT ; o : significativement différent
de Ctrl. 1: p<0.05,2 :p<0.01,3:p<0.001,4:p<0.0001 (Test ANOVA a deux facteurs).

En conclusion, la fonction (PO, sPO, résistance a la fatigue) du muscle plantaris des
souris D2-mdx est augmentée par 'OVL, comme chez la souris D2-WT et la souris
mdx, suggérant que le gain de performance musculaire induit par 'OVL ne varie pas

avec la sévérité du modele de DMD (pas de différence entre D2-mdx et mdx) et ni avec
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'absence de dystrophine (pas de différence entre D2-mdx ou mdx et D2 et C57,

respectivement).

IIl.2. EXERCICE DE RESISTANCE CHRONIQUE INDUIT UNE
HYPERTROPHIE MUSCULAIRE CHEZ LES SOURIS D2-MDX COMME
CHEZ LES SOURIS MDX

[11.2.1.Masse musculaire

Nous avons observé une augmentation en réponse a 'OVL de la masse
musculaire chez les chez les souris D2-mdx (x 1.7) comme chez les souris D2-WT (x
1.7) (Figure A3-3A). De la méme maniére, chez les souris mdx et C57-WT, la masse
musculaire a augmenté en réponse a 'OVL (respectivement x 2.05 et x 1.5) (Figure
A3-3B).

A B
09 D2-WT O3 C57-WT
= D2-mdx = mdx
60- 60- g* 0t
L
4
S 40 4 3 404 °
£ 0 4 3 3
(0] 0 [} g
g 204 - £ 204
O L] L] L] T O T T T T
Ctrl OVL  Ctrl OVL Ctrl OVL  Ctrl OVL

Figure A3- 3 : L’overload provoque une hypertrophie du muscle plantaris chez les souris D2-
mdx comme chez les souris mdx. (A) Masse musculaire des souris D2-WT, n=8-20 par groupe, et
D2-mdx, n=8-9 par groupe. (B) Masse musculaire des souris, C57-WT, n=12-16 par groupe, et mdx,
n=18-17 par groupe. Ctrl : contréle ; OVL : overload. Les données sont exprimées en moyenne + SEM.
g : significativement du WT ; o : significativement différent de Ctrl. 3 : p < 0.001, 4 : p < 0.0001 (Test
ANOVA a deux facteurs).

[11.2.2.Nombre de fibres

Afin de déterminer l'origine de I'hypertrophie musculaire en réponse a 'OVL
observée chez les souris D2-mdx, D2-WT, mdx, et C57-WT, le nombre de fibres par
section transversale, a I'endroit le plus épais du muscle plantaris, a été quantifié suite

a un immunomarquage de la laminine pour identifier le contour des fibres. Nos
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TRAVAIL EXPERIMENTAL (Axe 3) - Résultats

résultats ne montrent aucun effet de 'OVL sur le nombre de fibres chez les souris D2-
mdx, D2-WT, mdx et C57-WT (Figure A3-4A et A3-4B), suggérant que ce parametre

n’est pas impliqué dans I'hypertrophie musculaire.

A B
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1500+ = D2-mdx 15001 = mdx
8 l 4 T L
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Figure A3- 4 : L’hypertrophie du muscle plantaris n’est pas causée par une augmentation du
nombre de fibres chez les souris D2-mdx comme chez les souris mdx. (A) Nombre de fibres
musculaires par coupes transversales chez des muscles plantaris de souris D2-WT, n=5-7 par groupe,
et D2-mdx, n=4 par groupe. (B) Nombre de fibres musculaires par coupes transversales chez des
muscle plantaris de souris C57-WT, n=5-4 par groupe, et mdx, n=5 par groupe. Ctrl : contrble ; OVL :
overload. Les données sont exprimées en moyenne + SEM. (Test ANOVA a deux facteurs).

[11.2.3. Diameétre minimum des fibres (min feret)

Les souris D2-mdx présentent une augmentation du diametre minimum (min
feret) moyen de leurs fibres musculaire (x 1.27) en réponse a 'OVL, contrairement
aux souris D2-WT qui ne présentent aucune variation du min feret (Figure A3-5A).
Pareillement, les souris mdx (x 1.21) présentent une augmentation du min feret en
réponse a I'OVL, alors que celui-ci est resté inchangé chez les souris C57-WT (Figure
A3-5B). L’augmentation du min feret moyen chez les souris D2-mdx et mdx est
associée a une baisse du pourcentage de fibres de min ferret de 5 a 20 um au profit
du pourcentage de fibres de min ferret de 30 a 50 um chez les souris D2-mdx (Figure
A3-5C) et d’'une baisse du pourcentage de fibres de min ferret de 10 a 20 um chez les

souris mdx (Figure A3-5D).

Alexandra Monceau - Thése de Doctorat - 2021

157



158

>
w

3 D2-WT 3 C57-WT
501 501
= D2-mdx B mdx ot
. 401 401 T
E ot £ T
3 3
— 3041 = 304
o %
2 L
= 204 = 204
1S €
104 10
O T T T T O T T T T
Ctrl OVL Citrl OVL CtrlOVL Ctrl OVL
C D
D2-mdx mdx
501 501
04
40+ Ctrl 40+ Ctrl
S 30 o OVL & 304 03 OVL
1% %)
® 2 o
o 204 © 02 a 201
LL LL
104 10-
0 T T T T T T T S . AR R 0"_| T T T T T T T - a
CLCLFLFLLLELSELSELEE <& & L LSS
%,'\915191:501@i@i@i@\;@i@}@@} X (O'\9&519\;%01,&i@;@i’\@;@;@@@@}@@}
7 7
<
AP ESESFOFNRN %QQO)QQ SN oSN (X (S AN %QQQQQ

Figure A3- 5 : L’hypertrophie du muscle plantaris est causée par une augmentation du diamétre
des fibres musculaires chez les souris D2-mdx comme chez les souris mdx. (A-B) Diamétre moyen
minimum des fibres (min feret), (A) chez des souris D2-WT, n=5-7 par groupe, et D2-mdx, n=5- par
groupe ; (B) chez des souris C57-WT, n=5-6 par groupe, et mdx, n=5 par groupe. (C-D) Pourcentage
de fibres en fonction de la classe de diamétre minimum des fibres (C) chez des souris D2-WT, n=5-7
par groupe, et D2-mdx, n=5- par groupe ; (D) chez des souris C57-WT, n=5-6 par groupe, et mdx, h=5
par groupe. Ctrl : contréle ; OVL : overload. Les données sont exprimées en moyenne + SEM. o :
significativement différent de Ctrl. 1 : p<0.05, 3: p<0.001, 4 : p<0.0001 (Test ANOVA a deux facteurs).

