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ACRONYMES ET SIGLES

CK: Créatine Kinase

DMD: Dystrophie Musculaire de Duchenne
MF: Moyen Fessier

GF:Grand Fessier

TFL: Tenseur du Fascia Lata

MMT: Manual Muscle Testing, score manuel de force musculaire

CV: Capacité Vitale

FEVG: Fraction d'éjection du Ventricule Gauche
EFR: Epreuves Fonctionnelles Respiratoires
VR:Volume Résiduel

VNI: Ventilation Non Invasive

[EC: Inhibiteur de I' Enzyme de Conversion

kDa: kilo Dalton

Dp: Dystrophin product

PCR: Polymerase Chain Reaction

ERG: Electrorétinogramme

GABA:Gamma Amino Butyrique Acide

BHE: Barriere Hématoencéphalique

AQP4: Aquaporine 4

Z01: Zona Ocludens 1

DAP: Dystrophin Associated Protéins

GFAP: Glial Factor Activated Protein

VEGEF: Vascular Epidermal Growth Factor,
VEGFR2: Vascular Epidermal Growth Factor Receptor 2
PET: Positron Emission Tensitometry

Pi/ATP: Phosphore inorganique/Adenosine TriPhosphate
Pi/PME: Phosphore inorganique/PhosphoMyolnositol
Pi/PCr: Phosphore inorganique/PhosphoCreatine
NOS: Nitric Oxygen Synthase

GRMD: Golden Retriever Muscular Dystrophy
ECM: Extra Cellular Matrix

0-SMA: a Smooth Muscular Actin

CAM: molécules d'adhésion cellulaires

MMP: Métalloprotéases matricielles

TGF[: Transforming Growth Factor [3

VCAM: Vascular Cell Adhesion Molecule
PDGEF: Platelet Derived Growth Factor

INF-y: Interféron gamma

CTGF: Connective Transforming Growth Factor
LAP: Latency Associated Protein

ILK: Integrin Linked Kinase

DMC: Dystrophie Musculaire Congénitale
TIMPs: Tissue Inhibitors of MetalloProteinases,
MBP 1: Major Basic Protein
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Les thérapies dans la myopathie de Duchenne sont un enjeu majeur dans les maladies
neuromusculaires de 1'enfant. La découverte du gene de la dystrophine, premier géne identifié¢ dans
les maladies neuromusculaires, a d'emblée fait envisager différentes voies thérapeutiques:
pharmacologie, greffe de myoblastes, thérapie génique, et plus récemment correction génique in situ
par saut d'exon ou fuitage de codon stop. En fait, ces différents projets sont limités par une
méconnaissance de I'évolution naturelle de la maladie dans ces subtilités ou des facteurs
épigénétiques et physiologiques interviennent dans I'installation du processus de dystrophie
musculaire et de 'atteinte cognitive des patients expliquant la variabilité clinique des patients DMD
avec des entités de pronostic différent. Notre travail a eu trois objectifs complémentaires en vue

d'essais thérapeutiques futurs.

Tout d'abord, nous avons essayé de définir des endo-phénotypes de patients DMD
homogenes a partir d'une cohorte de 75 patients suivis et pris en charge de fagcon identique sur 15
ans a I'hopital Saint Vincent de Paul en analysant par différentes méthodes statistiques les variables
cliniques, sociologiques et génétiques. L'objectif était d'identifier des facteurs prédictifs précoces

permettant une identification des endo-phénotypes suspectés.

Dans un second temps, une analyse spécifique des composants cellulaires et interstitiels des
biopsies musculaires initiales de ces patients a été réalisée afin d'identifier des facteurs musculaires
prédictifs de gravité et des mécanismes physiologiques conduisant a la fibrose musculaire. La
fibrose musculaire en tant que facteur prédictif de gravité et aussi de facteur limitant la diffusion de
thérapie génique ou cellulaire nous a paru un partenaire essentiel a considérer. La fibrose et

l'angiogénése musculaire sont deux clés thérapeutiques qui interagissent entre elles dans la DMD.

La troisieme partie de mon travail s'est focalisée sur la mise au point d'un mod¢le de fibrose
musculaire endomysiale expérimentale chez la souris mdx, modele murin de DMD. Ce modéle
devrait nous permettre de mieux analyser le role de la dystrophine et des différents partenaires
cellulaires dans la constitution de la fibrose musculaire et d'envisager des thérapeutiques

antifibrosantes.
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Myopathie de Duchenne, rappels cliniques

1.1 Introduction

La myopathie de Duchenne est a ce jour la maladie neuromusculaire la plus fréquente
chez l'enfant avec une évolution inexorable, progressive conduisant au décés dans la troisiéme
décennie. L'amélioration de la survie est liée a I'amélioration de la prise en charge orthopédique, au
dépistage précoce des complications cardiaques et respiratoires mais aucune thérapeutique curative
n'est applicable a ce jour.

La connaissance du gene et de la protéine impliquée, la dystrophine, a permis une
amélioration du conseil génétique, un diagnostic prénatal et une meilleure compréhension des
mécanismes conduisant a la destruction progressive du muscle. Toutefois, le degré variable
d'évolutivité musculaire, d'atteinte cognitive et cardiaque des patients n'est pas totalement expliqué
par la génétique moléculaire.

Les mécanismes précoces cellulaires et biochimiques favorisant la fibrose musculaire en
lieu et place de la fibre musculaire aprés des cycles de nécrose régénération ne sont pas tous
identifiés, limitant les prospectives thérapeutiques pharmacologiques ou de correction génique.

1.2 Rappel historique

En 1851, Edward Meryon rapporte dans Lancet, le cas de 9 gargons issus de trois
familles différentes atteints d'une faiblesse musculaire progressive. Il décrit une pseudo
hypertrophie musculaire, une marche un peu tardive, des difficultés a se relever du sol a 6 ans. La
marche décrite comme dandinante avec un abdomen proéminent et une bascule du bassin est perdue
entre 9 et 11 ans. L'atrophie musculaire progressive conduit au décés au plus tard a 16 ans. A
l'autopsie d'un des patients, il décrit des rétractions tendineuses et une déformation du rachis; il
confirme 1'intégrité de la moelle épiniere et des nerfs et 1'origine musculaire primitive probable de la

paralysie avec destruction des fibres musculaires et remplacement par une adipose. Il évoque une
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origine nutritionnelle carentielle.

En 1868, Duchenne décrit dans les Archives Générales de Médecine une nouvelle
forme de maladie musculaire a propos d'une série personnelle de 13 cas de garcons qui développent
durant l'enfance une faiblesse musculaire progressive avec un aspect initial pseudo hypertrophique
et un déces par insuffisance respiratoire vers 15 ans. 11 établit des critéres diagnostiques:

e diminution de la force musculaire débutant aux ceintures,
e hyperlordose et marche dandinante,

e pseudohypertrophie des muscles épargnés (mollets),

e perte progressive de la force musculaire,

e diminution de la contraction musculaire aux stimuli électriques a un stade avancé.

I1 confirme l'atteinte musculaire primitive en 1868 avec le remplacement des fibres
musculaires par du tissu fibreux et graisseux. En 1886, Gowers signale la fréquence des cas
familiaux et le mode de transmission maternelle. Il décrit le fameux signe de Gowers qui
correspond a la fagon de se relever du sol des patients du fait du déficit pelvien. En 1891, Erb dans
sa série de dystrophie musculaire signale des patients atteints de myopathie de Duchenne dont
certains présentaient une atteinte cognitive.

Durant un siecle, la description reste clinique avec la découverte de 1'élévation de la
Créatine Kinase sérique, la confirmation de la transmission liée a 1'X et la description plus précise
des lésions neuropathologiques par Bell [Bell, 1968]. La localisation du géne [Kunkel, 1985], la
découverte du gene [Koenig, 1987], de la protéine dystrophine et de sa structure [Hoffman, 1987,
Koenig, 1988] et du complexe glycosarcolemmique dont fait partie la dystrophine [Ervasti, 1990]
va permettre de comprendre en partie les mécanismes moléculaires et cellulaires a 1'origine de cette
dystrophie musculaire et d'élaborer des stratégies thérapeutiques.

1.3 Les grandes séries évolutives
Les grandes séries évolutives sont rares et il n'existe pas de suivi longitudinal des

patients en dehors des études de Brooke [Brooke, 1989]. Le plus souvent, seul un point de la
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maladie est abordé, force musculaire et testing musculaire, scoliose, évolution de la fonction
cardiaque ou respiratoire [Emery, 2003].

L'incidence de la dystrophie musculaire de Duchenne est évaluée a 1/3500 naissances
males au pays de Galles [Emery, 1991]. Ces données sont confortées par celles de la base de Leyden
avec une prévalence de 23,7/100000 naissances males (1/4213) [Van Essen, 2004]. L'incidence des
mutations dans le géne de la dystrophine est de l'ordre de 1/10000. La prévalence du statut de
transmettrice de dystrophinopathie (Becker et Duchenne) est estimée a 40/100000 [Norman, 1989].

La description clinique évolutive dans quelques grandes séries confirme les grandes
caractéristiques cliniques. Les constantes néonatales sont normales et le développement
staturopondéral initial aussi, méme si un certain nombre de patients atteints de DMD ont une petite
taille dés 2 ans [Eiholzer, 1998]. Les premiers symptomes rapportés par les parents sont le retard
psychomoteur, la difficultés a courir et monter les escaliers, les chutes fréquentes [Firth, 1983]. Sur
une série de 283 DMD avec un suivi de 2 a 10 ans une hétérogénéité clinique est indiscutable en
terme de force musculaire mais aussi de fonction cardiaque et respiratoire [Brooke, 1989].
Globalement, les enfants de la série perdent la marche apres 8 ans avec plutdt un plateau entre 3 et 6
ans mais une certaine hétérogénéité évolutive se confirme. Il faut noter que ces études ont été
réalisées avant la découverte du geéne et de la protéine et que le diagnostic est clinique incluant
probablement des patients avec un peu de dystrophine résiduelle et donc de possible formes
intermédiaires [Brooke, 1983].

La série de Leyden porte sur 473 DMD nés entre 1961 et 1982. Les patients ont été
séparés en 2 groupes, G1 (1961-1974) ou le diagnostic est uniquement clinique et G2 (1975-1982)
ou le diagnostic est génétique. En pratique les données globales différent peu entre les deux
groupes, confirmant la sensibilité du diagnostic clinique. Les renseignements ont été obtenus par

questionnaire aupres des médecins traitants sans suivi longitudinal et donc assez globaux.
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Age de Moyen (ans) Ecart (ans)
survenue 2,4 0,5-7
acquisition de la marche 1,7 0,8-4,5
du diagnostic 5,3 0-10
confinement au fauteuil 9 6-13
déces 16,8 3,1-21,3

Tableau 1: Principales caractéristiques de la série de Leyden [van Essen, 2004]
Le diagnostic est plus précoce quand l'enfant a un retard psychomoteur global témoignant d'une

atteinte cognitive (4,6 ans vs 5,8 ans). Les principaux symptdmes conduisant au diagnostic étaient:

Sy mptomes conduisant au diagnostic
retard moteur || NN 1.7
chutes frequentes [ NI 8.7
Marche tardive - 6,8
Retard psy chomoteur - 57
Difficultés a monter les marches - 3,4
Faiblesse musculaire [ 2,6
Hy potonie . 2,3
CK élevée dans un contexte familial évocateur [J] 1,5

CK et ou transaminases élev ées de découv erte fortuite I 1,2

0 5 10 15 20 256 30 35

Figure 1: Fréquences des principaux symptomes d'aprés Van Essen [ Van Essen, 2004]

Les 3 principales causes du déces sont cardiaques 30%, insuffisance respiratoire 25% et
infection pulmonaire 18,6%.

Cette ¢tude confirme les grandes étapes de la maladie et les grands reperes mais n'insiste
pas sur I'hétérogénéité des patients car il s'agit d'une observation a un temps donné mais non d'un
suivi de long terme régulier.

Nous allons donc aborder chaque point de I'évolution clinique de cette maladie, les
mécanismes sous-jacents et les différentes propositions de prise en charge proposées.

1.4 Evolution motrice et orthopédique

1.4.1  Marche et fonction motrice
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La marche est acquise le plus souvent dans les limites supérieures de 1'dge normal méme
si ensuite 50% des enfants en général n'ont jamais couru de fagcon déliée. Entre 3 et 6 ans, la marche
est en hyperlordose, dandinante et le signe de Gowers apparait témoignant du déficit musculaire
pelvien. Entre 6 et 11 ans la force musculaire au niveau des ceintures décroit de fagon quasi linéaire
[Allstop, 1981] avec une atteinte symétrique mais prédominante dans certains muscles conduisant a
des déséquilibres et des rétractions tendineuses asymétriques:

e fléchisseurs de nuque < extenseurs de nuque,

e biceps et triceps < deltoide,

e cxtenseurs de hanches (Moyen Fessier et Grand Fessier) < fléchisseurs de hanches (TFL),
e quadriceps < ischiojambiers

e tibialis antérieur et peronéen<tibialis postérieur et soleus.

Les muscles de la face et oculo-moteurs sont respectés longtemps en dehors du
sternocléidomastoidien. Les réflexes ostéotendineux disparaissent dans 50% des cas apres l'age de
10 ans. Des rétractions au niveau des fléchisseurs de hanches et tendons d'Achille s'installent parfois
avant 6 ans, toujours entre 6 et 11 ans [Brooke, 1983]. La perte de la force musculaire n'est pas
corrélée de fagon linéaire a la perte de fonction telle que la montée des escaliers avec ou sans aide,
la distance de marche, le relevé de la position assise a debout [Brooke, 1983]. Le score de Vignos
coté de 1 a 9 montre une perte de ces fonctions en 2-3 ans [Allstop, 1981]. La diminution des
muscles abdominaux et paraspinaux conduit a un effondrement en cyphose apres 10 ans lors de la
perte de la marche puis a une scoliose dorsolombaire. Le score de Brooke teste aussi la fonction des
membres supérieurs et atteste d'une hétérogénéité évolutive sur une série de 114 patients DMD. Ce
score indicateur de force musculaire globale décroit de 0,4 unité par an avec une échelle de 0 a 10
[Brooke, 1983].

1.4.2  Testing musculaire et score
L'utilisation du score manuel de force musculaire (Manual Muscle Testing ou MMT)
par différentes équipes pour de futurs essais thérapeutiques a montré sa puissance mais aussi ses
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limites. En 1987, Mendell réalise 5000 scores de MMT sur 170 patients DMD agés de 2 a 23 ans
avec un suivi trés variable sans homogénéité de prise en charge dans I'objectif d'avoir une base de
données [Mendell, 1987]. Sur un score MMT obtenu a partir de 34 muscles, Kilmer, en 1983,
retrouve une relation linéaire et une perte de 0.26 unités internationales (Ul) MMT par an entre 1'age
de 10 et 14 ans sur une série poolée de 63 patients DMD [Kilmer, 1993]. En fait la variabilité
évolutive des patients, leur compréhension et collaboration selon 1'dge et l'atteinte cognitive ainsi
que celle de la technique selon l'examinateur a rendu plus prudent sur l'usage de la MMT en vue
d'essais thérapeutiques [Mayhew, 2006; Escolar, 2001]. Les auteurs suggerent l'utilisation de la
QMT, mesure quantitative de la force musculaire avec une jauge de contrainte, qui demandent une
bonne compréhension et collaboration du patient et un plateau technique plus lourd. Par contre, si le
patient est son propre témoin avec un investigateur constant, avec ou sans atteinte cognitive, la
MMT est bien corrélée aux autres €chelles de fonction telles que la MIF (Motor Infantile Fonction)
et prédictive de I'autonomie du patient [Uchikama, 2004].
1.4.3  Prise en charge

La prise en charge des rétractions tendineuses des membres inférieurs reste difficile
et contestée sur certains points. L'usage d'ortheéses de nuit, mollets plantes ou cruropédieuses est
préconisée par certaines équipes dés le début de l'enraidissement du tendon d'Achille. Pour d'autres,
les ortheéses sont uniquement indiquées de jour pour permettre une marche aidée lorsque la force
musculaire décroit ou l'usage de série de platre réducteurs en cas de rétractions modérées [Main,
2007]. Les ténotomies des membres inférieurs lors de rétractions des tendons d'Achille, des
fléchisseurs de hanches ou des tenseurs du fascia lata ne permettent pas de reprendre une marche
perdue mais sont proposées par certaines équipes aprés la perte de marche pour éviter le bassin
oblique et permettre de poursuivre une verticalisation passive [Bakker, 2000].

La scoliose est quasi constante. Sur une série de 123 DMD, dont 1/3 étaient sous

corticoides, 77% des patients avaient une scoliose avec un angle supérieur a 30° & un dge moyen de
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12 ans. Seuls 50% d'entre eux ont été arthrodésés et la survenue de la scoliose est corrélée a 1'age de
perte de marche [Kinali, 2007]. La prise en charge chirurgicale améliore la durée et la qualité de vie
des patients de facon indiscutable ainsi que la fonction respiratoire si elle est réalisée au bon
moment avant une déformation orthopédique trop importante et avec une fonction respiratoire
(Capacité Vitale (CV)>1litre) et cardiaque encore préservée (Fraction d'Ejection du Ventricule
Gauche (FEVG)>50%) [Velasco, 2007; Eagle, 2007]. Notre expérience clinique et les données de la
littérature [Bridwell, 1999] s'opposent aux assertions de 1'analyse de la base de donnée de Cochrane
qui ne retrouve aucune évidence de bénéfice de I'arthrodese du rachis [Cheuk, 2007].
1.5 Evolution respiratoire
1.5.1  Atteinte respiratoire

L'atteinte des muscles respiratoires a ¢té notée tres tot par Duchenne et se confirme
dans toutes les séries. Elle est la cause principale du déces en 'absence de prise en charge. L'atteinte
des muscles respiratoires ne s'exprime sur le plan clinique que tardivement, aprés 12 ans en
moyenne, alors qu'elle est précoce si on analyse finement la physiologie et la capacité de travail des
muscles respiratoires. La capacité résiduelle fonctionnelle est normale jusqu'a 12-14 ans témoignant
d'un volume pulmonaire initial normal et d'une croissance pulmonaire préservée. Dés 1'age de 6 ans,
la capacité de travail des muscles expiratoires est abaissée alors que les épreuves fonctionnelles
respiratoires (EFR) classiques (Capacité Vitale(CV) et Volume résiduel(VR)) sont normales. La
capacité de travail des muscles expiratoires est abaissée de 50% alors que la mesure de la CV est
normale. L'augmentation du volume résiduel par rapport a la théorique dans un second temps
témoigne de l'atteinte prédominante des muscles expiratoires. La diminution de la CV a partir de 10
ans en moyenne de 200 ml/an est régulic¢re, conduisant a un syndrome restrictif franc a 1'age de 15
ans. L'usage du Sniff Nasal Pressure est un moyen non invasif de mesurer la pression maximale
inspiratoire et un meilleur reflet de la capacité de travail des muscles inspiratoires que la CV.