En outre, nous avons constaté une augmentation du min feret des fibres exprimant la
MHC-1 (x 1.26), la MHC-2a (x 1.28) ou la MHC-2b (x 1.27) chez la souris D2-mdx
(Figure A3-6A) et une augmentation du min feret seulement des fibres exprimant
MHC-2a (x 1.38) ou MHC-2b (x 1.21) chez la souris mdx (Figure A3-6B). Par ailleurs,
nous n’avons pas constaté de variation du min feret des différents types de fibres chez
les souris D2-WT et C57-WT (Figures A3-6C et 6D).
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Figure A3- 6 : L’overload induit une augmentation du diamétre moyen des fibres musculaires
exprimant la MHC-1, la MHC-2a et la MHC-2b chez les souris D2-mdx comme chez les souris
mdx. Diametre minimum moyen (min feret) des fibres exprimant la MHC-1, la MHC2a et la MHC-2b
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chez des souris (A) C57-WT, n=5-7 par groupe ; (B) mdx, n=5 par groupe ; (C) D2-WT, n=5 par groupe
; (D) D2-mdx, n=5-6 par groupe. Ctrl : contrble ; OVL : overload. Les données sont exprimées en
moyenne + SEM. o : significativement différent de Ctrl. 1 : p < 0.05, 2 : p < 0.01, (Test ANOVA a deux
facteurs).

En conclusion, 'OVL induit une hypertrophie du muscle plantaris des souris D2-mdx,
ce quiindique que 'OVL augmente la masse musculaire méme dans un modele séveére
de DMD. En outre, cette hypertrophie chez les souris D2-mdx est associée a une
augmentation du diamétre moyen des fibres, a une diminution du pourcentage de
fibres de petit diametre et a une augmentation du min feret des différents types de
fibres. Ces résultats sont similaires a ceux observés chez la souris mdx. En revanche,
ils différent un peu de ceux observés chez les souris WT qui ne présentent pas

d’augmentation du diametre des fibres en réponse a 'OVL.

[11.3. L’OVL PROVOQUE UN REMODELAGE MUSCULAIRE VERS DES FIBRES
PLUS LENTES CHEZ LES SOURIS D2-MDX COMME CHEZ LES SOURIS
MDX.

Pour évaluer l'effet de 'OVL sur la composition en types de fibres du muscle
plantaris, nous avons réalisé un immunomarquage de la laminine et des chaines
lourdes de la myosine MHC-2b et MHC-2a (Figure A3-7A). En réponse a 'OVL, nous
avons observeé une diminution du pourcentage des fibres exprimant la MHC-2b (x 0.40)
au profit de fibres plus lentes exprimant la MHC-2a (x 2.07) chez les souris D2-mdx
(Figure A3-7B), contrairement au souris D2-WT, ou la distribution en type de fibres
est restée la méme (Figure A3-7D). Similairement, les souris mdx ont présenté la
méme diminution du pourcentage des fibres exprimant la MHC-2b (x 0.31) au profit de
fibres exprimant la MHC-2a (x 2.54) en réponse a I'OVL (Figure A3-7C), alors que
'OVL n’a pas affecté la distribution en différents types de fibres chez les souris C57-
WT (Figure A3-7E).
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Figure A3- 7 : L’overload induit une augmentation du pourcentage de fibres exprimant MHC-2a
dans le muscle plantaris chez les souris D2-mdx comme chez les souris mdx. (A) Images
représentatives d’'un immunomarquage de la MHC-2a (rouge), la MHC2b (violet), et de la laminine (vert)
(MHC 1 et 2x, non marquées) dans des coupes transversales. (B-C-D-E) Pourcentage de fibres par
section transversale de plantaris exprimant la MHC-2a, la MHC2b et la MHC-non2a-non2b (comprend
les fibres exprimant la MHCL1 et 2x) (B) D2-mdx, n=7 par groupe (C) mdx, n=5 par groupe, (D) C57-WT,
n=5 par groupe et (E) D2-WT, n=5 par groupe. Ctrl : contrdle ; OVL : overload. Les données sont
exprimées en moyenne + SEM. o : significativement différent de Ctrl. 3: p < 0.001, 4 : p < 0.0001 (Test
ANOVA a deux facteurs). Bar d’échelle 100um.
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De plus, 'immunomarquage de la MHC-1 (Figure A3-8A) a révélé une augmentation
de la MHC-1 chez les souris D2-mdx (x 11.3), D2-WT (x 4.57), mdx (x 5.1), et C57-WT
(x 11.9) (Figures A3-8B et A3-8C).
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Figure A3- 8 : L’overload induit une augmentation du pourcentage de fibres exprimant MHC-1
dans le muscle plantaris chez les souris D2-mdx comme chez les souris mdx. (A) Images
représentatives d’'un immunomarquage de la MHC-1 (bleu) et de la laminine (vert) dans des coupes
transversales de plantaris. (B-C) Pourcentage de fibres par section transversale de plantaris exprimant
la MHC-1 chez des souris (B) D2-WT, n=5 par groupe, et D2-mdx, n=5-6 par groupe ; (C) C57-WT, n=5-
7 par groupe, et mdx, n=5 par groupe. Ctrl : contrdle ; OVL : overload. Les données sont exprimées en
moyenne + SEM. o : significativement différent de Ctrl. 2 : p < 0.01, 3 : p < 0.001 (Test ANOVA a deux
facteurs). Bar d’échelle 100um.

En conclusion, I'OVL a provoqué un remodelage musculaire vers des fibres plus lentes
dans le muscle plantaris des souris D2-mdx comme des souris mdx, indiquant que

'adaptation musculaire a 'OVL ne varie pas avec la sévérité du modele de DMD. De
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plus, cette conversion vers des fibres plus lentes est plus marquée chez les souris D2-
mdx et mdx que chez leur souris WT respectives.

l11.4. L'OVL N'AUGMENTE PAS LA MEC NI LE POURCENTAGE DE FIBRES
CENTRO-NUCLEES CHEZ LES SOURIS D2-MDX COMME CHEZ LES
SOURIS MDX.

111.4.1. Matrice extracellulaire (MEC)

La matrice extracellulaire (MEC) est connue pour remplacer progressivement le
tissu musculaire dans la DMD, et étre utilisé comme un marqueur histologique de
dommages musculaires. Nous avons donc réalisé une coloration au Rouge Sirius du
collagéne de la MEC pour quantifier le pourcentage de surface musculaire occupée
par la MEC au sein de coupes transversales des muscles plantaris chez des souris
D2-mdx, D2-WT, mdx, et C57-WT (Figure A3-9A).
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Figure A3- 9: L’overload n’induit pas d’augmentation de la matrice extracellulaire dans le muscle
plantaris chez les souris D2-mdx comme chez les souris mdx. (A) Images représentatives d’une
coloration au Rouge Sirius du collagéne de la matrice extracellulaire (MEC) dans des coupes
transversales de plantaris. (B-C) Pourcentage de la surface occupée par la MEC dans une coupe
transversale de plantaris de souris (B) D2-WT, n=5 par groupe, et D2-mdx, n=5-7 par groupe ; (C) C57-
WT, n=9-13 par groupe et mdx, n=14-12. Ctrl : contrble ; OVL : overload. Les données sont exprimées
en moyenne + SEM. g : significativement du WT ; o : significativement différent de Ctrl. 1: p<0.05,2: p
<0.01,3:p<0.001, 4:p<0.0001 (Test ANOVA a deux facteurs). Bar d’échelle 100um.