D'excellentes corrélations ont été réalisées chez les patients atteints de maladies neuromusculaires
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[Stefanutti, 2000].
1.5.2  Les surveillances et prises en charge

La surveillance et les prises en charge respiratoires proposées sont assez
standardisées. Les EFR (CV et VR, Sniff test si possible) sont réalisées tous les ans jusqu'a 12 ans
puis tous les 6 mois. Une surveillance de l'oxymétrie nocturne sera réalisée des que la CV est
inférieure a 1,25 1 ou que le patient a plus de 15 ans ou qu'il présente de signes d'hypoventilation
alvéolaire. L'existence d'une CV inférieure a 680 ml expose a un fort risque d'hypercapnie nocturne
et nécessite donc un support ventilatoire nocturne [Toussaint, 2007]. L'usage de la ventilation non
invasive (VNI) chez les patients atteints de DMD a fortement amélioré la survie des patients de
I'ordre de 10 ans [Jepessen, 2003] et encore davantage si le patient a €té arthrodésé [Eagle, 2007].

Les équipes anglo saxonnes, en particulier celle de Bach, sont par contre tres hostiles
au support ventilatoire sur trachéotomie qui est proposé chez les patients atteints de DMD en France
des que l'autonomie ventilatoire du patient est inférieure a 6 heures sur 26 heures. En effet Bach a
montré sur une série de 45 DMD (24 en VNI et assistance a la toux versus 22 trachéotomisés) que
les nombres d'hospitalisations étaient plus grands et la mortalité¢ plus élevée chez les patients
trachéotomisés [Bach, 1997].

1.6 Evolution cardiaque
1.6.1  Atteinte cardiaque

L'atteinte cardiaque dans la myopathie de Duchenne est bien connue, souvent
asymptomatique jusqu'a 15 ans. Ces données sont confirmées dans une revue récente américaine de
128 cas [Connuck, 2008] ou le diagnostic de cardiomyopathie a été porté a 14,6 ans en moyenne.
Mais dans l'expérience francaise, des anomalies plus précoces sont identifiées a 1'échographie
cardiaque sur la cinétique du ventricule gauche et en scintigraphie myocardique avant méme l'age de
10 ans dans 20% des cas [Duboc, 2005].

1.6.2 Le traitement
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Un traitement préventif par les inhibiteurs de l'enzyme de conversion (IEC) est
préconisé dés I'dge de 10 ans chez les patients DMD au vu de deux études réalisées par le groupe de
cardiologie francais:

e une en double aveugle et contre placebo a montré en 2005 un retard a l'apparition d'une
cardiomyopathie chez les patients asymptomatiques traités par IEC entre 9,5 et 13 ans
[Duboc, 2005],

e un suivi de cohorte a 10 ans a montré une survie significativement supérieure dans le groupe

traité précocement [ Duboc, 2007].

Les auteurs anglo saxons sont plus réservés sur cette préconisation méme si I'équipe
de Muntoni a récemment suggéré cette attitude. IIs proposent une surveillance annuelle
cardiologique complete a partir de l'dge de 10 ans [Muntoni, 2005]. Ensuite, le traitement
symptomatique de l'insuffisance cardiaque reste classique associant les [-bloquants, les IEC, les
diurétiques. Les troubles du rythme cardiaque sont classiquement rapportés mais rarement en cause
dans la mortalité précoce de ces patients. Ils sont surtout a type d'arythmie supraventriculaire
[Finsterer, 2003].

1.7 Etat nutritionnel

La nutrition pose deux différents types de questions chez les patients DMD. 1l est tout
d'abord nécessaire de se référer aux courbes spécifiques établies pour les enfants DMD [Griggs,
1983]. D'une part, 40% des patients DMD développent une obésité en dehors de toute prise de
corticoides, avant 1'dge de 12 ans et de la perte de la marche que cette prise de poids précipite
[Willig, 1993], sans explication physiologique ou hormonale a ce jour [Hankard, 1998]. Par ailleurs,
apres 18 ans, 44% des DMD sont dénutris méme en tenant compte de la fonte musculaire dans les
calculs des indices de masse corporelle avec des difficultés de mastication et déglutition au premier
plan qu'il est nécessaire de prendre en charge [Mok, 2006].

1.8 Prise en charge multidisciplinaire
La prise en charge pluridisciplinaire de ces patients parait donc indispensable et
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reconnue par toutes les équipes (Standart Care for DMD, Treat NMD). Elle a permis, en particulier
grace au suivi orthopédique, cardiaque et respiratoire, d'améliorer la survie des patients mais aussi la
qualité de vie [Jepessen, 2003]. Les équipes francaises assurent depuis 15-20 ans ce type de suivi
pluridisciplinaire coordonné et de ce fait ont acquis une expérience dans la prise en charge des
patients DMD assurant une meilleure survie a long terme dans un état orthopédique, respiratoire
cardiaque et nutritionnel plus satisfaisant que les séries anciennes anglo-saxonnes ou les récentes
publications qui se centrent sur le bénéfice des corticoides a court et moyen termes.
1.9 Essais thérapeutiques hors thérapie génique
Il n'existe pas a ce jour de traitement spécifique de la DMD mais différents essais
hormonaux, immunosuppresseurs et pharmacologiques ont été réalisés.
1.9.1 Corticoides

L'expérience des pays anglo-saxons a conduit a proposer une corticothérapie
systématique au long cours a la dose de 0,75mg /kg/jr pour la prednisone ou 0,9mg/kg/jr pour le
Deflazacort assez précocement (~ 6 ans). Le bénéfice principal invoqué est un gain sur I'dge de perte
de marche de 2 ans en moyenne selon les équipes [Manzur, 2008; Bushby, 2004]. Le maintien des
corticoides apres la perte de marche dépend de I'expérience des équipes qui soulignent un bénéfice
sur la fonction respiratoire [Daftary, 2007], l'installation de la scoliose et méme pour certains,
beaucoup plus controversé sur la cardiomyopathie [Markham, 2008]. Les effets secondaires sont
bien sir monitorés au plus prés mais inévitables: cataracte, ostéopénie, obésité, diabete et
hypertension artérielle.

1.9.2  Pharmacologiques autres

La supplémentation orale par glutamine sur un temps court (10 jours) réduit la
dégradation protéique [Mok, 2006] mais aucun bénéfice évident sur la force musculaire n'a pu étre
montré par une supplémentation en glutamine ou créatine sur 6 mois dans un essai en double

aveugle contre placebo [Escolar, 2003]. Dans les années 80, une supplémentation en L carnitine a
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aussi €té proposée sans succes [Cornelio, 1982].
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Le géne de la dystrophine

2.1 Le géne et ses transcrits
Le geéne de la dystrophine est localisé en Xp21 [Kunkel, 1985]. C'est le plus grand geéne
connu, identifié en 1987 [Koenig, 1987]. Il correspond a environ a 1% du génome et de 1 a 5% du
chromosome X [Kunkel, 1989]. 90% du geéne est composé d'introns et la séquence codante de 86
exons comprend 7 séquences promotrices liées aux premiers exons [Mandel, 1989].
Ce geéne code pour différentes isoformes de dystrophine dont trois pleine longueur (full lengh

dystrophin) et quatre séquences courtes (short isoform).

A
X chromosome
///// _________7___________________————__

| | | |

0 500 1000 1500 2000 2500 kb
(o1 e F‘ r r e

1 11 1 lII|III|||III[I’Hllllll I LD i nrirmm niin
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Dp427M
Dp427pP

B
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. | | ., VN | I. - COOH  Dp260
. | .j - COOH  Dpl140
. NG - COOH | Dpii6
. - COOH | Dp71

Schéma 2: Organisation génomique du géne de la dystrophine. Les barres verticales représentent les 79 exons. Les fleéches indiquent
les différents promoteurs en particulier du cerveau (B), muscle (M), des cellules de Purkinje (P), de la rétine (R), des cellules de
Schwann (S) et du promoteur général Dp71 (G) [Muntoni, 2003].

Il existe trois isoformes pleine longueur qui ont le méme nombre d'exons mais qui

Isabelle Desguerre 20/185



dérivent de trois promoteurs différents dans le cerveau, le muscle et les cellules de Purkinje
cérébelleuses [Muntoni, 2003]. La forme pleine longueur est une protéine de poids moléculaire 427
kDa qui comprend 4 domaines. Le domaine amino terminal a des séquences homologues avec 1'a
actine et contient 232 a 240 acides aminés. Le domaine central est une succession de 25 séquences
répétées hélicoidales identiques a la spectrine d'environ 3000 résidus. Il existe par ailleurs une
région riche en cystéine de 280 résidus. La derniere région carboxy terminale comprend 420 résidus.
Cette protéine est associée avec la membrane sarcolemmique du muscle cardiaque, squelettique,
lisse et interagit avec les autres protéines du complexe glycosarcolemmique (sarcoglycan,

dystroglycan, syntrophine, et dystrobrévine).

| Laminin
Collagen

Dystroglycans
Caveolin-3

Extracellular

matrix Sarcolemma

SO0 :
Intracellular 2 A [iph] nNO5
{Sarcoplasm) Sarcoglycans A A Syntraphins

o-Dystrobrevin
C terminus

Cysteine-

Cytoskeletal rich domain

F-actin

N terminus *ﬁ!‘ﬁ

Dystrophin

Schéma 3 Le complexe glyco-sarcolemmique: La dystrophine se fixe grace a sa partie C-terminale au complexe DAPC. Le DAPC
comprend les protéines sarcolemmiques (o-dystrobrevin, syntrophins et neuronal nitric oxide synthase (nNOS)), les protéines trans-
membranaires (B-dystroglycan, les sarcoglycans, caveolin-3 et sarcospan) et les protéines de la matrice extra cellulaire (o-
dystroglycan et laminin). La partie N terminale est liée au cytosquelette par les filaments de (F)-actin.

Ce complexe glycosarcolemmique forme un pont entre le sarcolemme et la membrane
basale de la matrice extracellulaire. Ensuite la dystrophine interagit avec le réseau sarcomérique par
la F actine. La premiere fonction du complexe glycosarcolemmique est de stabiliser le sarcolemme

et de protéger les fibres musculaires des dommages engendrés par les contractions musculaires
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répétées. En dehors de ce role mécanique, ce complexe transmembranaire joue un rdle dans la
communication intercellulaire par des signaux biochimiques [Hoffman, 2001; Davies, 2006]. La
dystrophine est phosphorylée in vivo et in vitro par des kinases soit proline, soit sérine-thréonine,
soit calmoduline dépendantes [Rando, 2001]. La phosphorylation de la dystrophine modifie son
affinit¢ pour la F actine et la syntrophine, cette phosphorylation pourrait étre un signal de

transduction [Ilsley, 2001].
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Schéma 4: Section transverse d'une fibre musculaire montrant la position approximative des plus importants composants
protéiques du complexe. La dystrophine se lie a la matrice extracellulaire (MEC) aux points de contraction du sarcomere. Ce lien se
forme grace a une cascade de protéines schématiquement représentées.

Les isoformes courtes proviennent de 4 promoteurs internes différents et produisent des
protéines qui n'ont pas de domaine terminal «Actin binding» mais gardent leur domaine riche en

cystéine et le domaine carboxy-terminal qui est le site de liaison avec les autres protéines du
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complexe glycosarcolemmique. Le promoteur de I'exon 30 code pour un transcrit de 260 kDa (Dp
260) qui est exprimé dans la rétine ou il coexiste avec les isoformes muscle et cerveau de grande
longueur (Dp 427) [D'Souza, 1995]. Le promoteur de I'exon 45 produit une isoforme de 140 kDa
(Dp 140) qui s'exprime dans le cerveau, la rétine et le rein [Lidov, 1995]. Le promoteur de 1'exon 56
produit une isoforme de 116 kDa (Dp 116) qui ne s'exprime que dans le nerf périphérique [Byers,
1993]. Le promoteur de l'exon 63 produit une isoforme (sur laquelle nous reviendrons dans le
chapitre cognition) de 71kDa qui ne s'exprime pas dans le muscle squelettique mais dans le cerveau,
la rétine, le foie, le rein, le poumon et le cceur. Il existe fréquemment un épissage alternatif pour
cette isoforme (Dp71) avec les 13 derniers acides aminés de la partie carboxy-terminale remplacée
par 31 autres [Austin, 1995].
2.2 Mutations dans le géne de la dystrophine
2.2.1 Principaux types de mutation

Les mutations retrouvées dans les dystrophinopathies sont soit des délétions plus ou
moins larges, soit des mutations ponctuelles soit plus rarement des duplications. Leur fréquence
estimée dépend en partie de la technique utilisée. La PCR multiple, de loin la technique la plus
utilisée rend aisée la détection des délétions mais ne permet pas d'identifier les duplications et bon
nombre des mutations ponctuelles qui nécessitent une technique de Southern Blot pour les
premieres et une PCR multiplex, voire une analyse des ARN messagers dans le muscle pour les
secondes. Les mutations les plus fréquentes dans le géne de la dystrophine sont des délétions
intragéniques dans 65 % des cas environ. Les délétions peuvent se situer partout dans le gene mais il
existe clairement deux points chauds «hotspot»: un dans la partie centrale du gene entre I'exon 45 et
55 mais avec un point de cassure dans l'intron 44 et l'autre dans la partie proximale en 5' entre
l'exon 2 et 19 avec un point de cassure fréquent dans I'intron 2 et 7 [Muntoni, 2003].

2.2.2  Corrélations génotypes — phénotypes

La regle de Monaco permet d'expliquer la sévérité variable des dystrophinopathies en
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fonction du sie¢ge de la délétion et non de sa taille. Soit la délétion respecte le cadre de lecture est la
protéine sera produite de fagon incompléte ou en quantité insuffisante soit la délétion décale le cadre
de lecture, entrainant dans ce cas l'absence de production de dystrophine. Une grande partie des
phénotypes de gravité différente des dystrophinopathies i.e. myopathie de Duchenne, myopathie de
Becker et variantes s'explique par la régle de Nicholson [Nicholson, 1993].

L'absence compléte de la protéine musculaire conduit & un phénotype Duchenne alors
que la présence de dystrophine en quantité insuffisante ou tronquée produit les formes

intermédiaires ou les variantes de myopathies de Becker.

Western Blot Immunohistochimie Cadre de lecture
Groupe Clinique dystrophine dystrophine (fibres . N
i Région du géne
(Muscle) musculaires)
Ly 0<Q<10% 0 ou fibres .
! DMD severe T normale(N) révertantes < 1% Décalé
, 0<Q<20% IHC<50% . s
2 DMD modeérée T normale(N) qq f. révertantes (fr) Décale
Forme 20<Q<30% 50<IHC<90% s ,
3 . PR o - Décalé ou conservé
intermédiaire | T N ou diminuée fr groupées
. 30<Q<65% o Conservé
4 BDM severe T N ou diminuée 60<IHC<90% (Nterminale)
. 65<Q<80% IHC 100% Conservée
> BDM classique T N ou diminuée irréguliere (distale)
N ,
6 F,or_me 7O<.Q<.] OQA IHC normale Consgrvee
bénigne T diminuée (proximale)

Tableau 2: Corrélation entre la quantité résiduelle de dystrophine et le phénotype clinique d'aprés Nicholson. DMD Duchenne
Muscular Dystrophy; BDM Becker Muscular Dystrophy ;Q quantité; T taille ; N normale ; IHC Immunohistochimie.

Les duplications représentent environ 5% des cas et les mutations ponctuelles ont été sous estimées
durant plusieurs années par les techniques classiques. Les mutations (environ 30%) sont aujourd'hui
mieux caractérisées par la PCR multiplex ou la Reverse Transcription a partir d'échantillon
musculaire par l'analyse des ARNs ainsi que quelques mutations introniques récemment décrites
[Tuffery, 1995 & 1999]. La plupart des mutations sont soit des mutations non sens soit de petites
délétion ou insertion décallant le cadre de lecture soit des mutations affectant des sites d'épissage.

2.2.3 Sautd'exon
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Schéma 5: Représentation des exons du gene de la dystrophine et sites potentiels d'épissage en vue d'une correction génomique par
saut d'exon d'apres Kaplan JC.

Le phénomene de saut d'exon est rencontré de facon spontanée dans certaines fibres
musculaires chez les patients DMD permettant une ré-expression de la dystrophine dans ces rares
fibres appelées fibres révertantes. Ce mécanisme existe aussi dans le muscle de la souris mdx.
Certaines régions du géne semblent plus propices a la survenue de saut d'exon comme la région
centrale mais le facteur qui parait le plus important est I'environnement intronique de 1'épissage ou
de la délétion. Ce phénomene spontané dans le géne de la dystrophine a conduit certaines équipes a
envisager une correction génique par saut d'exon permettant le rétablissement du cadre de lecture
[Aartsma-Rus, 2004].

2.2.4 Formes particuliéres

Les cardiomyopathies liées a I'X : quelques rares formes de cardiomyopathies liées a
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I'X sans atteinte musculaire squelettique sont liées au géne de la dystrophine. Il s'agit de mutations
qui touchent la transcription ou 1'épissage sans respect du cadre de lecture siégeant uniquement dans
des régions ou s'exprime le transcrit cardiaque c'est a dire dans la région 5' du gene, soit I'exon 1 soit
l'intron 1 [Milasin, 1996; Yoshida, 1998]. Une mutation rare dans l'intron 11 a aussi été rapportée
par 1'équipe de Muntoni [Ferlini, 1999]. Des mutations avec respect du cadre de lecture ont aussi été
rapportées dans les régions 49-51, 48-49, 45-48, 45-55, 48, 48-51, 48-53 avec présence dans le
muscle cardiaque d'une expression diminuée de la dystrophine [Muntoni, 2003].

L'élévation asymptomatique isolée des CK a été rapportée dans une famille d'adultes
males de fagon exceptionnelle avec une mutation dans I'exon 48 [Morrone, 1997].

L'atteinte rétinienne dans les dystrophinopathies est cliniquement asymptomatique mais
il existe des altérations de I'électrorétinogramme (ERG). L'isoforme principale rétinienne est la
Dp260. Le Dp 71 s'exprime elle au niveau de la paroi des vaisseaux rétiniens. L'anomalie a I'ERG
est une réduction de lI'onde b en scotopie. L'absence de Dp71 modifie la fonction des canaux
potassiques 4.1 et de 1'aquaporine 4 [Dalloz, 2001].

L'expression chez les filles : le géne de la dystrophine est localisé en Xp21 et le taux
de néomutations est de 1/3. Les meres estimées transmettrices (2/3 des cas environ) sont le plus
souvent asymptomatiques. Sur une série de 129 transmettrices, 53% ont des CK augmentées, 17%
un déficit de la force musculaire souvent asymétrique prédominant au niveau des ceintures, plus
marqué apres 33 ans [Hoogewaard, 1999]. Sur le plan cardiaque, la méme équipe signale chez les
femmes transmettrices asymptomatiques, des anomalies en échographie cardiaque dans 36% des cas
et des cardiomyopathies dilatées identifiées dans 8% des cas [Hoogewaard, 1999]. Par ailleurs, il
existe des filles réellement symptomatiques du fait d'un mosaicisme tissulaire ou d'une inactivation
anormale du chromosome X (lyonisation) avec des symptomatologies douloureuses a I'effort ou de
réelles dystrophies musculaires [Sewry, 1993; Tihy, 1994].