Chez les souris D2-mdx, nous n’avons pas observé d’effet de 'OVL, contrairement aux
souris D2-WT qui présentent une augmentation du pourcentage de MEC (x 1.27) a la
suite de 'OVL (Figure A3-9B). En revanche, les souris mdx présentent une diminution
de la MEC (x 0.78) a la suite de 'OVL, alors que les souris C57-WT (x 1.66) montrent
une augmentation du pourcentage de MEC (Figure A3-9C).

I11.4.2.Fibres centro-nuclées

Pour évaluer la dégénérescence des fibres musculaires, nous avons réalisé un
marquage des noyaux centraux au DAPI (bleu) et de la laminine (vert) afin de quantifier
le nombre de fibres regénéréees (Figure A3-10A). Nos résultats révelent que chez les
souris D2-mdx, le pourcentage de fibres centro-nuclées a diminué (x 0.81) en réponse
a 'OVL, alors que chez les souris D2-WT, I'OVL a induit une augmentation du
pourcentage de fibres régénérées (x 8.1) (Figure A3-10B). En ce qui concerne les
souris mdx, 'OVL n’a pas eu d’effet sur le pourcentage de fibres centro-nuclées, alors
qu’il a augmenté chez les souris C57-WT (x 3.5) (Figure A3-10C).
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Figure A3- 10 : L’overload n’induit pas une augmentation du pourcentage de fibres centro-
nuclées dans le muscle plantaris chez les souris D2-mdx comme chez les souris mdx. (A) Images
représentatives de coupes transversales de plantaris avec un marquage des noyaux centraux (bleu) et
de la laminine (vert). (B-C) Pourcentage de fibres centro-nuclées dans une coupe transversale de
plantaris de souris (B) D2-WT, n=5-4 par groupe, et D2-mdx, n=6-4 par groupe ; (C) C57-WT, n=9-10
par groupe, et mdx, n=13-11 par groupe. Fléche : Noyaux centraux. Ctrl : contrdle ; OVL : overload. Les
données sont exprimées en moyenne + SEM. g : significativement du WT ; o : significativement différent
de Ctrl. 1: p<0.05,2 :p<0.01,4: p<0.0001 (Test ANOVA a deux facteurs). Bar d’échelle 100um.

En outre, nous avons regardé I'impact de 'OVL sur la distribution du nombre de noyaux
centraux par fibre (Figure A3-11A). Nous avons trouvé que 'OVL a eu un effet chez
les souris D2-mdx, car il a diminué le pourcentage de fibres possédant 3 noyaux
centraux ou plus (x 0.48) et augmenté le pourcentage de fibres possédant 1 seul noyau
central (x 1.13) (Figure A3-11B). Il n’y a pas eu de tels changement en réponse a

I'OVL chez la souris D2-WT, mdx et C57-WT (Figure A3-11B, A3-11D et A3-11E).
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Figure A3- 11 : L’overload induit une diminution de la distribution du nombre de noyaux centraux
par fibres musculaires seulement chez les souris D2-mdx. (A) Cartographie du nombre de noyaux
centraux par fibres. Blanc : 0, jaune : 1, orange : 2, rouge : 3. (B-C-D-E) Pourcentage de fibres centro-
nuclées dans une coupe transversale de plantaris de souris (B) D2-mdx, n=6-4 par groupe ; (C) mdx,
n=13-11 par groupe ; (D) D2-WT, n=5-4 par groupe ; (E) C57-WT, n=9-10 par groupe. Ctrl : contréle ;
OVL : overload. Les données sont exprimées en moyenne + SEM. o : significativement différent de Ctrl.

1: p<0.05, (Test ANOVA a deux facteurs).
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En conclusion, nous avons mis en évidence que 'OVL n’augmentait ni la MEC ni le
pourcentage de fibres centro-nuclées dans un modéle sévere de DMD, ce qui suggére
qgue les marqueurs histologiques de dommages musculaires ne sont pas aggravés par
'OVL. Ces résultats sont un peu différents de ceux obtenus chez la mdx. lls sont
également différents de ceux observés chez la souris WT pour qui apparait quelques

dommages musculaires, du moins évalué histologiquement.
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V. DISCUSSION

L’objectif de cette étude était de déterminer si un exercice de résistance chronique
initié a I'age de 2 mois pouvait étre bénéfique sur les parametres fonctionnels de souris
D2-mdx, un modéle sévére de DMD, comme chez les souris mdx, un modéle modéré
de DMD. Pour ce faire, nous avons réalisé une surcharge mécanique (« overload »,
OVL) du muscle plantaris de souris D2-mdx et mdx, afin de mimer des exercices de
musculation pendant 1 mois. Ce modeéle supra physiologique est connu pour améliorer
de fagon marquée la force maximale absolue dans les muscles de rongeurs sains
(Binkhorst and 't Hof MA van, 1973; Booth and Thomason, 1991; Michel et al., 1989)
et mdx (Ferry et al., 2015a; Joanne et al., 2012) . Néanmoins, aucune étude ne s’est
encore intéressée a 'effet d’'un tel exercice dans un modéle murin sévére de la DMD
présentant une faiblesse et une fragilité musculaire plus importantes comparé a un
modéle murin moins sévere. Nos résultats ont mis en évidence que I'OVL a amélioré
la fonction du muscle plantaris aussi bien chez des souris D2-mdx que chez des souris
mdx, indiquant que ce type d’exercice chronique a des effets bénéfiques sur la

performance musculaire quel que soit la sévérité du modéle de DMD.

IV.1. LA PERFORMANCE MUSCULAIRE EST TRES AMELIOREE DANS UN
MODELE MURIN SEVERE DE DMD

De facon originale, nous montrons que 'OVL a permis d’améliorer de fagon notable
'ensemble des paramétres fonctionnels (PO, sPO, résistance a la fatigue) chez la
souris D2-mdx. A titre de comparaison, une thérapie génique restaurant I'expression
de dystrophine a l'aide du saut d’exon n’augmente pas la force maximale chez les
souris D2-mdx (voir axe 2), ce qui souligne l'intérét potentiel de ce type d’exercice
chronique de résistance afin de lutter contre la faiblesse musculaire dans le cas de
muscle dystrophique. De plus, les effets bénéfiques de 'OVL observés chez la souris
D2-mdx sont similaires a ceux constatés chez la souris mdx, ce qui suggére qu’il N’y a
pas de crainte particuliére a avoir de ce type d’exercice musculaire, du moins dans le
cadre d’une étude préclinique, bien que le muscle des souris D2-mdx présentent une
grande fragilité musculaire (une susceptibilité accrue vis-a-vis des dommages induits
par les contractions musculaires), encore plus exacerbée que chez les souris mdx. Il