2.3 Atteinte cognitive chez les DMD et la génétique
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2.3.1 Description des atteintes cognitives

L’absence ou la diminution des transcrits de la dystrophine dans le systéme nerveux
principalement dans les dendrites des cellules pyramidales du cortex et de I’hippocampe, ainsi que
dans les cellules de Purkinje du cervelet [Mehler, 2000], conduit a des déficits cognitifs variables.
Depuis la description initiale de Duchenne en 1868, un déficit cognitif a été mis en évidence avec
un QI moyen de 85 chez les patients avec 30% des patients présentant un QI inférieur a 70. Il existe
une dissociation des QI verbal et performance en faveur du QI performance, contrairement a ce qui
pourrait étre attendu (différentielle de 5 a 8 points) [Cotton, 2001]. Cette diminution du QI n’est pas
seulement due a un déficit éducationnel ou au déficit moteur car ce déficit cognitif n’est pas
retrouvé dans d’autres dystrophies musculaires comme les sarcoglycanopathies.

Des déficits plus spécifiques des performances verbales, la mémoire, la lecture et les
mathématiques ont été mis en évidence. En effet, ’analyse de I’empan verbal par le «digit span» et
le «story recall» a montré un déficit pouvant refléter une anomalie primaire du langage, un trouble
de la concentration ou un trouble de la mémoire de travail. Par ailleurs, les difficultés spécifiques
des apprentissages comme la dyslexie, dyscalculie et la dysgraphie qui sont rencontrés plus
fréquemment chez les patients DMD correspondent a des anomalies dans [’apprentissage de
mécanismes d’automatisme ou le cervelet pourrait jouer un role clé.

Il existe une prévalence plus élevée des troubles envahissants du développement chez
les patients DMD avec une prévalence de 4/100 vs 1,6/1000 dans la population générale [Hinton,
2007]. L’implication du cervelet dans les mécanismes autistiques a été évoquée au méme titre que le
sulcus temporal [Sparks, 2002; Boddaert, 2004]. L’expression prédominante des transcrits de la
dystrophine dans le cervelet et les atteintes neurocognitives et psychiatriques décrites chez les
patients DMD impliquent en premier lieu le cervelet.

Il n’existe pas de corrélation génotype-phénotype simple entre les délétions /

duplications du gene de la dystrophine et I’incidence du retard mental chez les patients atteints de
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DMD. Cependant, la présence de délétions dans I’extrémité 3’ du geéne de la dystrophine avec la
perte des isoformes distales de la dystrophine est associée a une incidence plus élevée de déficits
cognitifs. Notamment, les isoformes Dp140 et Dp71 de la dystrophine dont les premiers exons se
situent respectivement au niveau des introns 45 et 63, sont particulierement associées au retard
mental [Muntoni, 2003].
2.3.2 Mécanismes de l'atteinte cognitive chez l'homme et la souris MDX

Sur le plan morphologique, les études neuropathologiques anciennes ont mis en
évidence entre autres une désorganisation de 1’architecture corticale, prédominante dans les régions
fronto-temporales, des anomalies de migration (hétérotopies) et un développement et une
arborisation dendritique anormale au niveau du cortex visuel qui a été considéré comme un
mécanisme plus diffus pour les auteurs [Rossman, 1966; Jagadal, 1988]. Ces données précedent la
validation génétique du diagnostic et il est possible que certianes études incluent des dystrophies
musculaires congénitales.

Les altérations de la neurotransmission

La recherche fondamentale dirigée vers la compréhension des mécanismes
conduisant aux déficits cognitifs chez les patients DMD est tres riche et repose essentiellement sur
des données accumulées chez le modele murin (souris mdx). La dystrophine est localisée au niveau
des neurones post-synaptiques de ces régions et colocalise avec la sous-unité du récepteur GABA-
A. 1l a été montré chez la souris mdx une diminution nette des sous-unités al et 02 du récepteur
GABA dans les régions, ce qui pourrait suggérer que la dystrophine jouerait un réle important dans
le clustering et la stabilisation des récepteurs GABA-A d’un sous groupe de synapses inhibitrices
[Graciotti, 2008].

Le dysfonctionnement des récepteurs GABA-A n’est probablement pas le seul
mécanisme impliqué dans le déficit cognitif. En effet, la désorganisation du complexe protéique

associ¢ a la dystrophine conduit a un processing anormal de la transmission synaptique, notamment
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par un dysfonctionnement de 1’interaction dystrophine—o/p dystroglycanes, comme cela a été montré
dans les pathologies de la jonction neuromusculaire avec une anomalie du clustering des récepteurs
a I’acétylcholine ou dans les pathologies lies a des anomalies de I’a-dystroglycane, entrainant une
altération de la transmission synaptique, de la transduction des signaux intracellulaires et de la
migration neuronale.

De plus, des altérations de ’homéostasie calcique, due en partie aux modifications
des canaux calciques membranaires, sont un autre facteur modifiant la transmission du signal. Des
modifications de ’homéostasie calcique neuronale pourraient avoir d’importantes implications dans
I’élaboration correcte d’un grand nombre de fonctions cellulaires, comme la libération des
neurotransmetteurs, la plasticité synaptique, la transcription de genes [Mehler, 2000].

Les altérations de la barriere hématoencéphalique (BHE)

Il a été¢ montré que la dystrophine jouait un roéle majeur dans le développement de la
barriere hématoencéphalique. Des modifications de la perméabilité¢ vasculaire ont été¢ mises en
évidence dans le modele mdx. La dystrophine est présente au niveau de la micro circulation
cérébrale et dans le pied astrocytaire périvasculaire formant une unité gliovasculaire au niveau de la
BHE. Chez la souris mdx, la diminution de la dystrophine dans ces régions entraine un cedéme
cérébral et des altérations séveres de la BHE résultant de la réduction d’une protéine associée aux
jonctions serrées entre les cellules endothéliales (zonula occludens ZO1) et d’une protéine gliale
essentielle au cours du développement de la BHE, 1'Aquaporine 4 (AQP4) exprimée au niveau des
astrocytes et des cellules ependymaires [Nico, 2002]. Ces auteurs ont confirmé le lien entre la
diminution de la ZO1, AQP4, GFAP, et la dystrophine (Dp71). La dystrophine gliale périvasculaire
joue donc probablement un réle dans la polarisation fonctionnelle (polarisation d” AQP4 face aux
cellules endothéliales) et la différenciation des astrocytes. L’AQP4, ancrée dans la dystrophine,
perdrait sa polarit¢é normale au niveau des pieds astrocytaires, ce qui pourrait entrainer une

perturbation de ’homéostasie de 1’eau et contribuer aux processus cedémateux [Nico, 2002; Nico,
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2004, Nico, 2006; Nico, 2004*].

Nico et al ont aussi montré que chez la souris mdx il existe une expression cérébrale
majorée de facteurs angiogéniques comme la tryptase, le VEGF, associée a une augmentation de son
récepteur VEGFR2 sur la cellule endothéliale [Nico, 2002]. La méme équipe a aussi mis en
évidence une sur-expression de métalloprotéases matricielles (MMP?2 et 9, endopeptidase) au niveau
des plexus choroides, des cellules ependymaires et, & un moindre degré, au niveau des astrocytes
périvasculaires et des cellules endothéliales. L’augmentation de la production des MMPs est
associée a des Iésions de la BHE. L’hypotheése proposée est que la déficience cérébrale en
dystrophine et protéines associées (DAP) au niveau des cellules gliales chez les souris mdx pourrait
induire des altérations du cytosquelette glial qui entrainerait une sur expression des MMPs par ces
cellules gliales qui, a leur tour, pourraient étre responsables de 1’ouverture de jonctions serrées et
d’une augmentation de la perméabilité vasculaire [Nico, 2006].

Cependant, chez les patients DMD, il n’existe que treés peu de données sur la densité
en micro vaisseaux cérébraux. Un article seulement rapporte une plus importante densité capillaire
chez les patients DMD que chez les controles [Sugino, 1991].

2.3.3  Etudes neuroradiologiques

Les études neuroradiologiques sont peu nombreuses et souvent réalisées chez des
patients trés mal caractérisés sur le plan clinique et génétique. En 1994, Bresolin et al ont publi¢ des
résultats de densitométrie d'émission de protons (PET) de fluorodeoxyglucose (FDG) montrant un
hypométabolisme cérébelleux bilatéral chez les 4 patients étudiés (absence de dystrophine en
Western Blot) et non caractérisés sur le plan génétique. Un hypométabolisme au niveau des aires
associatives a €té retrouvé dans 3/4 des cas. L'IRM cérébrale réalisée au décours était normale dans
tous les cas [Bresolin, 1994].

Une autre étude de FDG-PET porte sur 10 patients caractérisés sur le plan

immunohistochimique et génétique (10 délétions, absence du détail des délétions retrouvées)
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comparés a 17 patients adultes normaux,(Lee 2002). Un hypométabolisme impliquant 1’aire
sensitivomotrice, le néocortex temporal, le lobe temporal interne et le cervelet. Les auteurs relient
ces données obtenues en PET au fait que ces structures sont particulierement riches en dystrophine.
L’hypométabolisme observé dans ces régions correspondrait donc a une diminution pathologique du
taux de dystrophine attendue dans ces structures [Lee, 2002].

Chiron et al 1999 ont étudié les anomalies de spécialisation hémisphérique chez des
sujets atteints de dysphasie développementale avec un groupe contrdle composé des patients atteints
de DMD. De maniere surprenante, ils ont mis en évidence que les patients DMD droitiers
présentaient une asymétrie de fonctionnement entre les deux hémisphéres aux dépends de
I’hémisphere gauche. Les auteurs ont conclu que les difficultés d’apprentissage observées dans la
DMD pourraient étre reliées, comme dans les dysphasies développementales, a une spécialisation
hémisphérique anormale. Les études neuropsychologiques montrant des difficultés d’apprentissage
de la lecture chez les DMD pourraient abonder dans ce sens [Chiron, 1999; Billard, 1992].

D’autres auteurs ont étudi¢ le métabolisme cérébral dans la DMD en spectroscopie de
résonance magnétique: Tracey et al ont étudié en spectroscopie de phosphore 31 (P31) (cortex, lobes
frontaux et pariétaux) le cerveau de 19 gargons [Tracey, 1996]. Cette population est trés mal
caractérisée autant sur le plan génétique que sur le plan immunocytochimique (histologie musculaire
11/17 patients, biologie moléculaire, 13/17, 3 patients ayant seulement un diagnostic clinique).
Comme cela avait déja été¢ montré chez la souris mdx, les auteurs ont mis en évidence une
augmentation des ratios Pi/ATP, Pi/PME, Pi/PCr. Ces résultats correspondent a une augmentation de
Pi et une diminution de I’ATP au niveau du systéme nerveux central. La signification exacte de ce
phénomene, qui a aussi été démontré au niveau du muscle des patients atteints demeure inconnue et
semble refléter la diminution du pool de dystrophine musculaire et cérébrale [Tracey, 1996; Rae,
1998]. La méme équipe a utilisé la spectroscopie de protons (SRM H1) dans le méme objectif: 15

patients (dont seulement 5 ont été caractérisés sur la plan génétique) comparés a 15 témoins
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normaux.

L’analyse neuropsychologique réalisée a comporté des échelles d’intelligence et deux
batteries plus spécifiques (MAT = test de compétences visuospatiales et du raisonnement non verbal
et WRAML). Les données ont été acquises a partir de deux voxels situés dans I’hémisphere
cérébelleux et le lobe frontal gauche. Les résultats mettent en évidence un rapport Choline/NAA
significativement plus élevé au niveau du cervelet gauche chez les patients Duchenne vs enfants
normaux, le rapport créatine/NAA demeurant inchangé entre les deux groupes. Par ailleurs, les
auteurs ont observé une association significative entre I'élévation du rapport choline/NAA dans le
cervelet et de bonnes performances au test MAT. L’interprétation de ces résultats est extrémement
délicate et le lien effectué par les auteurs entre ces deux résultats est peu satisfaisant. En effet, le test
MAT n’étudie pas a priori les fonctions cérébelleuses et il est difficile de trouver une explication
claire a ’augmentation du pic de choline dans le cervelet des patients DMD [Tracey, 1996; Rae,
1998].

2.3.4 Conclusion

L’atteinte cognitive et psychiatrique des patients DMD semble donc impliquer
fortement le cervelet et n’est pas expliquée totalement par 1’analyse des différents types de
mutations retrouvées impliquant différents transcrits et leur localisation dans le geéne de la
dystrophine. Les différentes études chez la souris mdx montrent une expression prédominante des
transcrits de la dystrophine (DP 71) dans le cervelet. Par ailleurs, de nombreuses données ont été
accumulées chez la souris mdx en faveur de la perturbation de I’homéostasic du milieu
extracellulaire et de la perméabilité vasculaire.

I1 nous apparait donc important dans un projet futur de pouvoir étudier, a I’aide de
nouvelles méthodes non invasives d’analyses morphologiques fiables, le cerveau de patients DMD
parfaitement caractérisés sur le plan génétique et neuropsychologique : analyse du volume des

différentes structures cérébrales en particulier le cervelet par le logiciel VBM, analyse des grandes
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voies de connection par I' analyse en « tracking fibres », analyse en spectroscopie par résonance
magnétique de protons de différentes régions (SRM H1).
24 Essais de thérapie génique
2.4.1 Codon stop
Apres 1'étude de L Sweeney identifiant une ré-expression de la dystrophine dans le
muscle chez la souris mdx (qui a un codon stop) apreés perfusion de gentamycine [Barton-Davis,
1999] des essais ont été réalisés sans succes chez des patients DMD et BDM ou aucune ré-
expression de la dystrophine n'a pu étre authentifiée [Wagner, 2001]. Des différences de
conformation entre les gentamycines du commerce (levogyre vs dextrogyre) ont été soulevées. Dans
le méme objectif, une molécule plus innovante, le PTC 124, a été développé. Elle est en cours
d'étude dans la DMD et la mucoviscidose [Wilton, 2007].
2.4.2  Saut d'exon
La restauration du cadre de lecture du gene de la dystrophine par « exon skipping » a été tenté chez
la souris mdx et le chien golden retriever muté avec une ré-expression de la dystrophine dans le
muscle de facon satisfaisante. Chez 4 patients DMD sélectionnés, 1'injection intramusculaire d'un
oligonucléotide antisens a permis in situ un saut de I'exon 51 a 64 dans 97 % des fibres et une ré-
expression partielle de la dystrophine dans le muscle de 3 a 12% [Van Deutekom, 2007]. Ces
résultats encourageants permettent d'envisager des développements de cette technique une fois

résolu le probléme de la distribution générale de I'oligosens dans le muscle.
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DMD deletion at exon 50
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Schéma 1: Représentation du mécanisme du saut d'exon chez un patient DMD ayant une délétion de l'exon 50 permettant la
restauration du cadre de lecture et conduisant a une dystrophine incompléte et un phénotype BMD [Van Deutekom, 2007]
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Atteinte musculaire des patients DMD sur le plan histologique
3.1 Données de la littérature

3.1.1 Introduction

Duchenne en 1868 et Erb en 1891 décrivent une atteinte musculaire primitive
évolutive survenant chez des garcons qui installent une paralysie progressive mais la description
histologique de l'atteinte musculaire dans les dystrophinopathies a été réalisée dans les années 1960
par Bell et Cohen puis un peu délaissée au profit des avancées génétiques lors de la découverte du
gene de la dystrophine. La formule décrite alors comprend un processus nécrose régénération et un
remplacement progressif du tissu musculaire par une fibrose et du tissu adipeux [Bell, 1968]. Ils
signalent que le pourcentage de fibres nécrotiques et en régénération est indépendant du degré
évolutif de la maladie. Ils insistent sur I'augmentation des fibres de type 1 au cours de la maladie et
l'aspect en foyer des lésions qui suggeére un mécanisme vasculaire. Cette théorie vasculaire sera
débattue avec des arguments contradictoires, en particulier les analyses morphométriques ne
montreront ni de perte capillaire ni occlusion de petits vaisseaux [Jerusalem, 1974]. Il n'existe pas
de modification de la perméabilité capillaire en microscopie é€lectronique [Bradley, 1975]. Les
analyses ultra structurales des fibres nécrotiques mais aussi des fibres non nécrotiques confirment
l'existence de défauts de la membrane plasmique avec une perméabilité modifiée pour la peroxydase
[Engel, 1975].

L'hypoth¢se d'une anomalie de la membrane sarcolemmique est alors évoquée
[Bradley, 1978]. L'existence de fibres hypercontractées témoins de cette anomalie sarcolemmique
est notée mais discutée comme €tant soit pathognomonique de la DMD soit simplement le résultat
d'un artéfact de fixation [Lotz, 1987].

3.1.2 Les fibres nécrotiques
Les fibres nécrotiques sont facilement reconnues au trichrome avec une couleur bleu

vert, avec un réseau myofibrillaire absent ou désorganisé et une réactivité ATPasique ou oxydative
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diminuée. Elles fixent de fagon non spécifique la fraction C5b du complément ou complexe
d'attaque membranaire (MAC) et expriment la prostaglandine D2 [Okinaga, 2002]. Elles sont
associées a des cellules inflammatoires (macrophages et des lymphocytes T en plus faible
proportion). La fréquence des fibres nécrotiques varient d'un patient a l'autre et d'un muscle a l'autre,
de fagon indépendante du degré évolutif de la pathologie de 0,5 a 3,5% [Bell, 1968]. La nécrose est
segmentaire avec la présence de fibres régénératives avec un cytoplasme basophile, une
augmentation des activités oxydatives et une immuno-réactivité pour la myosine fcetale et
I'utrophine. L'existence de foyers de nécrose/régénération de myofibres reste mal expliquée et
pourrait étre liée a une nécrose segmentaire de la fibre avec une fusion incomplete des myotubes
[Schmalbruch, 1984]. La nécrose myocytaire en foyer a aussi été récemment rattachée a une toxicité
de cellules mastocytaires [ Wehling, 2008].
3.1.3 La prédominance de fibre de type 1

La prédominance de fibres de type 1, classiquement rapportée, varie selon les
muscles biopsés et 1'age des enfants (quadriceps 41 a 75%). Les fibres de type 2b diminuent apres
I'age de 2 ans et disparaissent apreés 5 ans en rapport probablement a une fragilité de la membrane
sarcolemmique plus importante. Les fibres de type 2c augmentent avec l'dge [Whitaker, 1983].
Entre I'age de 1 et 5 ans, la taille moyenne des fibres est plus élevée que chez les patients contrdles
puis se normalise en alternant des fibres de grandes taille et des groupements de petites fibres [Bell,
1967]. Les centralisations nucléaires sont présentes dans 2 a 4% des myocytes mais ne semblent pas
lies a la sévérité de la pathologie.