n’est pas possible de comparer nos résultats obtenus chez la souris D2-mdx du fait de
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I'absence d’étude précédente, mais nos résultats observés chez la souris mdx sont en
accord avec les données la littérature, ou il a été montré que 'OVL d’1 mois et de 6
mois du muscle plantaris a amélioré la force maximale absolue chez des souris mdx
(Ferry et al., 2015a; Joanne et al., 2012). De la méme maniére, un entrainement de
résistance consistant en 6 séances d'entrainement isométrique réalisées sur 4
semaines a permis d’augmenter, la force maximale de 12 % dans le muscle EDL chez
des souris mdx (Lindsay et al., 2019a). Enfin, il est important de noter que le gain de
performance en réponse a I'OVL du muscle plantaris est similaire a celui observé chez
la souris saine, indiquant que le muscle murin dystrophique est tout autant
« entrainable » qu’'un muscle murin sain. Toutefois, ce résultat differe de celui d’'une
étude précédente obtenue chez des souris mdx plus agées et aprés une période plus
longue d’'OVL (Joanne et al., 2012). En effet, cette derniére étude montre que les gains
en réponse a 'OVL de force maximale absolue et de résistance a la fatigue sont

inférieurs chez la souris mdx comparé a la souris WT.

IV.1. L’OVL INDUIT UNE HYPERTROPHIE MUSCULAIRE DANS UN
MODELE MURIN SEVERE DE DMD

L’augmentation de la force maximale absolue en réponse a 'OVL chez la souris
D2-mdx est expliquée par 'augmentation de la force maximale spécifique, donc de la
« qualité » fonctionnelle du muscle, et de la masse du muscle. En accord avec de
précédentes études réalisées chez la souris mdx (Ferry et al., 2015a; Joanne et al.,
2012), 'OVL induit bien une hypertrophie musculaire. Dans notre étude, elle s’explique
chez la souris D2-mdx, comme chez la souris mdx, par une augmentation du diamétre
moyen des fibres musculaires, indiquant une adaptation musculaire du muscle a 'OVL
similaire entre les difféerents modéles sévere et modéré de DMD. Toutefois, cette
adaptation n’est pas identique a celle des souris WT dans la mesure ou nous n’avons
pas constaté chez ces derniéres d’augmentation du diamétre des fibres. Comme nous
n'avons pas observé non plus d’'une augmentation du nombre de fibres musculaires
par coupe chez les souris WT, ce résultat peut laisser supposer que I'’hypertrophie des
muscles plantaris chez les souris WT provient, du moins en partie, d’'une augmentation
de la matrice extracellulaire (Cf. plus loin). Une étude récente montre que
I’augmentation de la matrice extracellulaire induite par 'OVL dans le muscle sain n’est

pas forcement désavantageuse pour le muscle sain (Stantzou et al., 2021).
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V.2. L’OVL INDUIT UN REMODELAGE MUSCULAIRE PLUS IMPORTANT
DANS UN MODELE MURIN SEVERE DE DMD

Par ailleurs, nos résultats indiquent que I'OVL engendre un remodelage
musculaire, une conversion des fibres vers des fibres plus lentes. En effet, nous avons
observé une baisse du pourcentage de fibres exprimant MHC-2b au profit d’'une
augmentation du pourcentage de fibres exprimant MHC-1 et MHC-2a, et ceci de
maniere similaire chez les souris D2-mdx et mdx, confirmant une adaptation du muscle
identique indépendamment de la sévérité du modéle de DMD. De maniére
intéressante, ce remodelage est plus marqué chez les souris DMD que chez les souris
WT. Cette conversion vers des fibres plus lentes en réponse a 'OVL a déja été observe
dans de précédentes études chez des souris mdx (Ferry et al., 2015a; Joanne et al.,
2012). Elle peut étre considérée comme bénéfique dans la mesure ou il semblerait que
les fibres plus lentes sont moins fragiles que les fibres plus rapides chez la souris mdx
(Moens et al., 1993). De plus, ces fibres plus lentes ont généralement un métabolisme
oxydatif plus performant, suggérant que les défauts mitochondriaux des muscles des
souris mdx pourraient étre ameéliorés (Kennedy et al., 2017). Enfin, cette conversion
des fibres en réponse a 'OVL pourrait expliquer pourquoi la résistance a la fatigue est
ameliorée, puisque les fibres lentes sont connues pour étre moins fatigables que les

fibres les plus rapides, du moins dans les muscles sains.

IV.3. L’OVL N’INDUIT PAS DE DOMMAGES MUSCULAIRES DANS UN
MODELE MURIN SEVERE DE DMD

Une grande crainte de l'utilisation d’exercice de résistance chronique (musculation)
chez les patients DMD est le risque d’aggravation des dommages musculaires du fait
que les muscles dystrophiques sont plus fragiles, et d’'un épuisement progressivement
des cellules souches du muscles (Sacco et al., 2010). Toutefois, cette étude montre
gue méme un exercice chronique supra-physiologique infligé au muscle pendant 1
mois, n’entraine aucune perte de fonction (au contraire) ni aucune aggravation des
dommages musculaires au niveau histologique dans un modele sévere de DMD. En
effet, nous n’avons observé aucune augmentation du pourcentage de la matrice
extracellulaire (MEC) chez les souris D2-mdx, suggérant un remplacement du tissu

musculaire par du tissu fibrotique. De la méme maniére, il n’y a pas eu d’augmentation
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du pourcentage de fibres centro-nuclées, qui auraient pu indiquer une
dégénérescence accrue des fibres en réponse a 'OVL. Ces résultats chez la souris
D2-mdx différent un peu de ceux obtenus chez la souris mdx, mais nous n’observons
pas également chez cette derniére de dommages histologiques accrus, comme décrit
préecédemment (Joanne et al., 2012). Finalement, 'OVL n’entraine des dommages
musculaires histologiques apparent que chez les souris WT (augmentation de la MEC
et des fibres centro-nuclées), comme il été montré auparavant (Joanne et al., 2012;
Terada et al., 2012). Ce qui semble normal car la souris WT présente tres peu de
dommages musculaires histologiques au niveau basal, contrairement aux souris D2-

mdx et mdx.
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V. CONCLUSION

Dans ce dernier axe, nous avons mis en évidence, pour la premiéere fois, qu’un
exercice de résistance chronique, supra-physiologique, pouvait améliorer fortement la
fonction musculaire, sans exacerber les dommages musculaires, dans un modeéle
sévere de DMD. Il est donc important de souligner qu'un muscle fragile peut étre
entrainé, au méme titre qu’'un muscle sain. Il serait intéressant dans le futur de tester
sur une plus longue période I'effet de 'OVL dans ce modéle murin sévére de DMD afin
de déterminer si ses effets bénéfiqgues sont maintenus tels quels dans le long-terme.
Ces résultats sont particulierement encourageant pour la prise en charge
thérapeutique des patients DMD, pour qui des exercices de musculation pourraient
contrer, en partie du moins, la perte de tissu musculaire ainsi que la faiblesse
musculaire associée. De plus, il nous semble important de déterminer a I'avenir les
effets bénéfiques de I'exercice de résistance chronique dans le cas d’un muscle murin
dystrophique ayant subis au préalable une thérapie génique restaurant la dystrophine,
afin de vérifier si les effets de la thérapie génétique et de I’exercice chronique sont
additifs.
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l. Discussion générale

A I'heure actuelle, le seul traitement utilisé pour les patients atteints de DMD, en
plus de la « physiothérapie » ou kinésithérapie, est 'administration de glucocorticoides
qui n’est pas complétement satisfaisante. Ainsi depuis des années, de nombreuses
thérapies sont développées telles que des thérapies géniques (micro-dystrophine, saut
d’exon etc...) qui visent a restaurer I'expression de la dystrophine (Chamberlain and
Chamberlain, 2017), ou des traitements symptomatiques (Wagner et al., 2008), dans
le but d’améliorer la fonction musculaire des malades. Cependant, aucune de ces
nouvelles approches thérapeutiques testées ne seraient, pour l'instant, suffisamment
efficaces pour guérir complétement les patients atteints de DMD, invitant donc a
combiner plusieurs traitements thérapeutiques. L’exercice physique chronique, étant
connu pour améliorer la fonction musculaire chez des individus ne présentant pas de
pathologies neuromusculaires, pourrait étre une alternative thérapeutique intéressante
en complément d’une thérapie génique, afin d’améliorer, maintenir ou retarder le déclin
fonctionnel du muscle dystrophique. Ainsi I'objectif général de ma thése a été focalisé
sur I'idée d’évaluer l'effet de différents types d’exercice physique chronique sur la
fonction musculaire des muscles des membres inférieurs dans des modeles murins
plus ou moins sévéres de DMD, lorsqu’il est combiné ou non a un autre traitement. Ce
travail de these est réalisé dans la continuité d’études précédentes de I'équipe de
recherche (Delacroix et al., 2018; Ferry et al., 2015b, 2015a; Joanne et al., 2012; Roy
et al.,, 2016). Ces dernieres ont montré que des modeles d’exercice physique
chronique d’endurance (Delacroix et al., 2018; Ferry et al., 2015b) et de résistance
(force-vitesse, musculation...)(Ferry et al., 2015a; Joanne et al., 2012) exercent des
effets bénéfiques sur la fonction musculaire des muscles locomoteurs chez des souris

dystrophiques, mais ne sont en aucun cas déléteres.
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I.1. PROX1 AMELIORE LA FRAGILITE DANS UN MODELE MURIN PEU
SEVERE DE DMD, SEULEMENT S’IL EST COMBINE A L’EXERCICE
PHYSIQUE CHRONIQUE D’ENDURANCE (AXE 1)

Depuis plusieurs années, des traitements précliniques génétiques ou
pharmacologiques favorisant la formation des fibres musculaires plus lentes et plus
oxydatives, dans le muscle squelettique, se sont avérés bénéfiques chez les souris
mdx sédentaires (Selsby et al., 2012; Stupka et al., 2008). Par ailleurs, dans les
modeles murins de DMD, les fibres plus lentes et oxydatives semblent davantage
épargnées par la pathologie. C’est pourquoi, dans un premier axe, nous Nous sommes
intéressés a étudier les effets de I'association de I'exercice chronique volontaire a la
surexpression de Prox1, un facteur de transcription connu pour favoriser I'expression
d’'un programme de génes codant pour des protéines contractiles de type lent dans le
muscle sain (Kiveléd et al., 2016), sur la fonction musculaire dans un modeéle murin peu
sévere de la DMD. Nous avons mis en évidence, d’'une part, que le transfert de Prox1
chez des souris mdx soumises a un exercice volontaire a permis de réduire encore
plus la fragilité (Figure Schéma Bilan 1), alors que le transfert de Prox1 chez des
souris sédentaires seul n'a pas eu d’effet (Figure Schéma Bilan 1), montrant ainsi
que I'exercice physique volontaire peut potentialiser les effets d’'une thérapie génique
qui a pour but de réduire les symptdbmes musculaires. D’autre part, nous avons
observé que le transfert de Prox1, pouvait aggraver la faiblesse musculaire et entrainer
une réduction du poids musculaire (Figure Schéma Bilan 1). Néanmoins, bien que le
transfert de Prox1 ait des effets négatifs sur le poids du muscle des souris mdx, nous
avons montré que lorsqu’il est combiné a un exercice volontaire, il semble pouvoir
réduire les cycles de dégénérescence-régénération des fibres musculaires et
permettre ainsi de ralentir la progression de la maladie a long terme dans le muscle

dystrophique, du moins dans un modeéle murin peu sévere de DMD.

A l'avenir, il serait donc intéressant de vérifier si les effets bénéfiques de I'exercice sur
une thérapie génique sont reproductibles dans des modeles murins sévéres (souris
DKO n’exprimant ni la dystrophine ni la desmine ou l'utrophine, ou souris D2-mdx) et
plus proche de la pathologie humaine. En outre, il serait aussi intéressant de
caractériser les effets d’autres formes d’exercices chroniques d’endurance combiné a

la thérapie génique et notamment des exercices de course sur tapis roulant. En effet,
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si la course volontaire a I'avantage d’étre adapté a la condition physique des souris,
puisque ce sont elles qui décident du temps et de la vitesse de course (en regle
générale il s’agit de sprint de courtes durées), elle ne permet pas d’établir des
intensités d’exercices qui pourraient servir de guide pour la prescription d’exercice
chez des patients. Ainsi, évaluer les effets de protocoles de course sur tapis,
d’intensités identifiées et maitrisées, pourrait servir pour créer des protocoles plus
facilement transposables chez 'lhomme. Par ailleurs, si nous avons étudié la fonction
musculaire du Tibial antérieur, qui est modérément atteinte chez la souris mdx, il ne
faut pas oublier que ce modéle murin présente également une altération importante
des fonctions cardiaques et respiratoires (Ishizaki et al., 2008; Quinlan et al., 2004).
Chez les patients DMD, les atteintes respiratoires et le développement de
cardiomyopathies dilatées sont la plupart du temps a l'origine du décés prématuré des
patients (van Essen and de Visser, 2004). Dans de prochaines études précliniques,
déterminer dans quelle mesure différents types exercices d’endurance chronique,
couplé ou non a des thérapies géniques, affectent le cceur et le diaphragme semble

essentiel pour la mise au point de protocole d’exercice chez les patients.