3.1.4 Les fibres hypercontractées

Les fibres hypercontractées sont arrondies, foncées, hyperréactive au trichrome et
souvent de grande taille. Elles témoignent d'anomalies sarcolemmiques permettant 1'entrée massive
du calcium dans la cellule, induite par un stress ou un détergent en général. Dans la DMD, elles sont

plus fréquentes (4 a 8,3%) que chez le sujet normal (0,4%) avec la méme technique de biopsie et de
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fixation et ne peuvent donc pas étre imputables a un artefact. Elles sont beaucoup plus rares dans les
dystrophies musculaires congénitales, les myosites, les 1ésions de dénervation (incidence < 1%).
Elles sont déplétées en desmine et actine, témoignant d'une activation des protéases cytoplasmiques
calcium dépendantes [Uchino, 1988]. La surcharge calcique des fibres musculaires non nécrotiques
avec des dépots sub-sarcolemmiques du calcium est un fort argument pour 1'hypothése de défaut
sarcolemmique primitif permettant I'entrée du calcium dans les cellules. Cette anomalie est déja
présente dans le muscle de sujets DMD a l'age foetal [Engel 2003].
3.1.5 Les cellules de l'inflammation

Les cellules inflammatoires sont péri-vasculaires (1 a 4 cellules de type macrophages
autour des vaisseaux), dans le périmysium et 1'endomysium ou elles sont proches des foyers de
régénération : ce sont des macrophages ou plus rarement des lymphocytes T, CD8+ dans un tiers des
cas. Le nombre de cellules inflammatoires dans les infiltrats endomysiaux est plus faible que dans
les polymyosites que ce soient les macrophages ou les lymphocytes T dans une proportion de 1 a 10
[Arahata, 1984]. L'inflammation dans la DMD apparait donc comme un phénomene secondaire et
modéré. Par contre la présence de cellules mastocytaires, myocytotoxiques, est plus importante dans
les dystrophinopathies que dans les autres dystrophies musculaires expliquant I'aspect en foyer de la
nécrose [ Wehling, 2008]. Les fibres déficientes en dystrophine seraient plus sensibles a la protéolyse
induites par les mastocytes [Cai, 2000].

3.1.6 Les cellules satellites

Le pourcentage de fibres nucléées accompagnées de cellules satellites est 3 a 7 fois
plus élevé dans le muscle DMD que dans le muscle normal. Cette augmentation des cellules
satellites est aussi rapportée dans la myotonie et les polymyosites. Il semblerait donc que la capacité
a maintenir une population de cellules myogéniques est augmentée méme si la capacité de division
et de fusion de ces cellules est peut étre altérée [ Wakayama, 1979].

3.1.7 Les vaisseaux
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La théorie vasculaire dans la DMD a été débattue dans les années 1970 avec des
arguments contradictoires [Mendell, 1971]. Pour certains, 1'aspect de grouping des foyers de nécrose
dans la DMD suggérait un mécanisme ischémique mais les analyses morphométriques ne montrent
pas de perte capillaire ni occlusion de petits vaisseaux [Jerusalem, 1987]. Pour certains, aucune
modification importante de la paroi capillaire en microscopie électronique que ce soit en terme
d'épaisseur de la paroi ou de solution de continuité n'a pu étre mise en évidence [Bradley, 1975;
Koehler, 1977]. Pour ces auteurs, il n'y a donc pas d'argument morphologique en faveur d'une
pathologie vasculaire primitive de type ischémique. Pour d'autres, I'hypothése d'une souffrance peut
étre secondaire, de type ischémique reste valable avec une augmentation de I'épaisseur de la paroi
des vaisseaux artériolaires et un infiltrat cellulaire [Musch, 1975].

En 1987, Miike et al retrouve, sur I'analyse de quatre biopsies musculaires réalisées
chez des patients jeunes présymptomatiques, une tortuosit¢ des microvaisseaux avec une
augmentation de 1'épaisseur de la membrane basale dans 30% des capillaires et un aspect d'agrégats
plaquettaires sur la paroi des artérioles et veinules en microscopie ¢lectronique. L'analyse
morphométrique montre que la surface occupée par les capillaires est plus importante dans la DMD
que dans d'autres maladies neuromusculaires. Ces observations sont en faveur d'un mécanisme
compensatoire de prolifération vasculaire [Miike, 1987]. Ces anomalies semblent liées au processus
de dystrophie musculaire chez 1'enfant car Sugino en 1991 retrouve le méme aspect de tortuosité
vasculaire et d'augmentation de la surface des cellules endothéliales et péricytaires dans le muscle
de patients ayant une dystrophie musculaire congénitale de Fukuyama [Sugino, 1991]. En 2005,
N'Guyen rapporte dans le modéle canin de DMD (chien GRMD) une augmentation de la surface
occupée par le lit capillaire et une augmentation d'épaisseur de la paroi des vaisseaux. Par contre,
elle note un appauvrissement du lit vasculaire chez le chien agé corrélé a la fibrose musculaire
[N'Guyen, 2005].

En 2004, Straino montre chez la souris mdx une augmentation de l'artériogenese
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apres 1ésion ischémique de la patte par rapport a la souris sauvage avec une production augmentée
du VEGF sérique et une prolifération plus importante des vaisseaux capillaires de mdx sur matrigel
apres stimulation par un facteur de croissance fibroblastique [Straino, 2004]. D'autres équipes ont
montré chez la souris mdx mais surtout chez les patients DMD des anomalies de la régulation de la
micro circulation et de la réponse au stress oxydatif médi¢ par NOS [Brenmann, 1995; Sander,
2000]. En 2006, Ito a montré la restauration d'une vaso-régulation normale chez la souris mdx apres
ré-expression conditionnelle d'un transgéne de mini dystrophine uniquement dans les muscles lisses
de la paroi des vaisseaux. Ceci semble confirmer que 1'absence de dystrophine elle méme est la
cause d'un défaut vasogénique chez la souris mdx [Ito, 2006]. Le réle du vaisseau et de sa proximité
semble central dans le processus de la dystrophie dans la DMD en terme de participation a la
souffrance myocytaire mais aussi a sa correction. L'équipe de Cossu a mis en évidence l'existence
d'une population particuliere de cellules «souches» périvasculaires différentes des cellules satellites,
proches des péricytes, appelées mésangioblastes, qui apres greffe chez le chien GRMD améliorent la
fonction et la morphologie musculaire en restaurant in situ une expression de la dystrophine
[Sampaolesi, 2006; Dellavalle, 2007].
3.2 La fibrose musculaire
3.2.1 La fibrose endomysiale et périmysiale

La fibrose endomysiale et perimysiale progresse avec la maladie dans la DMD. En
période néonatale, le tissu conjonctif est normal alors que la fibrose est bien présente a 4 ans
[Stephens, 1982]. La cinétique et les différents partenaires intervenant dans la fibrose musculaire en
général ou dans les processus dystrophiques type DMD sont incomplétement identifiés. Les
composants de la matrice extracellulaire sont produits et accumulés en réponse a une activation de
la cascade de cytokines profibrosantes, elle méme secrétées par les fibroblastes , les cellules
satellites et les macrophages [Tidball, 2007].

3.2.2 Les protéines de la matrice extracellulaire (ECM)
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Dans les différents tissus, I'ECM a un réle de support et d'accrochage pour les
cellules, de cloisonnement et de régulation des communications intercellulaires. L'ECM régule la
dynamique cellulaire, nécessite l'intervention de certains facteurs de croissance et favorise le dépots
de certaines protéines. Des modifications pathologiques activent des protéases qui favorisent ces
dépots. La formation de la matrice extracellulaire est essentielle dans les procédés de croissance, de
soutien et de fibrose. Par exemple, dans les tumeurs, l'action de protéases ou de métalloproteinases,
permet la diffusion de métastases cancéreuses en limitant la synthese de la matrice extracellulaire
mais permet aussi le contrdle de l'extension de la fibrose qui est en elle méme délétere pour le tissu.
Les composants de la matrice extracellulaire sont produits par les cellules résidentes et secrétés par

exocytose.

Les glycoaminoglycans (GAG)

Les GAG sont des polymeres de glucides de la matrice extracellulaire qui ont une
charge négative permettant son hydratation (gel) ainsi que la séquestration et le stockage des
facteurs de croissance. L'héparane sulfate en particulier sert de ligand & bon nombre de protéines
(perlecan, agrine, collagéne X, VIII) et régule des processus aussi divers que l'angiogenése, la

cascade de la coagulation et la réparation tissulaire.

L'acide hyaluronique est un polysaccharide qui confére aux tissus, une résistance a la
compression. Il est localisé de fagcon préférentielle au niveau de régions articulaires et du tissu

interstitiel. Il interagit avec le récepteur transmembranaire CD44.
Les autres composants matriciels

Le collagene est la famille de glycoprotéines la plus abondante et représente 90% des
protéines de la matrice extracellulaire. Le collagene est présent dans I'ECM sous forme fibrillaire et

donne un support structurel aux cellules résidentes. Le collagene est secrété sous forme précurseur
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procollageéne puis il est ensuite clivé par des protéases qui permettent 1'assemblage. Le collagéne est
divisé en différentes familles: fibrillaire (I, II, III, V, XI), facit (IX,XII,XIV), petite chaine (VIII et

X), de la membrane basale (IV) et autres (VI, VII, XIII).

Les fibronectines permettent la connection des fibres de collagene avec les cellules
dans I'ECM et leur mouvement. Les fibronectines sont secrétées par les cellules sous forme
inactives puis sont associées en dimeres par le biais des intégrines. Ces dimeres ont des fonctions
propres comme celle d'agir sur le site d'une Iésion tissulaire en s'associant aux plaquettes et de
faciliter le mouvement des cellules vers le le lieu 1és€. L'élastine confere une élasticité aux tissus en
opposition au collagene. Elle est présente dans les parois des vaisseaux et les fascias. L'élastine est
synthétisée par les fibroblastes et les cellules SMA positives. Les laminines sont situées au niveau
de la membrane basale et organisées en structure fibrillaire formant un réseau qui permet la
résistance aux forces de tension s'exerg¢ant sur la membrane. Elles ont aussi un réle important dans

l'adhérence et le guidage cellulaire en s'associant aux collagenes.

La liaison des cellules a la matrice extracellulaire se fait par le biais de molécules
d'adhésion cellulaires (CAM) nommées intégrines, qui ont une position transmembranaire et
permettent une signalisation intracellulaire en association avec les protéines du cytosquelette. De
nombreuses cellules sont impliquées dans la constitution de la matrice extracellulaire en particulier
les fibroblastes. Elles sont bien caractérisées dans des tissus comme le foie, le rein, le poumon en

situation physiologique ou pathologique mais moins bien identifiées dans le muscle.

3.2.3 Les mécanismes de la fibrose en général [Lupher , 2006]
L'inflammation et la fibrose sont deux événements tres intriqués dans les différents
tissus. Les différents partenaires sont les myofibroblastes dont certains pourraient étre d'origine
meédullaire et de cellules recrutées sur le site 1ésionnel tels que les macrophages et les lymphocytes

T. La fibrose est la clé de nombreuses affections pathologiques humaines qui vont de la rétinopathie
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et la néphropathie diabétique a la cirrhose du foie, la fibrose pulmonaire idiopathique, la

sclérodermie ou l'insuffisance cardiaque congestive. La constitution de la fibrose est une réponse

mal régulée a une agression tissulaire et la succession d'événements est la méme quelque soit le

tissu méme si tous les partenaires ne sont pas aussi bien identifiés dans le cas particulier du muscle.

Le processus se déroule en trois étapes:

Lors de la premicre phase, la rupture de la barriere vasculaire au moment du traumatisme
expose les plaquettes a la matrice extracellulaire et provoque une agrégation plaquettaire
avec dégranulation qui libére différents facteurs dont la thrombine qui va cliver le
fibrinogéne et former avec la fibronectine une matrice provisoire. Les cellules
inflammatoires et plus tard les fibroblastes vont arriver sur le site. A la phase précoce, les
macrophages sont recrutés sur le site de la Iésion. Dans un premier temps les macrophages et
les neutrophiles vont avoir une action détersive en phagocytant les débris nécrotiques. Ils
produisent dans le méme temps des cytokines et des facteurs chémotactiques qui vont attirer
les cellules endothéliales pour former de néovaisseaux, et des cellules T elles méme activées
et secrétrices de cytokines profibrosantes. Dans le méme temps, les fibroblastes migrent vers
le site, guidés par la néomatrice de fibrine et s'activent en myofibroblastes. Ce complexe
mixte peuplé de macrophages, cellules T, myofibroblastes et néovaisseaux mélés a une

matrice de collagene, fibronectine et acide hyaluronique est appel€ tissu granulaire.

La seconde phase est la constitution du tissu cicatriciel. Les myofibroblastes activés
produisent de grande quantité¢ de collagene I et Il dans la matrice extracellulaire. Cette
phase de remodelage a un turn-over important de synthése et dégradation des protéines de
matrice extracellulaire avec un exces de collagéne qui conduit a la formation du tissu
cicatriciel. Au début, le collagene III prédomine puis est remplacé progressivement par le

collagene I. Les fibres de collagéne s'organisent en un réseau stable et compact.

La troisieme phase est la résorption du tissu cicatriciel. Ce procédé associe une réduction de
la production de collagéne par les myofibroblastes et une augmentation de la dégradation
résultant d'une variation du ratio entre les métalloprotéinases (MMPs) et leurs inhibiteurs
(Tissue Inhibitors of MetalloProteinases, TIMPs) produits par les macrophages, les
granulocytes et les myofibroblastes. Il existe donc in fine un équilibre global entre une

activit¢ de synthése de la matrice extracellulaire (surtout initiale) et une activité
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protéolytique (surtout terminale) pour permettre la résolution du tissu cicatriciel. Le moindre
déséquilibre entre les éléments (synthése excessive ou protéolyse insuffisante) favorise la

constitution de la fibrose chronique dans le tissu.
Les trois partenaires cellulaires intervenant dans la fibrose tissulaire en général ont des

caractéristiques que nous retrouverons dans le muscle.
Le fibroblaste

Le myofibroblaste est considéré comme la cellule principale responsable de la
fibrose. Son phénotype a été décrit par Gabbiani comme une cellule fibroblastique avec un
cytoplasme riche en microfilaments contenant de 1'a0 Smooth Actine (d0SMA) et de la myosine

[Gabbiani, 2003]. Le statut activé ou non des myofibroblastes dépend de trois facteurs:

e tension mécanique de la matrice collagénique [Tomasek, 2002],

e ecnvironnement riche en cytokines profibrosantes, TGF-f3, interleukine 14 (IL-14) et 1L-4

[Wynn, 2004],
e EIII-A fibronectine.

Trois sources différentes de myofibroblastes sont connues:

e activation de fibrocytes dérivés de la moelle osseuse quelque soit le tissu [Abe, 2001],

e des cellules résidentes mésenchymateuses (EMT) identifiés par exemple pour le foie [Iwano,

2002] ou d'autres tissus en dehors du muscle [Kalluri 2003],

e activation des péricytes résidents comme les cellules étoilées pour le foie et le pancréas

[Bachem, 1998; Reeves, 1996] et les cellules mésangiales pour le rein.

Les myofibroblastes activés produisent:

e du collageéne, de la fibronectine, de la laminine et des protéoglycanes,
e des métalloprotéases MMPs (MMP-2 et 3), des TIMP-1 et 2 [Arthur, 2000],
e des cytokines, le TGF-[3 en premier licu.

La liaison au CD40 augmente l'expression de molécules d'adhésion cellulaire telles que ICAM-1 ou

Isabelle Desguerre 43/185



vasculaire telles que VCAM-1 et celle des interleukines IL-1, IL-6, IL-8 et les prostaglandines et
l'acide hyaluronique qui ont un réle important dans le remodelage de la matrice extracellulaire

[Schwabe, 2001].
Le macrophage

Le macrophage a un role central dans le processus fibrotique par sa production de TGF-3 qui
active en myofibroblastes les péricytes, les fibrocytes et les cellules mésenchymateuses résidentes
(EMT). L'isoforme TGF-1 est une cytokine profibrosante parfaitement identifiée dans les
processus de fibrose par exemple du poumon [Selman, 2001] et du foie [Sandersson, 1995]. La
régulation de la production du TGF-[3 dans ces différents tissus permet de modifier la production de
fibrose apreés lésion ou spontanément, confirmant le role clé pro-fibrosant de cette cytokine
[Fukasawa, 2004; Sato, 2003]. Dans la cellule, les homodiméres de TGF-3 sont compactés en un
complexe inactif avec des protéines LAP (Latency Associated Protein). La dissociation du TGF-f3
des LAPs est indispensable pour permettre une liaison a son récepteur. Cette dissociation est
catalysée par de nombreux facteurs dont les MMPs, I'auf6 intégrine-kinase, la plasmine, les
cathepsines, la calpaine et la thrombospontine [Gorelik, 2002]. Le signal du TGF-3 est transduit
par une kinase transmembranaire et des médiateurs intracellulaires connus comme les Smads
[Massagué, 2000]. Les Smad3/3 heterodiméres associés au Smad4 se transferent vers le noyau pour

réguler la transcription des genes codant pour le collagene I, III et I'intégrine ILK [Li et al, 2000].

Le PDGF (Platelet Derived Growth Factor), produit par les macrophages est
particuliecrement actif sur les myofibroblastes [Bonner, 2004]. I a un effet mitogene,
chimioattractant et augmente la production de collagéne et des molécules d'adhésion par le
myofibroblaste. Le PDGF-a et PDGF-3 et leurs récepteurs sont fortement impliqués dans les
mécanismes de fibrose de du foie, du rein, du poumon, de la peau et des vaisseaux. Ainsi la

Pirfenidone est un agent antifibrosant efficace dans le foie en bloquant les récepteurs du PDGF [Di
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Sario, 2002].

Les macrophages M1 et M2 se différencient par leurs molécules de surface mais surtout
leurs fonctions [Gordon, 2003]. Les macrophages M1 sont induits par les cytokines TH1 d'origine
fongique ou bactérienne (Interféron y) et par les produits de dégradation de la matrice [Duffield,
2003]. IIs n'expriment pas le CD163 au niveau membranaire. Les macrophages M1 et M2 ont des

fonctions complémentaires. Les macrophages M1 ont:

e un rdle d'initiation dans la constitution de la fibrose en induisant I'apoptose [Canbay, 2003],
e un rdle dans la dégradation de la matrice extracellulaire par le biais des MMPs [Song, 2000],

e un rdle dans la résolution de la fibrose par la production des collagénases MMP 1 et 13.

[Iredale, 1998].
Les macrophages M2 sont inductibles par les cytokines TH2 (IL4, IL-13, IL-10 et TGF-P), la
phagocytose des cellules apoptotiques et les corticostéroides [Duffield, 2003]. Ils expriment
fortement le CD163 et le récepteur mannose CD206 [Gordon 2005]. Les macrophages M2 sont
hautement profibrosants et participent activement a la phase de remodelage dans la fibrose:
e ils produisent du TGF-3 et activent la production de molécules de la MEC par les
myofibroblastes,

e par le biais du PDGF et de I'IGF (I/nsulin Growth Factor), ils activent les myofibroblastes
[Song, 2000],

e ils produisent un taux élevés de transglutaminase qui permet le maillage et la stabilisation de

la matrice extracellulaire [Issa, 2004].
Par ailleurs, la syntheése du collagene dépend du pool de L-Proline (libre). Les cellules M1 agissent
sur le systeme iNOS inductible, qui oxyde le substrat L-arginine pour former du NO et de la L-
citrulline. Les cellules M2 expriment l'arginase 1 (ARG1) qui transforme la L-arginine en en L-
ornithine. La L-ornithine est le substrat de deux enzymes, ODC nécessaire a la croissance cellulaire

et OAT génératrice de L-Proline. La présence sur le méme site de macrophages M1 et M2 régule

Isabelle Desguerre 45/185



donc le taux de L-proline et donc la production de collagéne. Les fibroblastes, eux aussi inductibles
par les cytokines TH1 et TH2, ont le méme profil d'expression iNOS et ARGI, respectivement

[Witte, 2002].

Les lymphocytes

Les cellules T CD4+ sont régulatrices de la fibrose par les THelperl (TH1) et

THelper2 (TH2).

Les cytokines

Le systeme des cytokines produites par les TH2 CD4+ a un réle important dans la
genese et l'amplification de la fibrose alors que celui des TH1CD4+ est plutdot suppresseur.
L'interleukine 4 (IL4) produite par les cellules TH2 stimule la production de collagene 1 et III dans
le foie, le poumon et les fibroblastes extraits de 1ésions de sclérodermie [Doucet, 1998]. Mais la
majorité de l'effet profibrosant de TH2 est 1ié a la production de l'interleukine13 (IL13) qui stimule
le phénotype M2 des macrophages mais aussi la prolifération des myofibroblastes et la synthése de
collagéne [Wynn, 2004]. A 1'opposé, l'interferon y (INF-y) et I'interleukine-12 (IL-12) produit par les
cellules TH1 ont un effet antifibrosant en particulier I'INF-y qui diminue la transcription des geénes

codant pour le collagene et le TGF-3 [Narayanan, 1992].

Les chimiokines

Les chimiokines qui régulent la fibrose sont des peptides chimio-attractants qui
recrutent les leucocytes et les myofibroblastes sur le site de la 1ésion. Les différentes chimiokines
CC associées a TH2 sont produites par les myofibroblastes activés et sont partenaires de la fibrose
dans les différents tissus par exemple CCL2 dans le rein, CCL3 dans l'alvéole pulmonaire, CCL3
dans le poumon etc. Les chimiokines CXC ont un role dans 1'angiogénése associée a la fibrose et

sont régulées par I'INF-y produit par les cellules TH1 [Strieter, 2002].
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Les intégrines

Les intégrines sont des protéines hétérodimériques transmembranaires impliquées
dans les relations cellules-cellules et cellules-MEC. Elles peuvent modifier le comportement
cellulaire par des tensions mécaniques comme par exemple l'activation des myofibroblastes par des
kinases. L'a1f1 intégrine qui relie la matrice extracellulaire au collagéne et a la lamine est
exprimée a la surface des myofibroblastes, des cellules endothéliales microvasculaires, des
macrophages et des cellules T. Elle joue un réle important dans I'organisation de la MEC et la
régulation des MMPs. L'intégrine auf36, dont l'expression est limitée aux cellules épithéliales,
induit I'expression de MMP-6 et intervient dans la liaison des LAPs et TGF-B. L'intégrine auf33
intervient dans la prolifération et la survie des myofibroblastes dans le foie et son blocage induit
l'apoptose de ceux ci [Zhou, 2004]. L'intégrine-kinase ILK (Integrin Linked kinase) est régulée par
la production de TGF-[3 dans le rein et intervient a différents niveau de la constitution de la MEC

[Li, 2003].

D'autres intervenants dans le mécanisme de la fibrose sont connus comme le
Connective Tissue Growth Factor (CTGF), profibrosant et exprimé par les fibroblastes qui

augmente la synthese de collagene de type I et la fibronectine [Riser, 2000].

Au total, la fibrose est souvent une réponse en partie inappropriée par perte des mécanismes de
régulation suite a un traumatisme tissulaire. La plupart des revues générales insistent sur les
mécanismes communs de la fibrose dans les tissus mais le muscle est trés rarement cité alors que les
mémes partenaires cellulaires sont en jeu ( les macrophages, les myofibroblastes et les cellules T) et

les mémes cascades de cytokines.

3.2.4 La fibrose dans le muscle normal et dystrophique
Au sein des différentes dystrophies, on oppose assez volontiers les DMC, ou le tissu

interstitiel fibrotique est au premier plan, sans processus majeur de nécrose-régénération et
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d'inflammation et la DMD, ou le processus de nécrose-régénération est au premier plan avec une
régénération tres active [Taniguchi, 2006]. L'étude des composants de la matrice extracellulaire par
une analyse statistique multidimensionnelle des transcrits dans les DMC et la DMD montrent des
régulation différentes. Les génes des protéines de la MEC (Collagéne I) sont exprimés de fagcon
beaucoup plus franche dans la DMC alors que les génes de régénération musculaire sont régulés
négativement deés le début de la maladie. Cette équipe suggere que la DMC est une maladie
primitivement fibrosante alors que la DMD serait plutdt primitivement inflammatoire. L'hybridation
in situ des différents transcrits codant pour des genes de la MEC montre une expression localisée au
niveau de l'interstitium mais aussi des cellules musculaires elles mémes.
3.2.5 Le collagéne dans le muscle

D'apres les analyses en immunofluorescence, la répartition du collagene I a IlIp-N
collagene et de la fibronectine se fait dans l'endomysium et le périmysium dans le muscle normal.
Le collagene de type IV est limité a la membrane basale. Dans la DMD, la dermatomyosite (DM) et
la polymyosite (PM), l'augmentation de la fibrose endo et périmysiale est constituée de collagene 1
et III et de type I et Il pN collagéne et de fibronectine. Dans la DM et PM, l'augmentation de
'épaisseur de la paroi des vaisseaux est associ€e a I'accumulation de collagéne de type I et III, de
type I et III pN, de fibronectine et de collagéne IV [Foidard, 1981]. Une équipe a étudié la
corrélation entre l'intensité de la fibrose et le taux sérique de procollagéne type I, le propeptide
amino terminal du collagéne de type III et la laminine chez 20 patients (16 DMD, 2 DM, 2 BDM). Il
n'y a aucune modification significative chez les patients DMD par rapport au sujet normal.

3.2.6 Les cytokines profibrosantes dans le muscle

Le TGF-B 1 est la cytokine de référence la plus étudiée dans les processus de
dystrophie musculaire et elle est trés fortement exprimée dans le muscle des patients DMD
[Yamasaki, 1994]. Bernasconi a clairement montré une augmentation de son expression dans le

muscle par RTqPCR dans la DMD, plus élevée que dans le Becker rapportée au muscle sain. Alors

Isabelle Desguerre 48/185



que la fibrose augmente progressivement avec l'age, le pic maximum de cytokine TGF-[31 se situe
entre 2 et 6 ans et se stabilise a des valeurs moins élevées ensuite [Bernasconi, 1995].

Tomasek et al ont montré que la contraction mécanique de myofibroblastes (cultivés
avec du triton X 100) favorise 1'activation du TGF-f3 1 via la signalisation Smad 2/3 et son action
sur la matrice extracellulaire. La contraction mécanique des myofibres issues de DMD est
génératrice de fibrose [Tomasek, 2002]. De la méme fagon, 'activation du TGF (31 par la traction
des au6 intégrines a un rdle dans la genése de la fibrose pulmonaire et hépatique [Jenkins, 2006;
Kim, 2006]. Le stress mécanique produit un signal moléculaire qui permet la différentiation des
myofibroblastes et leur expression a—SMA.

La voie du TGF-31 CTGF est reconnue comme la voie profibrosante dans différentes
situations pathologiques. Le niveau de mRNA de CTGF est fortement corrélé avec l'intensité de la
fibrose dans la sclérodermie par exemple. Le VEGF, l'angiotensine II et les stéroides favorisent
l'induction du CTGF. Ze TGF-f3 1 augmente 1'expression de CTGF dans les cultures de myoblastes
et de myotubes. Le niveau de mRNA de CTGF est augmenté a un stade précoce de la dystrophie
chez le chien GRMD et dans la DMD [Sun, 2008] ce qui est a rapprocher du taux plus élevé de
TGF-b 1 chez les jeunes patients DMD. Il est particulierement exprimé dans le cytoplasme des
cellules en régénération plutét qu'au niveau de la lame basale des fibres quiescentes en immuno-
histochimie. La colocalisation de CTGF et TGF-f3 au niveau des fibroblastes et I'augmentation de
CTGF dans le muscle DMD suggeére que I'expression de CTGF est augmentée par le TGF-3 et joue
une role dans la genése de la fibrose [Sun, 2008].

Trois modalités peuvent rendre compte de I'implication de CTGF dans les mécanismes fibrosants. A
un taux élevé le CTGF a un effet bloquant sur la voie de signalisation Wnt, qui est connue comme
un facteur clé de la régénération musculaire, en se liant au récepteur du complexe Wnt et peut

expliquer ainsi la progression de la fibrose. Deuxiemement, le CTGF a un role dans la survie et la
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différentiation des fibres en régénération, montré dans le rhabdomyosarcome humain.
Troisiemement, le CTGF produit par les fibres musculaires en régénération pourrait stimuler la
production de collagéne et des protéines de la MEC par les fibroblastes adjacents et les myoblastes
eux méme [Brack, 2007].

Plusieurs équipes se sont attachées a définir le patron d'expression des protéines de
l'inflammation, de la myogénéese, de la matrice extracellulaire dans le muscle de DMD. Sur une
série de 19 muscles de patients DMD agés de moins de 2 ans, Pescatori met en évidence a une phase
présymptomatique, un patron d'expression des genes déja tres différent du muscle normal a 2 ans.
Cette signature “dystrophique”est caractérisée par l'induction de genes impliqués dans la réponse
inflammatoire, le remodelage de la matrice extracellulaire et la régénération musculaire. A l'inverse,
I'expression de certains génes impliqués dans la production énergétique est diminuée (PYGM,
Glycogene phosphorylase et CAPRI calcium dépendent RAS GTPase activating proteine). Des
genes de signalisation morphogéniques Wnt, Notch et (BMP) sont aussi mis en jeu de fagon plus
importante que dans le muscle sain [Pescatori, 2007].

3.2.7 Les glycans dans la fibrose musculaire

La synthése des mRNAs de décorine et biglycan est diminuée alors méme que
l'expression de TGF-[3 est augmentée dans le muscle squelettique de DMD [Zanotti, 2005]. En
revanche, la synthése de décorine et de biglycan est augmentée dans une culture de fibroblastes
extraits du muscle DMD in vitro. Ces données suggerent que les fibroblastes pourraient €tre une
source propre de protéoglycans qui joueraient un role dans les 1ésions cellulaires musculaires [Fadic,
2006]. Les myotubes en culture de muscles de DMD ont un niveau d'expression de mRNA de la
décorine significativement plus bas et du TGF 3 1, de la myostatine et du collagéne I et VI plus
¢levé. Les transcrits des métalloprotéases MMP2, TIMP-1, TIMP-2 sont augmentés dans les
myoblastes DMD en culture. Ainsi, les auteurs considerent que les cellules musculaires de DMD

contribuent par elle méme au processus fibrotique [Zanotti, 2007]
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3.2.8 Les métalloprotéases dans le muscle
Les métalloprotéases ont un rdles clé dans la formation, le remodelage et la

régulation de la MEC dans les situations physiologiques mais aussi pathologiques [Bani, 2008]. Le
réle des MMP-2 et MMP-9 a été analysé chez le chien CXMDJ déficient en dystrophine. L'activité
gélatinolytique observée dans les foyers de nécrose endomysiale est liée 8 MMP-2 et localisée a la
membrane basale. L'activit¢ MMP-9 est co-localisée avec les cellules inflammatoires. Ces activités
ainsi que les mRNA codant pour MMP-2 et MMP-9 sont augmentés dans le quadriceps du chien
CXMDJ par rapport au chien contréle. MMP-2 a donc un rdle direct dans le remodelage de la MEC
et la régénération musculaire alors que MMP-9 est directement 1ié a 1'inflammation.

3.2.9 Les partenaires cellulaires de la fibrose

3.2.9.1 Les cellules satellites et le cercle vicieux de la fibrose-

Il a été montré que la production de collagéne I dans le milieu de culture de
myoblastes dérivés de cellules satellites musculaires affectent leur croissance et leur prolifération
[Nadan, 1990; Saitoh, 1992]. L'équipe de Partridge en 2007 a réalis¢ différentes études in vitro a
partir de cultures de fibres musculaires isolées de souris C57 et mdx. Les cellules satellites émanant
des fibres musculaires de jeunes souris mdx (2 mois) expriment fortement les transcrits du collagene
I et III et les protéines correspondantes ainsi que les facteurs de myogénese (myogénine, etc). Chez
la souris mdx plus agée (>18 mois), deux populations cellulaires exclusives l'une de l'autre,
apparaissent en culture, une a forte expression de facteurs myogéniques et qui ne synthétise pas de
collagéne et une qui n'exprime plus les geénes de la myogénése mais produit du collagene I
(potentiellement des myofibroblastes). L'expression du collagéne I se réduit donc aux cellules non
myogéniques. Cette séquence suggere fortement que la progression de la fibrose, en particulier du
collagéne, dans le muscle déficient en dystrophine modifie les mécanismes qui générent la matrice
extracellulaire avec une reprogrammation d'une partie des myoblastes en myofibroblastes, agents

profibrosants [Alexakis, 2007].
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3.2.9.2 Les macrophages

Les macrophages ont un rdle important dans toutes les 1ésions musculaires, de
détersion mais aussi de support pour la régénération musculaire a partir des cellules satellites
[Chazaud, 2003; Tidball, 2007). La majorit¢ des macrophages recrutés apreés lésion musculaire,
induite par exemple par la notexine est d'origine monocytaire avec un changement de phénotype de
ces macrophages phagocytaires a la phase de détersion en macrophages antiinflammatoires qui
stimulent la myogénese et la croissance des fibres musculaires [ Arnold, 2007].

3.2.9.3 Les cellules T

Les cellules T sont un des partenaires de la fibrose musculaire étudiés chez la
souris mdx mais peu étudi€s chez les patients DMD en dehors de données histologiques anciennes
ou leur présence est signalée [Engel, 1986]. Chez la souris mdlx, les lymphocytes T jouent un role
clé dans l'installation de la fibrose musculaire et des dépots de collagene comme le prouve la
diminution de la fibrose chez les souris déplétées en lymphocytes T(mdx nu/nu) et sa restauration
apres greffe thymique. L'expression du TGF-f3 décroit de facon concomitante a la déplétion en
cellules T.

3.2.9.4 Les mastocvtes

Récemment, Wehling a montré que les mastocytes, identifiés dans les régions de
nécrose régénération chez les patients DMD, interviennent dans le mécanisme de la fibrose
musculaire par la libération de MBP 1 (Major Basic Protein) chez la souris mdx. La protéine MBP1
induit une lyse des cellules musculaires in vitro et in vivo et favorise de ce fait le processus
dystrophique. La déplétion des cellules €osinophiles par I'anticorps au récepteur chimiokine 3 réduit
la lyse musculaire. La mutation nulle de MBP1 chez la souris mdx réduit la fibrose musculaire et
cardiaque mais augmente le nombre des lymphocytes T cytotoxiques sans augmentation du taux
d'interféron y, de TNF a ou de NOS. Les €osinophiles pourraient donc jouer un réle immuno

modulateur encore mal élucidé dans le mécanisme de la fibrose [ Wehling, 2008].
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33 Conclusion
Les lésions musculaires dans la DMD ont été été largement décrites dans les années 80 mais les
mécanismes intimes conduisant a la constitution progressive d'une fibrose endomysiale ne sont pas
encore bien caractérisés. L'interface entre la dystrophine et la matrice extracellulaire, la cascade des
cytokines et le role clé du TGF-[3 sont bien identifiés mais le partenariat entre les différentes cellules
(péricytes, macrophages, cellules T, myofibroblastes, cellules satellites) intervenant dans la

constitution de la fibrose musculaire reste incomplétement élucidé.

Fibroblast

(A Prolifération, A Survie) (P Symthése, 3 Dégradation)
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Schéma 6: Représentation de la niche vasculaire musculaire avec ces constituants cellulaires (péricyte, fibroblaste, cellule satellite,
vaisseaux) et proposition d'un schéma d'activation du macrophage par les cytokines, les chimiokines et les facteurs de croissance
produits par les cellules satellites et les cellules T régulant la synthése de la MEC avec évolution de certaines cellules satellites vers
un profil profibrosant type myofibroblaste.
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Les modeéles expérimentaux de dystrophie musculaire de type DMD
4.1 La souris mdx, un bon modéle de DMD ?

Que nous apporte le modele murin pour répondre aux différents mécanismes intervenant
dans la dystrophie musculaire, inflammation et fibrose musculaire? L'analyse histologique simple
des différents partenaires cellulaires et I'évolution naturelle des 1ésions musculaires chez la mdx puis
la réponse a différents types de stress Iésionnels permet de définir les grandes lignes du mécanisme
de nécrose-régénération musculaire et les processus de remodelage de la MEC.

4.1.1 L'analyse histologique et fonctionnelle musculaire de la mdx

La souris mdx a été identifié¢e en 1984 [Bulfield, 1984] au sein d'une colonie de
souris C57BL/10ScSn. L'absence de dystrophine a été confirmée en 1987 par Hoffmann et la
mutation ponctuelle dans le géne de la dystrophine en 1989 [Sicinski, 1989]. Ce mod¢le murin
parait cliniquement peu atteint avec une survie un peu réduite (20-24 mois) par rapport a une souris
sauvage (30 mois) [Tanabe, 1986; Torres, 1987]. Son évolution est aussi particuliere sur le plan
histologique avec une crise inflammatoire a J28 de vie [Cooper, 1989; Coulton, 1988] alors que ne
se développent ensuite que tres tardivement aprés 18 mois, des 1ésions de dystrophie musculaire
dans le muscle squelettique des membres [Lefaucheur, 1994]. De 13 a 52 semaines le nombres de
fibres est identique au témoin alors que le poids du tibialis antérieur (TA) augmente a partir de 10
semaines jusqu'a 50% par rapport au témoin C57. De fagon parall¢le la surface de section (Cross
Sectional Area ou CSA) du TA augmente régulicrement (+50% a 6 mois). Il n' y a donc pas
d'hyperplasie musculaire mais une régénération importante comme l'atteste la variabilité de la taille
des fibres plus importante chez la mdx. La CSA des fibres dans le TA est augmentée de 50% a 6
mois a 25% a 52 mois avec une hypertrophie des fibres régénératives qui présentent par ailleurs de
nombreuses segmentation (splitting). Le diametre des fibres varie de 10 a 100 pm a 40 semaines
pour un contrdle entre 20 et 70 um. Apres 12 mois, 'aspect est différent avec apparition progressive

des fibres nécrotiques, des fibres hypercontractées et une diminution des fibres en régénération. Les
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fibres centronucléées atteignent un plateau a 26 semaines avec 80 a 90% de fibres centronucléées
témoignant d'un fort potentiel régénératif qui persiste jusqu'a 104 semaines de vie [Pastoret, 1995].
Le phénoméne de nécrose-régénération dans les muscles des pattes varie d'un maximum de 7,5%
dans le soleus a 3 semaines de vie lors de la crise inflammatoire de 28 jours a 3% dans le TA a 18
mois lors de phase de vieillissement. Le pourcentage de fibres nécrotiques se stabilise a 2 % dans le
TA [Pastoret, 1995]. Le phénomene de nécrose régénération persiste de fagon durable avec une
augmentation des CK permanente et une forte variation du calibre des fibres et une hypertrophie de
celles-ci comme dans la DMD. La réduction de la capacité de régénération du muscle chez la vieille
souris mdx (>18 mois) est attribué¢ a la diminution du nombre de cellules satellites et de leur
moindre capacité¢ a proliférer et a fusionner [Carslon, 1992]. La fibrose endomysiale n'est bien
visible qu'apres 18 mois et en particulier dans le soleus [Pastoret, 1993].