THERAPIE GENIQUE +

THERAPIE GENIQUE

EXERCICE
AAV9-Prox1 ;
Course volontaire
(1 mois)
| : - * @
mdx
Programme de fibres codant Programme de fibres codant
pour des fibres contractiles pour des fibres contractiles
de type lentes de type lentes
TA lﬁ TA l[
—— ————
Baisse de force maximale absolue Baisse de force maximale absolue
Fragilité musculairenon améliorée Fragilité musculaireaméliorée
. /O J

Figure Schéma Bilan 1: Effet de I’exercice physique d’endurance combiné a une thérapie
génique visant a améliorer la fonction musculaire d’'un modéle murin modéré de DMD.
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I.2. L’EXERCICE PHYSIQUE CHRONIQUE D’ENDURANCE DIMINUE
L’EFFICACITE D’UNE THERAPIE VISANT A EXPRIMER LA
DYSTROPHINE DANS UN MODELE MURIN SEVERE DE DMD (AXE 2)

Le cadre général du deuxieme axe était d’étudier I'effet de I'exercice lorsqu’il est
combiné a une thérapie génique visant a restaurer la dystrophine chez des souris D2-
mdx, un modéle murin plus sévére de DMD. Notre objectif premier était de déterminer
si 'exercice physique chronique était capable de moduler l'efficacité d’'une thérapie
génique, visant a restaurer la dystrophine dans le muscle d’'un modéle murin sévere
de DMD. Dans cette étude, nous avons mis en évidence que I'exercice d’endurance
volontaire diminuait I'efficacité d’'une thérapie génique par saut d’exon médié par un
AAV, lorsqu’il était réalisé lors des premiéres semaines suivant 'injection du vecteur,

en réduisant la restauration de la dystrophine (Figure Schéma bilan 2B).

Malgré cette Iégere diminution de I'expression de la dystrophine, on peut noter que
cette altération de la restauration de la dystrophine n’a pas eu de conséquences
fonctionnelles car nous n’avons pas observé de diminution de la force maximale

absolue et spécifique (Figure Schéma bilan 2B).

De plus, on peut se poser la question suivante : Est-ce que l'effet négatif de I'exercice
sur I'expression de la dystrophine dans le tibial antérieur n’est pas compensé par les
effets bénéfiques de I'exercice qui peuvent s’exercer non seulement sur le muscle
locomoteur malade mais également sur les autres types de muscle striés et méme les
autres organes ? Ainsi, il conviendrait d’étudier d’autres muscles, notamment le coeur
et le diaphragme, d’autant plus que I'on sait que I'exercice associé a une thérapie
génique visant a restaurer la dystrophine a des effets différentiels suivant le muscle
étudié chez la souris mdx (Hamm et al., 2021; Hourdé et al., 2013). Il serait également
intéressant de tester 'effet de I'exercice sur la thérapie génique par saut d’exon, mais
cette fois avec une injection systémique. Ce mode d’injection a 'avantage de pouvoir
restaurer la dystrophine dans 'ensemble des muscles de I'organisme et ainsi étudier
l'effet de I'exercice simultanément sur les fonctions cardiaques, respiratoire et
locomotrice. Néanmoins, I'efficacité de la thérapie dépend également de la distribution
du vecteur (bio-distribution). On ne sait pas bien comment I'exercice physique peut

affecter cette bio-distribution, en régulant le débit sanguin et en « ouvrant » des
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capillaires musculaires, ou encore en modulant le systeme immunitaire (Ferry et al.,
1990). En outre, comme expliqué précédemment, le choix de I'exercice volontaire ne
permet pas d’établir des seuils d’intensités d’exercice d’endurance précis, au-deca
duquel I'exercice n’a pas d’effets et au-dela duquel, il peut devenir délétéere. C’est
pourquoi, utiliser des exercices sur tapis roulant permettrait de mieux définir les
protocoles bénéfiques de I'exercice. De plus, il reste aussi a déterminer si les différents
types d’exercice physique chronique ont des effets différentiels suivant la thérapie
génique utilisée. Pour cela, Il nous semble trés important de disséquer les mécanismes
a l'origine de la diminution de dystrophine induite par I'exercice physique chronique
d’endurance. Ces connaissances peuvent étre a l'origine de nouvelles pistes afin
d’améliorer l'efficacité de la thérapie génique dans le futur. Enfin, pour contrer I'effet
négatif de I'exercice sur la restauration de la dystrophine, tout en gardant ses effets
positifs, il serait intéressant d’associer une deuxieme thérapie complémentaire,
comme le dantrolene (Wang et al., 2018) qui optimiserait I'efficacité de la thérapie

utilisant le saut d’exon et permettrait ainsi d’augmenter I'expression de la dystrophine.

; ; E E +
THERAPIE GENIQUE THERAPIE GENIQUE

EXERCICE

% AAV1-U7dex23

AAV1-U7dex23 .
Course volontaire

0 (1 mois)

D2-mdx D2-mdx
TA 3 TA l_
— —

Restauration dela Baisse de restauration

; de la dystrophine

dystrophine

y P (ARNm Dmd= et GV =)

Pas d’effet sur la force maximale Pas d’effet sur la force maximale

A /N J

Figure Schéma Bilan 2 : Effet de I'’exercice physique d’endurance sur une thérapie génique
utilisant le saut d’exon pour restaurer la dystrophine, d’un modéle murin sévére de DMD.
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1.3. L’EXERCICE PHYSIQUE CHRONIQUE DE RESISTANCE AMELIORE LA
FONCTION MUSCULAIRE DANS UN MODELE MURIN SEVERE DE DMD
(AXE 3)

Il faut garder en téte que méme une thérapie génique extrémement efficace ne
pourra pas restaurer complétement la fonction du muscle dystrophique. Par exemple,
un muscle dystrophique faible et atrophié n’aura pas une fonction musculaire normale,
méme si dans le meilleur des cas, toutes les fibres expriment de la dystrophine apres
une thérapie génique. Par ailleurs, dans mon travail de thése, I'exercice physique
chronique d’endurance n’a pas été capable d’augmenter la force maximale dans
différents modéles murins de DMD. C’est pourquoi, dans un dernier axe, nous nous
sommes intéressés a I'entrainement en force-vitesse car il améliore la performance
musculaire de maniére conséquente dans le muscle sain et pourrait donc, en théorie,
lutter contre la faiblesse musculaire. Si chez la souris mdx, un modele modéré de la
pathologie, ce type d’entrainement en résistance améliore la fonction musculaire des
muscles des pattes postérieurs (Ferry et al., 2015a; Joanne et al., 2012; Lindsay et al.,
2019a), son effet sur la fonction musculaire dans un modéle murin sévere de DMD,
qui présente une faiblesse et une fragilité encore plus importante, restait encore a
déterminer. Nos résultats ont mis en évidence qu’un exercice en résistance chronique
supra-physiologique améliore fortement la fonction musculaire, sans exacerber les
dommages musculaires, chez des souris D2-mdx (Figure Schéma bilan 3). Ces
résultats sont particulierement encourageant pour la prise en charge thérapeutique
des patients DMD, pour qui des exercices de musculation pourraient contrer, en partie
du moins, la perte de tissu musculaire ainsi que la faiblesse musculaire associée. De
plus, bien que nous n’ayons pas mesuré la fragilité, nous avons observé des effets
bénéfiques de 'OVL similaires entre la souris D2-mdx et la souris mdx, ce qui suggere
qu’il n’y a pas de crainte particuliére a utiliser ce type d’exercice méme dans un modeéle
de DMD plus sévere. Néanmoins, il conviendrait de mesurer ce parametre puisque les
muscles des souris D2-mdx présentent une grande fragilité musculaire (une
susceptibilité accrue vis-a-vis des dommages induits par les contractions musculaires),
bien plus exacerbée que chez les souris mdx. Enfin, maintenant que nos données
préliminaires montrent que ce type d’exercice de résistance chronique permet
d’améliorer la fonction musculaire sans provoquer de dommages musculaires, il reste

a déterminer l'effet de 'OVL a la suite d’'une thérapie génique qui aura augmenté
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'expression de la dystrophine afin d’évaluer si 'OVL peut potentialiser les effets

bénéfiques de la thérapie.
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Figure Schéma Bilan 3 : Comparaison des effets d’un exercice de résistance chronique sur les
muscles plantaires d’un modéle murin sévére et modéré de DMD.