En 1991, Stedman démontre que 1'évolution des Iésions de dystrophie musculaire
dans le diaphragme de la souris mdx reproduit les 1ésions histologiques de la DMD humaine des 6
mois avec une évolutivité beaucoup plus rapide que les muscles des pattes [Stedman, 1991].
L'installation d'une fibrose quantifiée par le dosage de I'hydroxyproline est validée a 12 mois ainsi
que la diminution de la force isométrique du diaphragme de fagon contemporaine. En 1993
Louboutin précise 1'analyse histologique du diaphragme. Les anomalies apparaissent apres 25 jours
de vie. Les premiéres plages de nécrose sont visibles a 30 jours avec des groupement (clusters) de
régénération. A 60 jours, 35% des fibres sont centralisées dans le diaphragme alors que 80% le sont
dans le TA. Le processus de régénération est donc beaucoup moins important avec installation d'une
fibrose endomysiale a partir de 60 jours. La proportion de la surface du tissu interstitiel par rapport
au tissu total dans le diaphragme de la souris mdx est de 5% a 30 jours comme le modele sauvage
mais augmente a 10% a 120 jours et 30% a 270 jours [Louboutin, 1993]. Au total, l'atteinte
histologique des muscles des pattes considérée comme tres différente du modele humain [Torres,

1986; Tanabe, 1986] est en fait simplement tardive et peu visible sur les souris étudiées de 20 a 60
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jours. L'atteinte diaphragmatique est plus précoce histologiquement et fonctionnellement.

Sur le plan fonctionnel, 'atteinte respiratoire en particulier du diaphragme est en fait
assez précoce en terme de fatigabilité et l'insuffisance respiratoire est la cause du déces plus
précoce. Chez la souris mdx de 6 semaines, l'analyse histologique montre une surface de collageéne
de 3,6% versus 1,1% pour la C57 avec 25% de fibres centronucléées versus 0,3%.

Au méme age, I'analyse de la force isométrique du diaphragme est diminué de 37% et
le nombre total de cross bridge (CB) rapporté a la surface en mm? ainsi que la CB de force
¢lémentaire est significativement diminuée [Coirault, 2003]. Les auteurs pointent le fait que la
dysfonction du diaphragme est précoce avant méme la diminution du nombre de fibres musculaires
et l'installation massive de la fibrose.

L'apparition d'une cyphose tardive chez la souris mdx confirme l'atteinte des muscles
paraspinaux et diaphragmatiques. Laws a réalisé un indice de mesure de la cyphose chez la souris et
a montré que celui ci ¢tait anormal des 1'age de 9 mois et s'aggravait entre 10 et 17 mois associé a
une réduction de la cage thoracique et donc du volume respiratoire. Cette cyphose sévere est
associée a la présence d'une fibrose, dans le diaphragme, les muscles intercostaux et paraspinaux
mesurée par l'analyse de la surface de fibrose en rouge picrosirius et la quantité¢ d'hydroxyproline
chez des souris mdx a 17 mois par rapport a des souris controles. La capacité de travail des muscles
est aussi diminuée alors que le pourcentage de fibres centronucléées est de 35% dans le diaphragme
et de 50% environ dans les autres muscles impliqués [Laws, 2004].

La cardiomyopathie dilatée qui n'avait pas été rapportée chez la souris mdx jeune
[Sicinski, 1990] existe en fait clairement, dépistée par le suivi échographique et le cathétherisme
cardiaque apres 9 mois. L'analyse histologique du myocarde de vieilles souris mdx met en évidence
une fibrose ventriculaire gauche [Quinlan, 2004].

Des tests de fatigue musculaire chez la souris mdx ont été réalisés par les mesures

répétées d'aggripage et d'impulsion et le décrément entre les mesures [Connolly, 2001]. Ces mesures
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faites a 3, 10 et 24 semaines et rapportées au poids de I'animal montre un décrément d'emblée de
40% avec une fatigabilité musculaire qui s'accroit dans le temps par rapport aux souris t€émoins avec
une prise de poids supérieure.
4.1.2  Les capacités de régénération apres lésions musculaires

En 1991 Zacharias, aprés lésion musculaire (injection buvipacaine dans le TA)
retrouve une capacité de régénération musculaire identique a la souris sauvage en trois semaines en
terme de nombres de fibres et de noyaux centronucléés. Le nombre de cellules satellites chez la
souris mdhx jeune parait plus important [Zacharias, 2000].

L'analyse de 1'expression des marqueurs Pax7 et m-Cadherin (cellules satellites) et de
I'utrophine comme marqueur de régénération musculaire chez la souris mdx comparée a la
C57BL/10J a été réalisée dans 3 muscles différents (masseter, gastronecmius et diaphragme). Elle
montre une expression plus élevée de mRNA de Pax7 et d'utrophine et un nombre de cellules
satellites par fibre plus important chez la mdx que la C57. Par contre, chez la souris mdx, il n'y a pas
de corrélation entre l'intensité des phénomenes de nécrose-régénération et le taux de mRNA de Pax7
et d'utrophine, ni le nombre de cellules satellites [Yamane, 2005]. Aprés lésion par dépdt de
notexine sur le diaphragme abrasé de mdx par voie chirurgicale, Matecki teste la capacité¢ de
régénération du muscle diaphragmatique de la souris mdx par comparaison a la souris C57. Quatre
heures apres exposition a la notexine, 90% des myofibres sont 1ésées. A J5 la myosine est fortement
ré-exprimée chez la souris mdx et C57 et éteinte a J20. A J60, la souris C57 montre une diminution
de force musculaire isométrique de 25% associé a une augmentation du tissu conjonctif. La mdx
présente un diaphragme qui retrouve une force identique malgré la persistance de lésions de
dystrophie musculaire importante a la coloration classique HE [Matecki, 2004].

4.1.3 Expressions des différentes cytokines, collagéne et metalloprotéases

4.1.3.1 Expressions de différents génes dans le muscle MDX

I1 a été réalisé I'étude de l'expression de 2751 genes par microarray corrélée a
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une méthode d'analyse statistique par cluster hiérarchique dans le muscle quadriceps a 8 semaines
des modeles murins de dystrophinopathies (mdx), de sarcoglycanopathies (Sgca null, Sgcb null,
Sgcg null, Sged null), de dysferlinopathies (Dysf null, SJF dys) et type sauvage (C57Bl/6, C57BIl/10)
(Turk, 2005).

Clairement, les muscles dystrophiques (dystrophine et sarcoglycans) montrent un
profil différent avec une forte diminution de I'expression des geénes impliquant le complexe
glycosarcolemmique, une forte augmentation d'expression de genes régulant les composants de la
matrice extracellulaire. L'expression des genes impliqués dans la réaction inflammatoire est
augmentée en particulier dans les macrophages, les cellules T et les cellules NK. Les chimiokines et
la voie du complément sont aussi activées. L-expression des genes de la chaine respiratoire
mitochondriale est diminuée. Une différence entre les sarcoglycanopathies et dystrophinopathies
murines se retrouvent pour un groupe de 46 genes impliqués en particulier dans la myogenese et
semble liée a 1'évolution de la dystrophie musculaire qui est plus sévere dans les
sarcoglycanopathies alors que la souris mdx revient dans le temps a une expression proche de la
souris sauvage.

4.1.3.2 Expression du collagéne

Les techniques classiques de coloration par le rouge picrosirius montrent une
accumulation du collagéne avec l'dge chez la vieille souris mdx (52 mois) dont la quantité est
triplée. L'analyse par hybridation in situ du procollagene I et III dans les différents muscles de la
souris mdx (diaphragme et tibialis antérieur) confirme une augmentation de I'expression de mRNA
de collagene I et Il dans les régions de nécrose régénération et les régions riches en fibrose
endomysiale et autour des vaisseaux dans le diaphragme. Toutefois le taux de procollagéne III
décroit avec l'age de la souris chez la mdx et 1a C57.

I1'y a donc deux mécanismes différents selon 1'age des souris:

e une augmentation des transcrits chez la souris jeune en particulier dans les régions de
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nécrose régénération et de fibrose avec une production de cytokines profibrosantes par les
cellules inflammatoires et les fibroblastes,

e une diminution des mécanismes de dégradation du collagene et de la matrice extracellulaire
avec l'age expliquant l'abondance de collagéne chez la vieille souris mdx alors que

l'expression des mRNA a diminué.

4.1.3.3 TGF-f

Le TGF-3 est la cytokine la plus impliquée dans les mécanismes d'inflammation et de
fibrose musculaire qui participe a la constitution de la dystrophie musculaire [Yamazaki, 1994].
L'expression du TGF-B1 dans le diaphragme de la souris est élevé a 6 et 9 semaines de fagon
corrélée au collagene 1 mais se normalise a 12 semaines. L'adjonction de décorine fait diminuer la
fibrose de 40% confirmant le réle du TGF-3 dans la constitution de la fibrose et I'effet antifibrosant
de la décorine [Gosselin, 2004]. L'analyse spatiale et temporelle de I'expression du TGF-f31, 2, 3 et
des récepteurs TBRI, II, III dans le muscle de la souris mdx par RTqPCR et hybridation in situ
montre une forte corrélation entre l'inflammation endomysiale et I'expression du TGF-1 [Zhou,
2006]. En effet, l'expression du TGF31,2,3 et de ses récepteurs est:

e plus importante dans le quadriceps (x5) que le diaphragme a 8 semaines

e a un pic d'expression a 8 semaines dans les deux tissus et décroit ensuite de facon plus
marquée dans le quadriceps.

e Particulicrement importante dans les clusters de cellules en régénération et les cellules

inflammatoires au niveau du QD et du diaphragme.

4.1.3.4 Les métalloprotéases

Le role des métalloprotéases chez la souris mdx a été récemment étudié.
L'augmentation de MMP-9 est directement corrélée a I'activité¢ TNF-a et a I'inflammation alors que
l'activité MMP-2 est liée au phénomene de régénération mis en évidence par l'activité N-CAM. Les
fibres N-CAM + sont présentes dans le soleus a 2 semaines, le gastronecmius a 12 semaines, et a 24

semaines dans le diaphragme. A l'inverse, dans le diaphragme, l'activit¢ MMP-2 est élevée
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précocement et persiste confirmant le role du micro environnement musculaire dans la cinétique des

différentes cytokines favorisant soit l'inflammation soit le remodelage et la régénération. [Bani,

2008].

4.1.4  Les régulations proposées chez la souris mdx

4.1.4.1 Surexpression d'IGF1

L'IGF1 est connu pour favoriser la régénération musculaire et la synthése des

protéines impliquées dans les phénomenes de régénération [Engert, 1996] et pourrait prévenir une

partie des phénomenes de vieillissement musculaire. La surexpression d'un transgéne d'IGF1 dans le

muscle de la souris mdx [Musaro, 2001] permet:

une amélioration globale de la force musculaire testée au niveau de I'EDL a 4 et 14 mois
mais identique lorsqu'elle est rapportée a la surface de myofibres.

une diminution de la myonécrose : la myonécrose évaluée au bleu Evans est diminuée et le
taux de CK diminué de 40%. Dans le muscle EDL, a 4 mois le nombre de fibres
centronuclées chez la mdx et mdx /IGF1" est identique; a 14 mois, les fibres sont plus larges
et plus nombreuses. Dans le diaphragme, a 4 mois, 1'hypertrophie musculaire macroscopique
de 40% est réellement due a I'hypertrophie des myofibres et non a I'augmentation de leur
nombre et se confirme a 14 mois ou I'épaisseur du diaphragme est multipliée par trois. Le
pool de cellules satellites du muscle dystrophique n'est donc pas réduit mais les signaux
favorisant le régénération, normalement down régulés sont réactivés par 'GF1.

une réduction de la fibrose en particulier dans le diaphragme : la fibrose endomysiale,
mesurée par un trichrome de Gomori et le dosage de 1'hydroxyproline est réduite de fagcon
significative a 14 mois. En théorie, 'lGF1 secrétée par les fibres musculaires peut stimuler
les cellules satellites mais aussi d'autres types cellulaires comme les fibroblastes et
augmenter le dépot de collagéne. Dans le cas de la souris mdx / IGF1", l'effet bénéfique de
I'I[GF1 sur la régénération musculaire chez la jeune souris doit s'accompagner de la mise en
place d'un environnement peu propice a l'afflux des fibroblastes a un age plus avancé et

empéchant le développement de la fibrose[Barton, 2002].

4.1.4.2 Les cellules T et leur déplétion

L'analyse détaillée des organes de la souris mdx agée a montré qu'il existait
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une quantité augmentée de collagéne dans le muscle mais aussi dans le cceur, le poumon et le rein.
Ces dépots de collagéne quantifiés par le dosage de I'hydroxyproline sont nettement diminués chez
la souris transgénique mdx /nu/nu déplétée en cellules T. La restauration des cellules T par greffe
thymique fait réapparaitre des dépots de collagene dans les différents tissus confirmant que les
lymphocytes T sont un des partenaires de l'installation de la fibrose chez la souris mdx [Morrison,
2000]. La déplétion en lymphocytes T a 4 semaines de vie par thymectomie ou anticorps antiCD4 et
CD8 ne modifie pas I'évolution de la souris mdx en terme de dépdts de collagéne dans le
diaphragme méme si le taux sérique de TGF31 diminue. Si la déplétion a lieu entre J6 et J30, la
fibrose diaphragmatique diminue, confirmant la nécessité d'une déplétion trés précoce en
lymphocytes pour obtenir un effet antifibrosant. Par ailleurs la déplétion doit étre compléte et des
lymphocytes T résidents résiduels (lymphocytes T mémoire?) sont identifiés aprés thymectomie a
J30 chez la souris mdx qui parait avoir un taux plus élevé que les souris sauvages C57 de
lymphocytes T activés dans le muscle [Morrisson, 2005].
4.2 Les modéles expérimentaux de lésion musculaire
4.2.1 Introduction

Différents modeles Iésionnels musculaires existent qui visent a <dtudier la
régénération musculaire et sa régulation cellulaire. La lésion est rarement analysée sous l'angle du
potentiel effet fibrosant de cette 1ésion musculaire quelqu'en soit son mécanisme mais plutét sous
I'angle inflammatoire. Les modéles animaux utilisés sont soit le rat pour analyser le mode de
réparation du muscle sain en particulier en médecine du sport, soit la souris, dans l'objectif
d'analyser les mécanismes cellulaires et moléculaires de réparation musculaire dans des modeles
murins de pathologie musculaire génétique.

Du point de vue mécanique, la 1ésion musculaire perturbe le réseau et les connections
entre les myofibres (l'appareil contractile) et le tissu conjonctif en particulier la jonction

myotendineuse et I'endomysium. Le cytosquelette contractile (myofibrilles) est en relation étroite
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avec la matrice extracellulaire par les protéines subsarcolemmiques par le biais de l'actine, du
complexe glycosarcolemmique dont fait partie la dystrophine, des intégrines et des laminines. En
médecine du sport, la rupture de la jonction myotendineuse représente un modele de 1ésion
musculaire largement étudiée par 1'équipe de Kalimo [Ké&dridinen, 2000]. La nécrose rompt l'unité
de l'appareil myotendineux dans les Iésions expérimentales de type lacération, contusion,
compression avec non seulement 1ésion myocytaire mais aussi de la lame basale sarcolemmique et
de I'environnement endomysial. A I'inverse, les 1ésions de type toxique (bupivacaine et cardiotoxine)
reproduisent davantage les phénomenes métaboliques de rhabdomyolyse ou seule la nécrose des
myofibres est au premier plan avec respect de l'appareil musculotendineux et du sarcolemme. Dans
les lésions de type mécanique, les fibres lésées du fait de la destruction de I'appareil
musculotendineux présentent aussi des l1ésions de type dénervation avec interruption des jonctions
neuromusculaires.
4.2.2 Les lésions cytotoxiques

Elle permettent d'étudier la réaction inflammatoire musculaire apres Iésion de
myonécrose. En effet, les agents utilisés sont des venins de serpents (notexine ou cardiotoxine) qui
provoquent une lyse myocytaire sans détruire le pool de cellules satellites, ni les vaisseaux, ni les
nerfs, ni interrompre les relations entre les myofibres et 1'appareil musculo-tendineux.

Injection unique

Cette méthode permet de créer une lésion musculaire aigué trés différente des
processus dystrophiques pathologiques mais permet de reproduire et d'évaluer les interactions
cellulaires dans le processus de nécrose régénération. Pour Plat, la notexine produit une lyse
myocytaire plus importante que la cardiotoxine (bupivacaine) avec une récupération plus lente [Plat,
2006]. La méthode la plus classique est l'injection soit sous anesthésie apres incision de la peau dans
le tibialis antérieur (TA) d'une dose unique de notexine de 40l (la concentration delOug par ml),

soit en transcutané a la dose de 10ul. D'autres équipes utilisent la cardiotoxine a forte dose soit
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100pl (équivalent de 10 mmoles de Naja Nigricollis de chez Calbiochem) [Cohn, 2007; Goetsch,
2003].

La cinétique de la lésion

Le role des différents types cellulaires, en particulier des macrophages dans la
détersion et la régénération de la 1ésion musculaire a été étudié apres I€sion toxique. Chez la souris
C57BL/6J, la déplétion des monocytes et macrophages par clodronate diminue la capacité de
régénération musculaire apres I€sion par injection de cardiotoxine. ainsi que I'expression de TGF[31
dans le muscle évalué par Western Blot. L'implication de la voie COX2B a été mise en évidence par
1'étude du niveau d'expression de COX2B des cultures de cellules myogéniques MPCs en présence
de TGF-B1. Aprés Iésion musculaire par cardiotoxine et adjonction de TGFB1, le nombre de
macrophages infiltrés augmente au niveau de la Iésion. Par ailleurs chez la souris COX2-/-, cette
augmentation n'a pas lieu confirmant la médiation de l'action du TGF-f31 par la voie COX2. En
régulant I'expression du TGF-31, PGE2 pourrait avoir un effet antifibrosant [Shen, 2007]. Le role
des macrophages dans le support de la régénération musculaire en culture cellulaire a été démontré
[Chazaud, 2003]. In vivo, les monocytes recrutés aprés une lésion musculaire par notexine se
transforment en macrophages antiinflammatoires pour favoriser la myogenése [Arnold, 2007].

Application locale sur le diaphragme de notexine

Apres laparotomie sous anesthésie générale(AG), un hémi-diaphragme est abrasé
légérement puis badigeonné avec un coton imprégné de notexine (10pg/ml). En maintenant 1'animal
incliné a 30 degrés, la contamination des autres tissus serait évitée et I'animal suturé au décours sans
détresse respiratoire. A H4, 90% des cellules myocytaires sont I1ésées. Les capacités de régénération
du diaphragme chez la souris mdx et C57 ont ainsi été évaluées a J20 et J60 et montreraient en fait
des capacités de récupération fonctionnelles meilleures chez la souris mdx. [Matecki, 2004].

Injections répétées
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L'injection répétée de bupivacaine ou de sérum physiologique chez la souris mdx
pendant une période de 12 mois montre une augmentation du collagéne endomysial de 4,6 fois a 9
mois et 7,2 fois a 12 mois [Itagaki, 1995].

En vue d'évaluer le potentiel de régénération musculaire, une injection répétée
hebdomadaire de bupivacaine (30mg/kg) durant 20 et 50 semaines dans le TA a été réalisée chez la
souris mdx et C57 versus une solution saline versus rien. Aprés un cycle de 20 injections, la fibrose
endomysiale dans le TA est plus importante chez les souris traitées par bupivacaine que par soluté
salé ou non traitée. La diminution de capacité de régénération n'est visible qu'aprés 50 semaines
d'injection alors méme que la fibrose endomysiale n'augmente pas par rapport au cycle de 20
semaines. Les auteurs concluent donc un peu rapidement que ce n'est pas la fibrose qui limiterait les
possibilités de régénération mais les capacités propres des cellules satellites de la souris mdx [Luz,
2002].

4.2.3 Les lésions mécaniques

Les lésions mécaniques de type lésions musculaires par rupture de l'appareil
musculotendineux ont une séquence assez stéréotypée et perturbent toute la voie de signalisation
entre la MEC et I'appareil contractile [Kddridinen, 2000].

e (0-24H: rupture myofibrillaire et hématome qui dissocie les fibres. Infiltration du périmysium
par les macrophages. Activation des cellules satellites a 12H.

e J2-J3: différentiation des cellules satellites en myoblastes et fusion des myotubes, phagocytose
par les macrophages des myofibres nécrosées.

e J5: les myofibres régénérées commencent a adhérer au tissu interstitiel conjonctif. Les
myotubes emplissent l'espace sarcolemmique évidé.

e J7: les myofibres régénérées s'étendent hors de l'espace de la lame basale

e J14: formation de mini jonctions neuromusculaires a la fin des fibres régénérées

e J21-56: organisation des myofibres dans le sarcolemme, migration des noyaux centronucléés a

la périphérie des myocytes.

La technique par lacération chirurgicale
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Elle a été mise au point par I'équipe de Huard en 1999 [ Li, 2002]. Elle se fait sous
anesthésie générale avec incision de I'aponévrose et une lacération par lame de bistouri chirurgical
de 60% de la longueur, 50% de la largeur et 100% de I'épaisseur du muscle gastronecmius. La peau
et I'aponévrose sont suturées. L'analyse du muscle est ensuite réalisée de fagon séquentielle et a
permis a cette équipe de tester les différentes modalités de régénération du muscle et de remodelage
de la matrice extracellulaire.

Apres transplantation musculaire de cellules MC13 (Muscle Derived Stem Cells)
dans le gastronecmius chez la souris SCID (immunodéficiente), les cellules se différentient en
myofibres (exprimant des marqueurs myoD, myogénine et desmine) alors qu'elles dérivent en
myofibroblastes (exprimant 1'0—-SMA et la vimentine) apres application de la technique de
lacération [Li, 2002]. Li met donc en en évidence la capacité des cellules MC13 a se différencier en
myofibroblastes générateurs de fibrose dans un environnement propice (muscle 1€sé). Il confirme le
role du TGF-f31 en 2004 dans la transformation des cellules myogéniques en cellules profibrosantes
par deux expériences [Li, 2004]:

e culture de cellules murines myogéniques C2C12 en milieu enrichi en TGF-f31 favorise la
synthése autocrine par les myoblastes de TGF-1 et conséquemment de a—-SMA et
vimentine alors que la synthése de MyoD et Myogénine décroit,

e aprés lacération l'expression de TGF-1 par les cellules myogéniques augmente dans le
gastronecmius 1ésé et des cellules myogéniques transfectées pour le TGF-[31, transplantées

dans le gastronecmius, se différencient en myofibroblastes.

Cette cascade profibrosante est diminuée par l'administration de décorine de fagon
contemporaine a la 1ésion musculaire [Li, 2004]. Le transfert du gene de la décorine dans les
myoblastes augmente leur différenciation en myotubes en culture et la régénération musculaire apres
lacération de muscle greffé par les cellules transfectées. La myostatine stimule la prolifération des
fibroblastes en culture et leur différenciation en myofibroblastes.

La myostatine augmente l'expression du TGF-1 par les myoblastes C2CI12 et
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réciproquement le TGF-31 augmente 1'expression de la Myostatine. La décorine stimule 1'expression
de la follistatine, antagoniste de la myostatine, et intervient comme agent antifibrosant. Le mod¢le
KO murin pour la myostatine apreés lacération musculaire montre des Iésions fibrosantes
musculaires beaucoup moins importantes que la souris sauvage. Le TGF-f31 et la myostatine co-
localisent dans les myofibroblastes a la phase aigué de la 1ésion musculaire [Zhu, 2007]. Outre la
decorine inhibant la voie du TGF-f31, la suramine, par inhibition compétitive avec le TGF-f1, a
aussi été évaluée a visée antifibrosante en culture cellulaire et sur la C57 apres lacération [Chan,
2003].

Par ailleurs, sur le méme type de lésion musculaire, 'administration d'IGF1 permet
une meilleure régénération musculaire [Sato, 2003]. L'antiinflammatoire NS-398, inhibiteur de la
cyclooxygenase2 (COX2), contrairement a l'effet espéré anti TGF-[31, aprés 1ésion musculaire par
lacération ralentit la régénération in vivo, augmente l'expression du TGF-31 et donc la fibrose
musculaire. A la phase aigiie de la lacération, le nombre de macrophages dans le muscle 1ésé est
réduit par rapport aux souris non traitées confirmant indirectement le rdle important des
macrophages dans le phénomene de régénération [Shen, 2005].

La technique de lacération est utilisée par une seule équipe et constitue un modele
plus intéressant que les toxines pour analyser en particulier la constitution de la fibrose. Il parait
difficile a reproduire et n'est pas utilisé en particulier sur les modéles murins myopathiques en
particulier la souris mdlx.

La technique de dénervation au niveau de la patte [Murray, 1982]

La technique de dénervation par lésion du nerf sciatique par voie chirurgicale
demande une AG et une microchirurgie précise puisqu'il faut inciser le nerf sciatique sur une
longueur de 10 mm dans son épaisseur. Des Iésions musculaires se constituent avec a J4 une
atrophie des fibres musculaires, un afflux des cellules mononucléées dans la région périsynaptique.

Ces cellules mononuclées constituant un infiltrat interstitiel ne seraient pas d'origine sanguine
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d'aprés immunomarquage au BrdU [Murray, 1982] mais d'origine fibroblastique avec un
immunomarquage positif pour le collagene I et présence de filaments d'actine dans le cytoplasme
[Connor, 1987]. L'accumulation de cellules interstitielles dans les régions périsynaptiques est
associée a l'augmentation d'expression des protéines de la matrice extracellulaire telles que la
tenascine C, la N-CAM et la fibronectine [Sanes, 1986; Gatchalian, 1989]. A J14, une fibrose
interstitielle est installée, confirmée par immunomarquage en collagene 1. La présence d'adipocytes
a 4 mois dépend du fond génétique (absents chez la C57, présents dans la BALB/c). L'installation de
la fibrose interstitielle empécherait le processus de régénération apres ré-innervation secondaire
[Mochizuki, 2005]. Toutefois, la ré-innervation d'un muscle lacéré améliore la régénération
musculaire au long cours (7 mois) [Lim, 2006].

Ce modele 1ésionnel a été utilisé pour évaluer la participation des cellules dérivées de
la moelle osseuse dans le processus fibrotique musculaire [Mochizuki, 2005]. De J4 a J14 post
dénervation, un afflux de cellules dérivées de la moelle osseuse s'accumule dans l'espace
périsynaptique. Il s'agit de cellules dérivées du lignage de monocytes et macrophages (CD45+ et
CDI11b+). Elles expriment le TGF-1 mais pas le collagene 1 et la ténascine. Elles participent donc
a la régulation du phénomene de fibrose sans en étre les effecteurs directs. Les cellules interstitielles
locales dérivées du muscle sont les réels effecteurs de la fibrose musculaire et expriment le
collagene I et la ténascine. Il n'y a donc pas de cellules satellites dérivées de la moelle de donneur
intervenant directement dans le fibrose dans ce mode¢le Iésionnel [Mochizuki, 2005].

4.2.4 Conclusion: nécessité d'un modele plus proche de la fibrose musculaire de la
DMD

La nécessité de mettre au point un modele 1ésionnel simple de réalisation et plus
proche des lésions musculaires et de la fibrose installée dans la dystrophie musculaire des
dystrophinopathies parait indiscutable et fait partie du projet que j'ai développé.

4.3 Propositions thérapeutiques et essais chez la MDX
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4.3.1 Action sur l'entrée du Ca’** dans la cellule et effet autioxydant

Inhibiteur de la cyclophyline D

La Mitochondrial Permeability Transition (MPT) régule l'entrée du calcium dans la
mitochondrie. La Cyclophyline D est une isomérase transmembranaire qui régule la MPT codée par
le géne Ppif. Son inhibition protége des mécanismes de mort cellulaire médiés par l'entrée de
calcium dans la cellule comme le montre le modele expérimental de souris Ppif-/~. La souris
dystrophique Scgd-/- délétée pour Ppif ne développe pas de 1ésion musculaire. Par analogie, les
souris mdx ont été traitées par Debio (025 un inhibiteur de la cyclophiline D de 4 a 10 semaines de
vie. L'analyse du diaphragme, du gastronecmius et du quadriceps montre une diminution
significative de la fibrose et des centralisation nucléaires par rapport aux souris mdx non traitées
[Millay, 2008].

N ActylCysteine (NAC), antioxydant [ Whitehead, 2008]

L'existence de canaux mécano-sensitifs activés par I'étirement musculaire (SACs)
joue un réle dans les 1ésions musculaires de la souris mdx. Les bloqueurs de SAC limitent 1' entrée
du calcium intracellulaire et limitent les 1ésions musculaires induites par 1'étirement chez la souris
mdx [Yeung, 2005; Whitehead, 2006]. L'entrée du calcium dans la cellule augmente la production
de radicaux libres ou Reactive Oxygen Species (ROS) par la mitochondrie qui eux méme
augmentent la perméabilité membranaire au calcium. Ces mécanismes sont mis en jeu dans les
Iésions de dystrophie musculaire [Rando, 2002; Whitehead, 2006; Tidball, 2007]. La prise de NAC
par voie orale durant six semaines chez la souris mdx montre in vitro une meilleure réponse du
muscle quadriceps au stress mécanique induit par étirement avec une diminution des ROS, des
centralisations nucléaires et de la production des protéines impliquées dans la voie NF kappa B.
L'arginine, le thé vert [Buetler, 2002] et d'autres piégeurs (scavengers) de radicaux libres [Hnia,
2007] ont été testés comme agent anti-oxydant chez la souris mdx, inhibant secondairement les

mécanismes fibrosants.
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Pentoxyfilline:

In vitro, la pentoxyphilline en agissant sur I'entrée du calcium dans la cellule a un
effet antifibrosant car elle réduit la prolifération de fibroblastes, stimule l'activité¢ des collagénases,
diminue le TGF-[3 dans les cultures de fibroblastes d'origine hépatique [Preaux, 1997]. In vivo, chez
la souris mdx, I'administration de pentoxyfilline durant 4 semaines ne permet ni une amélioration
fonctionnelle du diaphragme au test mécanique in vitro ni une diminution du collagéne
diaphragmatique.

4.3.2 Action sur les cellules satellites des inhibiteurs de la déacetylase

L'administration [Minetti, 2006] quotidienne d'inhibiteur de la déacétylase soit de la
trichostatine (TsA), du valproate de sodium (VPA) ou du phénylbutyrate (PhB) a des souris mdx a

12 semaines durant 3 mois a montré:

° une diminution des CK,

° une amélioration de la force de travail in vitro de I'EDL apres traitement
o une augmentation de la taille des fibres, une diminution de la fibrose

° une augmentation de la production de follistatine

4.3.3 Action antiinflammatoire et antifibrosante
4.3.3.1 Halofuginone
L'halofuginone inhibe la production de collagéne I dans des conditions
pathologiques comme la fibrose pulmonaire [Selman 2001]. II réduit la fibrose in vitro, en limitant
la synthese des métalloprotéinases MMP2 et du TGF-31 sur les fibroblastes de malades atteints de
sclérodermie avec un effet anti TNF-a. Le traitement par halofuginone de la souris mdx agée (8-9
mois) durant 12 semaines permet:

e une amélioration fonctionnelle de la récupération musculaire au grip test
e une amélioration de la fonction cardiaque a 1'échographie cardiaque et respiratoire
e une diminution de la fibrose diaphragmatique et quadricipitale, du collagene I et III et de

l'expression d'a—SMA, indicateurs de 1'activité fibroblastique [Huebner, 2008].
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4.3.3.2 Anti TNF-a
L'injection d'anti TNF-ao (Remicade), qui bloque l'action du TNF-a, cytokine
produite par les lymphocytes T, a été testée chez la souris mdx jeune a partir de J7 de vie avant la
crise inflammatoire de J21. L'analyse a JI18 et J28 de vie montre une diminution de la crise
inflammatoire et des dommages myocytaires évalués par l'injection de Bleu Evans [Grounds, 2004].
L'évaluation a long terme a 12 semaines ne montre pas de résultat significatif au niveau du TA mais
le diaphragme n'a pas été évalué.
4.3.3.3 Cyclosporine
La cyclosporine évaluée de 4 a 8 semaines de vie sur la souris mdx montre :

e une diminution des CK,
e une diminution des fibres centronucléées et des zones de nécrose régénération dans 'EDL,

e une amélioration des performances électrophysiologiques du diaphragme [De Luca, 2005].

4.3.3.4 Interleukine 15

L'interleukinel5 (IL15) est une cytokine qui a un effet anabolisant.
L'administration d'IL15 a la souris mdx durant 4 semaines améliore la fonction diaphragmatique et
diminue l'infiltration collagénique du diaphragme sans modifier la population de cellules T in situ.
Elle permet aussi une régénération musculaire apres 1ésion toxique (buvipacaine) chez la souris C57
et mdx [Harcourt, 2005].

4.3.3.5 Les corticoides

L'utilisation de drogues antiinflammatoires en premier lieu les corticoides
d'ailleurs beaucoup moins spécifiques a déja été évalué chez la souris mdx avec un effet sur la crise

inflammatoire. Rien n'est signalé sur un effet antifibrosant [Fischer, 2005].

4.3.4 Le losartan

Le losartan est un anticorps bloquant du récepteur de type I de I'angiotensine
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I qui a une action antagoniste indirect sur le TGF-f et favorise in vivo la régénération et le

remodelage musculaire [Cohn, 2007]. L'équipe de Cohn a montré chez la souris fibrilline -/- mais

surtout chez la mdx un bénéfice du losartan apres lésion musculaire aigiie par cardiotoxine. Plus

intéressant, un traitement chronique et précoce dés 4 semaines de vie, permet un bénéfice a long

terme chez la souris mdx plus agée (9mois):

Mutant
o fibrillin-1
Microfibrils g

= Losartan|
oy,

AT1 receptor

Regeneration

Mecrosis

Schéma 7:le TGF-( inhibe la régénération musculaire par les cellules satellites et a un réle profibrosant. Le losartan en
bloquant le récepteur antithrombine 1 (AT1) agit sur la production de thrombospondine qui est un puissant activateur
du TGF-B. Les ACE en inhibant 1' enzyme de conversion diminue la production d'AT1 et de ce fait pourrait avoir un

role antifibrosant.( Chamberlain 2007)

le diaphragme de la mdx montre une expression importante de thrombospontinel(TSP-1) et

une accumulation intranucléaire des pSmad2 témoignant d'une activité profibrosante médice

par le TGF-[3. Cette activité est significativement diminuée chez la mdx traitée identique a la

C57 non traitée.

la quantité de fibrose diaphragmatique est significativement diminué chez la souris mdx

traitée

la force musculaire isométrique de 'EDL chez la souris mdx traitée est améliorée de fagon

significative, comparable a la souris sauvage C57.

Dans 1'éditorial qui précede l'article, Chamberlain souligne le potentiel

antifibrosant de cette molécule mais aussi des inhibiteurs de l'enzyme de conversion (IEC) qui
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interviennent sur la méme voie. Les IEC sont déja utilisés a visée protecteur myocardique chez les
patients DMD et pourraient améliorer la fonction musculaire chez ces mémes patients

[Chamberlain, 2007].
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Les méthodes d'analyses stéréologiques et statistiques utilisées
Le choix d'une méthode d'analyse stéréologique pour analyser les différents

partenaires cellulaires impliqués dans la dystrophie musculaire de Duchenne et de pouvoir réaliser
des analyses de corrélation avec les données cliniques par une analyse statistique multiparamétrique
nous a sembl¢ judicieux et innovant.

5.1 Les méthodes stéréologiques

Les méthodes stéréologiques permettent d'analyser des coupes de tissus en
ultrastrucure et de réaliser des mesures de surface, longueur, de proximité de certains partenaires
cellulaires de facon statistique a partir d'un nombre suffisant de coupes, et d'un échantillonnage
adapté.

Les microstructures biologiques n'ont pas une distribution uniforme et les mesures
quantitatives de ces données nécessitent des spécifications topographiques et un choix représentatif
des échantillons.

5.1.1 Définition

La stéréologie est donc un ensemble de méthodes essentiellement probabilistes qui
permettent d'estimer des informations dans l'espace en deux ou trois dimensions (espaces R2R3) a
partir de mesures réalisées dans un espace de dimension inférieur (espace R1R2). Elle se fonde sur
l'interprétation d'images planes (section ou projection) par des critéres de probabilité géométrique.
Seul un nombre restreint de parametres ramenés a 1'unité d'espace, peut étre analysé. Les parametres
stéréologiques sont définis par rapport a un espace de référence Dans la notion de parametre, sont
décrits le type de mesure effectuée, le type de mesure de référence, le compartiment d'intérét et
l'espace de référence.

5.1.2  Les regles internationales de l'International Stereology Society (ISS)

e Le parametre s'écrit en lettre majuscule: V(Volume), A (Surface ou Area), L (Longueur ou
Lengh), P (Point ou nombre de points), S (Surface d'enveloppe), N (Nombre de connexités)

e C(Cette lettre majuscule est suivie d'une lettre en indice, caractérisant le parametre de l'espace
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de référence: v, a, 1, p (volume, surface,longueur, point)
e (es deux lettres sont suivies d'une parenthése dans laquelle sont nommés les compartiments

d'intérét et de référence.

5.1.3 Les principes de la stéréologie
Le principe de la stéréologie se fonde sur le fait que le plan image est issu d'un
passage aléatoire d'une surface coupante a travers un volume, dans lequel différents éléments qui le
composent sont répartis de fagon aléatoire. Les profils des éléments solides apparaissent comme des
surfaces, les surfaces comme des lignes et les lignes comme des points. La régle générale est donc

qu'un solide a n dimension est vu comme une structure a ( n-1) dimension (Practical Stereology

Russ 2004)
Espace| Parametres Parametres Parametres Parametres
Nv(X) Nb de
WW(X) . Sv(X) Mv(X) intégrale de connexité
R3 proportion P P . e .
) surface spécifique courbure spécifique spécifique/unité
volumique
de volume
Aa(X) La(X) Na(X) Nb de connexité
R2 proportion A A Cifi spécifique/unité de
surfacique perimetre specifique | ¢\ ace
LI(X) NI(X) Nb de connexité
R1 proportion spécifique/unité de
linéique longueur
Pp(X)
RO proportion de
point

Tableau 3: d'aprés Russ 2004.
L'échantillonnage
La meilleure stratégie qui garantisse une sélection de territoires représentatifs
consiste a effectuer un échantillonnage systématique au hasard sur les coupes étudiées. En pratique,
la position de départ pour déterminer le premier territoire est choisie en se référant a une table de
nombres aléatoires. Puis les territoires sont sélectionnés en se placant avec un pas d'écartement
régulier [Howard et Reed, 1998].