l.4. LES DIFFERENTS TYPES D’EXERCICE PHYSIQUE CHRONIQUES ONT
DES EFFETS VARIABLES SUR LA FONCTION MUSCULAIRE (AXES 1, 2

ET 3)

Les effets des différents types d’exercice physique sur la fonction musculaire sont

décrits dans le Tableau Bilan 1. lls dépendent a la fois du type d’exercice physique

chronique et du modele. De maniere générale, les effets bénéfiques observés sur la

fonction musculaire sont bien plus marqués avec un exercice de résistance chronique

gu’avec un exercice de course volontaire que ce soit sur un modele modéreé ou séveéere

de DMD, notamment en termes de gain de force maximale isométrique qui combat

I'éventuelle faiblesse musculaire du muscle dystrophique. Bien qu’il reste a déterminer

I'effet d’'un exercice de résistance sur la fragilité dans un modéle sévére de DMD, ces
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données sont encourageantes pour l'utilisation d’un tel exercice dans le cadre de la
DMD. D’autant plus, que dans une précédente étude il a été montré qu’ un OVL de 6

mois a diminué la fragilité des muscles plantaires de souris mdx (Ferry et al., 2015a).

I.5. L’EXERCICE PHYSIQUE CHRONIQUE NE PROVOQUE PAS DE
DOMMAGES MUSCULAIRES (AXES 1, 2 ET 3)

De maniére intéressante, dans les différentes études de cette thése nous n’avons
pas observé d’accroissement des dommages musculaires a la suite d’'un exercice
physique chronique qu'’il soit d’endurance ou de résistance et ce méme dans un
modéele sévere de DMD (Tableau Bilan 1). En effet, dans le premier axe de cette thése
'expression de Prox1 au niveau du transcrit, est similaire dans les muscles de souris
mdx soumis ou non a un exercice d’endurance, ce qui indique que I'exercice volontaire
ne provoque pas de nécrose de fibres transduites ou sur le point de I'étre. Dans le
second axe, avec une méthodologie équivalente mais cette fois dans un modele murin
sévere de DMD nous n’avons pas observé d’augmentation de fibrose ou de fibres
centro-nuclées, ni de perte de GV a la suite de I'exercice chronique. Ces résultats
corroborent ceux précédemment obtenus et mettent a mal I'hypothése que I'exercice
entrainerait une nécrose massive des fibres a 'origine d’'une perte de vecteurs et du
transgene. Enfin, dans le troisieme axe de cette these a révélé que méme un exercice
de résistance chronique supra-physiologique dans un modele murin sévere de DMD
n’entrainait aucun dommage musculaire évident. Ensemble, les résultats de cette
thése démontrent que I'exercice sous n’'importe quelle forme (endurance ou
résistance) ne provoque pas de dommages musculaires et n’a donc aucune raison
d’étre contre-indiqué dans le cadre de la DMD, du moins dans le cadre d’études

précliniques centrées sur le muscle locomoteur.

1.6. L’EXERCICE PHYSIQUE CHRONIQUE PROVOQUE UN REMODELAGE
MUSCULAIRE (AXES 1, 2 ET 3)

De maniére originale, nous n’observons pas le méme remodelage musculaire en
réponse a un exercice de course volontaire entre nos deux premiéres études des Axes
1 et 2 (Tableau Bilan 1). En effet, si chez la souris mdx, I'exercice de course volontaire

a engendré une conversion vers des fibres plus lentes (au niveau transcriptionnel :
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augmentation de I'expression de Myh7 et Tnnil et diminution de I'expression de Myh4 ;
au niveau protéigue : augmentation de la MHC-2x et diminution de la MHC-2b), c’est
l'inverse qui s’est produit chez la souris D2-mdx (au niveau protéique : augmentation
de la MHC-2a et augmentation de la MHC-2x). Dans la littérature, un remodelage
musculaire vers des fibres plus lentes aprés un exercice d’endurance est bien
documenté dans les muscles squelettiques de rongeurs et d’humains en bonne santé,
ainsi que chez la souris mdx (Allen et al., 2001; Landisch et al., 2008). Le remodelage
musculaire dépend-t-il donc de la sévérité du modéle ? La différence observée entre
'axe 1 et 'axe 2 est-elle due a la quantité de km courus ou « pattern » de course des

souris ?

A part cette étude, aucune ne s'est encore intéressée a l'effet de I'exercice
d’endurance sur la spécification en type de fibre chez la souris D2-mdx. Enfin, dans
'axe 3, nous avons bien observé une conversion de fibres rapides a plus lentes chez
les souris D2-mdx, que I'on retrouve habituellement chez les souris mdx aprés un

exercice de résistance chronique (Ferry et al., 2015a; Joanne et al., 2012)
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g ) MEC |
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= & PO = PO 1
22 } sPO 1
c 2 sP0 1 . . .
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ragilité
g8
gg MEC = MEC =
D2-mdx g § Fibres centro-nuclées = Fibres centro-nuclées |
0 g
Masse | Masse 1
()
g% Nombre de fibre = Nombre de fibre =
% § Diametre des fibres = Diametre des fibres 1
GE) 5 Conversion des types de fibres lente Conversion des types de fibres
x E a rapide (MHC2b =, MHC 2x 1 et rapide a lente (MHC2b |, MHC2a 1
MHC2a |) et MHC1 1)

Tableau Bilan 1: Effets des différents types d’exercices chroniques (endurance et résistance)
sur la fonction musculaire, les dommages musculaires et le remodelage musculaire dans des
modeles murins plus ou moins sévéres de DMD. ND : non déterminé, PO : force maximale absolue,
sPO : force maximale spécifique, MEC : matrice extracellulaire.

|.7. L’EXERCICE PHYSIQUE CHRONIQUE COMBINE A UNE THERAPIE
INDUIT DES EFFETS VARIABLES SELON LA THERAPIE GENIQUE
(AXES 1, 2 ET 3)

L’association de I'exercice chronique d’endurance a une thérapie génique, quelle
gu’elle soit, a des résultats assez mitigés sur la fonction musculaire a la fois dans un
modele modéré et sévere de DMD. En effet, d’'une part, une course volontaire
chronique combiné a une thérapie génique utilisant une stratégie de saut d’exon visant
a restaurer la dystrophine (Axe 2) ne semble pas avoir d’effets sur la fonction
musculaire d’'un modéle murin sévére de DMD, alors que la diminution de la fragilité
reste a étre vérifiée (Tableau Bilan 2). D’autre part, la course volontaire chronique
associée cette fois a une thérapie visant a améliorer la fonction musculaire diminue la
fonction musculaire mais réduit d’'un autre cété la fragilité d’'un modéle murin modéré
de DMD (Tableau Bilan 2). Ensemble ces résultats révelent une complexité qui
mériterait d’étre beaucoup plus étudiée. lls suggérent I'intérét de tester une autre forme
de protocole d’exercice chronique que I'endurance combiné a une thérapie génique.
De plus, ils invitent a tester la situation ou la réalisation de I'exercice serait réalisée

apres l'utilisation d’'une thérapie génique.
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(mdx)

Exercice d’endurance
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(D2-mdx)

Exercice d’endurance

Exercice de résistance

(Course volontaire) (Course volontaire) (OVL)
Muscle €tudié : tibialis Muscle étudié : tibialis Muscle étudié : tibialis
anterior anterior antérior

(]

o PO -
§ E 1 PO =
33 sPO = sPO = ND
S n -
i = Fragilite | Fragilité ND

Tableau Bilan 2: Effets de la combinaison des différents types d’exercices (endurance et
résistance) a différentes thérapies géniques (Prox1 et U7dex23) sur la fonction musculaire, les
dommages musculaires et le remodelage musculaire dans des modéles murins plus ou moins
séveres de DMD. ND : non déterminé, PO : force maximale absolue, sPO : force maximale spécifique,

MEC : matrice extracellulaire.
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DISCUSSION ET CONCLUSION GENERALES - Conclusion générale

Il. Conclusion générale

Dans cette thése nous avons mis en évidence le potentiel thérapeutique de
différents types d’exercice physique chronique quand il est combiné ou non a d’autres
traitements géniques dans le cas de modeéles précliniques de DMD. Notre étude
apporte aussi de nouvelles recommandations concernant les protocoles
thérapeutiques qui pourraient étre mis en place pour les patients, en montrant I'impact
négatif potentiel de I'exercice physique sur l'efficacité d’une thérapie génique. A
'avenir, il serait intéressant de déterminer I'effet de I'exercice volontaire, une fois la
restauration de la dystrophine faite (par exemple, un mois aprés linjection de la
thérapie), afin de déterminer I'éventuel effet bénéfique de I'exercice sur la fonction
musculaire chez un muscle dystrophique présentant un niveau de dystrophine
satisfaisant. Enfin, maintenant que nous avons montré que I'exercice en résistance
chronique a un fort potentiel thérapeutique pour contrer la faiblesse musculaire, méme
dans un modele sévere de DMD, il nous semble important de déterminer si ces effets
bénéfiques peuvent étre additif chez des souris préalablement traitées avec une

thérapie génique.
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murins de dystrophie musculaire de Duchenne
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Résumé : La dystrophie musculaire de Duchenne
(DMD) est une maladie neuromusculaire causée par
des mutations du géne DMD codant la dystrophine, une
protéine essentielle a l'intégrité de la fibre du muscle
squelettique. Son absence engendre une fragilité
musculaire accrue lors de contractions intenses, ainsi
qu’une faiblesse musculaire extréme (perte de force
maximale...). A ce jour, il n'existe pas encore de
traitement curatif, mais ['utilisation de plusieurs
approches  thérapeutiques combinées  semble
prometteuse. Dans cette thése, nous avons testé l'idée
que l'activité physique réguliére pourrait étre un moyen
de diminuer les symptémes dystrophiques du muscle
squelettique, notamment ceux en relation avec la
fonction musculaire, dans des modéeles murins de DMD.

Tout d’abord, nous avons évalué I'effet d’'un exercice
physique chronique d’endurance lorsqu'il est associé a
la surexpression de Prox1, un facteur de transcription
connu pour favoriser des fibres plus lentes dans un
muscle sain, celles-ci étant décrites comme moins
atteintes dans la DMD. Nous avons mis en évidence
gue cette combinaison permettait de diminuer la fragilité
musculaire, chez la souris mdx, le modéle murin

classique de la DMD, et avait donc le potentiel d’arréter
la progression de la pathologie, ce qui n’était pas le cas
avec une approche symptomatique seule. Par la suite,
nous avons regardé leffet de l'exercice physique
chronique d’endurance lorsqu’il est combiné a une
thérapie génique, qui restaure I'expression de la
dystrophine, chez la souris D2-mdx, un modéle sévére
de DMD. Nous avons montré que I'exercice chronique
d’endurance diminuait [lefficacité de la thérapie
génique, en diminuant la restauration de la dystrophine.
Enfin, nous avons caractérisé les effets de I'exercice
physique chronique de résistance chez la souris D2-
mdx. Nos résultats indiquent une amélioration trés
importante de la fonction musculaire en réponse a la
surcharge mécanique, sans dommages musculaires
évidents dans ce modeéle sévere.

En conclusion, les résultats de cette thése contribuent
a une meilleure connaissance des effets variés et
complexes des différents types d’exercice physiques
chroniques dans différents modéles murins de DMD, et
devraient donner des pistes pour améliorer les
traitements de la DMD, en prenant en compte l'activité
physique.

Title : Effect of exercise, combined or not with gene therapy, on muscle function in mice models of Duchenne

muscular dystrophy

Keywords : Skeletal muscle — Physical exercise — Gene therapy— D2-mdx - mdx

Abstract : Duchenne muscular dystrophy (DMD) is a
neuromuscular disease caused by mutations in the
DMD gene encoding dystrophin, a protein essential for
the integrity of the skeletal muscle fiber. Its absence
causes increased muscle fragility during intense
contractions, and extreme muscle weakness (loss of
maximal strength...). Currently, there is no curative
treatment, but the use of several combined therapeutic
approaches seems promising. In this thesis, we tested
the idea that regular physical activity could be a way to
decrease dystrophic symptoms of skeletal muscle,
especially those related to muscle function, in mice
models of DMD.

First, we evaluated the effect of chronic endurance
exercise when combined with overexpression of Prox1,
a transcription factor known to promote slower fibers in
healthy muscle, which are described as less affected in
DMD. We demonstrated that this combination allowed
to decrease muscle fragility in mdx mice, the classical
mouse model of DMD, and thus had the potential to stop
the progression of the disease, which was not the case
with a symptomatic approach alone. Subsequently, we

were interested in the effect of chronic endurance
exercise when combined with gene therapy, which
restores dystrophin expression, in D2-mdx mouse, a
severe model of DMD. We showed that chronic
endurance exercise decreased the efficiency of the
gene therapy, by decreasing the restoration of
dystrophin. Finally, we characterized the effects of
chronic resistance exercise in D2-mdx mice. Our results
indicate an incredibly significant improvement in muscle
function in response to mechanical overload, without
obvious muscle damage in this severe model.

In conclusion, the results of this thesis contribute to a
better understanding of the varied and complex effects
of different types of chronic physical exercise in different
mice models of DMD, and should provide new options
for improving DMD treatments, considering physical
activity.
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