L'autre alternative est l'acquisition de l'intégralit¢ de la section histologique qui

Isabelle Desguerre 74/185



permet d'estimer la valeur moyenne et la valeur maximum d'un marquage et de rendre compte de la
distribution focale ou uniforme des éléments mesurés sur la coupe. L'acquisition se fait a partir d'un
microscope avec une platine motorisée et 1'acquisition de clichés numériques jointifs. Certaines de
nos données ont été acquises avec un Coolscope (Souris mdx et fibrose) et d'autre sur un Olympus.

Trois variables doivent étre prises en compte

Le gradient: les variations spatiales sont fréquentes dans les structures biologiques et
les propriétés globales du tissu doivent étre prises en compte dans la taille de I'échantillon pour
optimiser la distribution spatiale.

L'anisotropie: variation avec l'orientation du tissu. Les fibres musculaires d'un
faisceau sont alignées selon l'axe macroscopique du muscle. Elles sont toutes orientées dans le
méme sens au sein d'un faisceau et ainsi distribuées uniformément dans le méme plan, ce qui limite
les erreurs liées a l'anisotropie plus fréquente dans des tissus moins organisés. Le choix de coupes
toutes orientées dans le méme plan avec des coupes transversales du muscle permet d'éviter les
erreurs liées a I'anisotropie.

Les associations: La mesure quantitative d'associations positives ou négatives de différents

¢léments d'une structure est basée sur la comparaison de valeurs mesurées de propriétés qui
confirment l'interaction des éléments et des valeurs congues pour un modele qui assure que la
distribution est en fait indépendante.

La proportion de surface

La méthode la plus simple pour apprécier la proportion de surface est celle du
comptage de point ou « point counting ». On peut estimer une surface en cherchant a la partitionner
en petites unités de surface élémentaires dont la taille est connue et en comptant les éléments. Ces
unités de surface sont matérialisées par un point. L' ensemble des points constitue une trame
réguliere dont chaque élément contrdle une fraction de surface. Cette mesure est entachée d'une part

d'erreur par exces et d'une part d'erreur par défaut qui se compensent. Le choix du nombre de points
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doit étre réalisé en fonction de la précision désirée.

La proportion de surface peut étre estimée par le nombre de points présents dans les

régions a mesurer et du nombre de points couvrant l'espace de référence.
Aa (régions, espace de référence)= Aire des régions d'intérét/Aire de 1'espace de référence

= P régions x S/P référence xS
Aa est la proportion surfacique; S est la surface d'une unité; P régions est le nombre de points
tombant sur 1'objet; P référence est le nombre total de points couvrant I'espace de référence.
Le comptage de point peut étre réalisé de deux manieres différentes: interactive ou automatique. La
méthode interactive utilise une grille générée par ordinateur et placée sur une image numérique. La
seconde méthode utilise I'analyse automatique d'images numérisée. Chaque pixel est associé a une
surface élémentaire, calculée a partir de la résolution xy du systéme d'acquisition. Le dénombrement
de pixels réalisés en analyse d'images pour estimer une surface n'est qu'un cas particulier de la
méthode du point counting.

La méthode d'analyse de points dans notre cas, est réalisée a l'aide d'un grille
construite avec 56 intersections dans le logiciel Simple PCI qui se projette sur des images
numérisées de biopsies musculaires. Chaque élément O est considéré lorsqu'il apparait sur une des
54 intersections de la grille Na et sa surface relative rapportée a la grille est évaluée a Na /56.

5.1.4 Les applications a l'étude des tissus

Ces méthodes ont été utilisées pour l'analyse des Iésions neuronales dans la maladie
de Parkinson [Koprich 2008], du tissu cardiaque et de I'ischémie du muscle cardiaque [Miihlfeld,
2004] mais aussi dans I'analyse des différents partenaires cellulaires musculaires dans des modeles
expérimentaux d'exercices musculaires [Baker 2006].

5.2 Les méthodes d'analyse statistiques multiparamétriques
Pour analyser la population de 75 patients Duchenne de notre premiére étude et les

corrélations entre les données cliniques et I'analyse morphométrique du muscle de ces patients dans
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la seconde partie du travail, nous avons choisi des méthodes statistiques utilisées dans les analyses
de population permettant de mélanger des variables nominales et ordinales sur des grands nombres
de données avec des petites cohortes [Wilcox et al, 2003]. Ces méthodes par une approche
exploratoire permettent de dégager des associations ou des sous groupes homogenes de données
(dans notre cas patients ou données morphométriques) sans a priori avec une forte puissance
d'analyse.
5.2.1 Les principes

L'analyse exploratoire de données (EDA) est utilisée pour identifier des relations
entre des variables qui a priori ne sont pas attendues pour étre liées. Différentes méthodes EDA
peuvent étre testées: [Van der Kooij, 2003]

e l'analyse en composante principale linéaire (LPCA),ou non linéaire (NLPCA),
e [l'analyse de correspondance simple (SCA) ou multiple (MCA),
e l'analyse de clusters hiérarchique (HCA).

L'analyse en composantes principales (PCA) est une méthode de réduction du
nombre de caracteéres permettant des représentations géométriques des individus et des caracteres .
Cette réduction ne sera possible que si les caractéres initiaux ne sont pas indépendants et ont des
coefficients de corrélation non nuls. La PCA est une méthode factorielle car la réduction du nombre
de caracteres ne se fait pas par une simple sélection de certains d'entre eux mais par la construction
de nouveaux caracteres synthétiques obtenus en combinant les caractéres initiaux au moyen de
facteurs. C'est une méthode linéaire car il s'agit de combinaisons linéaires ou les variables sont des
vecteurs dans un espace défini par les composantes principales. Les coordonnées des vecteurs
(variables) sur les axes et les angles entres ces différents vecteurs déterminent les corrélations entre
les variables. La spécificité de l'analyse en composantes principales est le fait qu'elle traite
exclusivement des caractéres numériques (age du patient, mesure de la force musculaire, mesure

morphométriques sur la biopsie musculaire etc), jouant tous le méme role. La corrélation entre
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différente variables est évaluée par la variance.

L'analyse non linéaire de composants (NLPCA) peut traiter des caracteéres qualitatifs
(premier symptomes de la maladie, type de scolarité, etc), des variables ordinales (ou l'ordre de
classement est important témoignant par exemple d'un degré de gravité de la maladie), de variables
continues ou discontinues. La mesure o de Crohnbach est un parameétre utile qui permet de valider
la qualité de la solution proposée et les relations entre les différentes variables. Cette valeur doit
étre supérieur a 0.7 pour estimer que la corrélation entre les variables est valide.

L'analyse de correspondance simple (SCA) ou multiple (MCA) est la méthode
privilégiée de description des variables qualitatives.

L'analyse de correspondance simple est une méthode exploratrice de description
statistique qui une fois les points représentés de facon satisfaisante dans un nombre suffisant de
plans, consiste a étudier les distances entres les points ayant des coordonnées nouvellement
calculées. Elle utilise des tableaux de contingence simple correspondant a la ventilation des
individus selon deux caracteres qualitatifs. En tant que méthode d'exploration, l'analyse de
correspondances simples ne cherche pas a tester des hypotheéses mais a faciliter la compréhension
des données. Une représentation graphique dans un plan principal qui représente plus de 80% de
l'inertie sera la solution ou le premier axe sera celui ou la variabilité est la plus forte et un second
axe ou la variabilité est plus faible mais ou 1'étude des contributions (équivalent de de la notion de
corrélation pour les variables quantitatives) validera ce second axe. La proximité entre deux
modalités d'un méme caracteére définit une similitude de profil (proximité des points du graphique
en un nuage de point).

L'analyse de correspondances multiples permet d'étudier p caracteres qualitatifs sur n
individus en tableau sous forme disjonctive. Elle permet de méler des variables numériques et
qualitatives. Le logiciel utilisé pour notre étude est le logiciel SPADS.0 avec un codage des données

soit en codage binaire soit en codage avec un rangement ordinal de 1 a 5 (cf annexe chap 6).
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L'analyse de clusters hiérarchiques (HCA) vise a regrouper en différents clusters les
individus présentant des similitudes. Le probléme principal des méthodes de classification
hiérarchique consiste a définir le critére de regroupement de deux classes ce qui revient a définir une
distance entre classes. Tous les algorithmes de classification hiérarchique se déroulent de la méme
maniére: on cherche a chaque étape les deux classes les plus proches, on les fusionne, et on continue
jusqu'a ce qu'il n'y ait plus qu'une classe. Les résultats d'une classification hiérarchique doit étre
confirmée par l'examen des plans factoriels par une analyse de composante principale ou une
analyse des correspondances. Dans notre recherche, le logiciel utilisé est Statgraphics Plus 5.

5.2.2 Les applications en médecine et biologie

Ces méthodes sont utilisées en médecine et biologie pour identifier a partir de
variables phénotypiques et quantitatives biologiques des sous groupes homogenes de patients dans
des pathologies tres diverses:

e 4 sous groupes pronostiques de 91 patients lupiques avec 75 caractéristiques immunitaires
[Tapanes 2000],

e 4 sous groupes phénotypiques de patients dyslipidémiques en vue d'analyse de liaison

génétique [Wilcox, 2003],

e 2 phénotypes de spondylarthrites ankylosantes a partir de 190 familles multiplex [Porcher,
2005],

e des facteurs de risques de récurrence de néoplasie du col de l'utérus sur un suivi de 268

patients avec une infection initiale a papilloma virus [Frega, 2003].

Ces méthodes sont aussi utilisées pour identifier des groupes homogenes de patients

a partir de données qualitatives en pédiatrie et déterminer ensuite des choix thérapeutiques ou de
prévention:

e cn ¢épileptologie, pour identifier trois sous groupes pronostics a partir de 75 patients dans le

syndrome de Lennox Gastaud déterminant une stratégie thérapeutique ultérieure différentes

pour ces sous groupes [Kaminska, 1999],
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e en psychiatrie, pour déterminer des groupes a risque psychiatrique a partir d'une grille

d'évaluation de comportement chez les enfants d'age préscolaire [Guralnik, 1990],

e pour définir des sous groupes phénotypiques de 105 enfants autistes sur la base de I'analyse

de leur comportement en rapport avec la classification du DSM-3R [Van der Gaag, 1995],

e pour identifier les manifestations en rapport avec la douleur chez 101 enfants non verbaux

déficitaires intellectuellement [Breau 2003],

e pour identifier cinq situations a risque d'abus sexuels chez 'adolescent et mettre en place sur

les facteurs de risques identifiés des mesure de prévention [Bouvier, 1999].

En conclusion, dans tous les exemples cités, on notera que les effectifs se situent
entre 60 et 100 patients, soit de relatifs petits effectifs avec des variables nominales pour beaucoup,

confirmant la force de ce type d'analyse statistique par rapport aux analyses de liaisons classiques.
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Mise en évidence de 4 profils évolutifs de Duchenne par HCA sur une série
de 75 patients

6.1 Résumé

Hétérogénéité clinique de la Dystrophie Musculaire de Duchenne: définition de sous types et
de critéres prédictifs par une étude de suivi de cohorte a long terme.

Clinical heterogenity of Duchenne muscular dystrophy:definition of subtypes and predictive criteria
by a long term follow up study

L'hétérogénéité de la myopathie de Duchenne a été soulignée par Brooke dés les
années 1980 mais un peu trop vite uniquement rattachée a la notion de quantité de dystrophine
résiduelle dans le muscle dans les années suivant la découverte du géne (Nicholson, 1993). Notre
expérience clinique confirmait cette impression de variations en terme de fonction musculaire,
respiratoire, cardiaque et cognitive.

J'ai donc recueilli les données cliniques de suivi sur 10,6 ans d'une cohorte de 75
patients Duchenne parfaitement caractérisés au niveau de I'analyse musculaire (Biopsie musculaire
avec immuno-histochimie pour les trois anticorps commercialisés de la dystrophine et analyse en
Western Blot des protéines glycosarcolemmiques) et génotypage. Ces patients ont été suivis a
'Hopital Saint Vincent de Paul par le Dr Michelle Mayer et moi méme sur une période de 10,6 ans
en moyenne (5-15,2 ans). Les données ont été collectées sur des tableaux Excel contenant des
¢léments anamnestiques (16), des ¢éléments moteurs fonctionnels et orthopédiques (20), des
¢léments respiratoires (19), des éléments cardiaques (10), des éléments cognitifs, scolaires et
génétiques (16).

Les caractéristiques générales de ces patients correspondent aux données de la
littérature (tableaul). 56 % des patients ont un retard a la marche (>18 mois), 56% n'ont jamais
couru, 31% n'ont jamais monté les marches d'escaliers sans support. Si on reprend 2 éléments

principaux du score de Brooke, on notera que la capacité a se relever du sol est perdue a 8,3 ans et
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celle a lever le coude du plan de table a 13, 7 ans. En terme de prise en charge orthopédique, des
rétractions des membres inférieurs sont fréquentes, débutant a 7,7 ans (6,3 a 10, 3 ans). Des
ténotomies des membres inférieurs ont été réalisées chez 42 enfants a un 4ge moyen de 9,6 ans au
moment de la perte de la marche. Tous les patients sauf deux ont développé une scoliose apparue
entre 1'age de 8 et 16 ans. L'arthrodése du rachis a été réalisée chez 53 patients a un age moyen de
13,2 ans. La fonction respiratoire était normale jusqu'a 10 ans que ce soit pour la CRF, le VR ou la
CV. Une rééducation respiratoire par relaxateur de pression a été instituée dans 50 cas dans les mois
précédent l'arthrodeése du rachis. Une ventilation nasale nocturne a été nécessaire chez les patients
les plus agés de notre série dans 14 cas, toujours apres 1'age de 16 ans. Une cardiomyopathie a été
détectée en échographie cardiaque chez 30% des enfants a 12 ans. 52 patients ont eu un traitement
par IEC apres l'age de 10 ans pour les plus jeunes. 7 patients sont décédés, tous d'insuffisance
cardiaque, 2 avant 15 ans et 5 apres 20 ans.

Les données ont ensuite été¢ codées en variables ordinales ou nominales (annexe 1)
pour permettre une analyse multiparamétrique. Par rapport a deux axes moteur et cognitif, 4 sous
groupes de patients se sont dégagés et ainsi caractérisés (figure 1).

e Le groupe A (20%) que l'on pourrait qualifier de forme congénitale présente une atteinte
intellectuelle importante avec un retard psychomoteur d'emblée qui est le symptome
diagnostic, une marche tardive (>18 mois), une atteinte musculaire (perte de marche a 8, 9
ans), cardiaque (72% ont une cardiomyopathie avant 12 ans) et respiratoire (arrét de la
croissance pulmonaire avant 10 ans et CV a 60% a 10 ans) sévere. Les CK initiales sont
aussi plus élevées (p<0.01).

e Le groupe B (28%) est une forme classique de DMD avec des fonctions cognitives limites
(border line ou atteinte modérée) et évolution motrice médiane (perte de marche a 9,8 ans ).

e Le groupe C (22%) n'a pas d'atteinte intellectuelle et surtout un bon pronostic moteur avec
une age de perte de marche supérieur a 11 ans, une atteinte respiratoire plus tardive ainsi que
la scoliose (cf figure 3, p<0.01).

e Le groupe D (30%) a les performances intellectuelles et scolaires les meilleures mais un

mauvais pronostic moteur inférieur au groupe B et trés différent du groupe C (cf figure 3).
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L'analyse de la variation du testing musculaire dans les 4 sous groupes montre
clairement un profil évolutif paralléle mais avec des 1'age de 6 ans des valeurs de MMT plus basses
pour le groupe A et D (figure annexe 2).

L'analyse du génotype de ces patients a montré une répartition, en terme de mutation
ponctuelles de délétions et duplications du gene de la dystrophine, assez identique aux données de la
littérature [Muntoni, 2006]. L'analyse de ces mutations, en tenant compte de leur siege dans le géne
de la dystrophine, a permis un codage spécifique en prévoyant les différents transcrits de la
dystrophine probablement impliqués par les mutations de chaque patient (cf annexe 1). Pour
l'atteinte cognitive, une corrélation génotype phénotype a été identifiée avec un gradient croissant du
sous groupe A a D pour les mutations avant I'exon 30 (figure 5). Les patients ayant une atteinte
cognitive plus sévere présentent des mutations dans la partie C terminale du gene, apres 1'exon 44, et
les trois patients avec une délétion emportant la Dp71 ont une atteinte intellectuelle sévere comme
attendue. De plus, les altérations de I'électro-rétinogramme corrélées aux résultats génétiques
montrent que les patients avec une mutation en amont de l'exon 30 ont un ERG normal (p<0.003) et
un QI >70 (p<0.007). (Rappel: les transcrits cérébraux et rétiniens (Dp140 et Dp71) se situent apres
I'exon 30). En revanche, aucune corrélation génotype / phénotype n'a été trouvée pour l'atteinte
musculaire.

Il nous a paru essentiel aprés caractérisation de ces sous groupes A, B, C, D de
déterminer des critéres pronostics précoces permettant de prévoir l'appartenance d'un patient a un
sous groupe défini. Ces indicateurs pronostics ont pu étre identifiés et confirmés comme valides sur
une série indépendante de 34 patients suivi a I'hopital Necker sur plus de Sans et tous agés d'au

moins 12 ans a la fin du suivi (tables 4 et 5 de l'article).

e La variable «retard psychomoteur comme premier symptome » permet d'identifier les
patients du groupe A (Sensibilité 0.93, Spécificité 0.95). Deux autres indicateurs combinés

renforcent la qualification pour du groupe A: l'dge de survenue avant 2 ans et le retard
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mental séveére ou modéré (Sensibilité 0.93, Spécificité 0.98).

e La variable «age de perte de marche aprés 11 ans» qualifie les patients du groupe C
(sensibilité¢ 0.78, Spécificité 0.96). Une variable de «score de testing musculaire des
membres inférieur > 6 a 8 ans» associé a un niveau intellectuel normal ou border line permet
de caractériser le groupe C (Sensibilité 1, Spécificité 0.94).

e Les groupes B et D se distinguent par l'atteinte cognitive toujours présente dans le groupe B
et absente dans le groupe D (table 4).

Ces criteres ont permis de classer de fagon satisfaisante les 34 patients de la série 2: 8
en groupe A, 9 en groupe C et de répartir les 17 restants en groupe B « classique DMD » et groupe
D «atteinte purement motrice» (table 5).

Au total, cette étude permet de confirmer 1'hétérogénéité des patients DMD, de
proposer des criteres pronostics indicateurs des différents sous groupes pour de futurs essais
thérapeutiques. L'absence de corrélation de la gravité motrice avec le génotype suggere 1'existence

de facteurs épigénétiques. Ces données ont conduit a réaliser une analyse précise morphométrique

des biopsies musculaires initiales de ces patients qui font 1'objet de la deuxieéme partie des résultats.

6.2  Données supplémentaires

Le codage utilisé et la définition des valeurs utilisées pour la MCA est rapporté dans les tableaux
suivants. Pour simplifier la lecture, les définitions du codage et des valeurs utilisées ont été regroupé
par thémes en six tableaux: Génétique, Symptome, Age de la perte des fonctions motrices, Prise en

charge orthopédique, Intellect et scolarité et Variables cardiaques et respiratoires.
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Annexel

Définition des valeurs utilisées pour la MCA

Codage Symptomes
Age premiers Délai de ) Acquisition de la
Initiaux gep . , , Phénotype 9
symptémes diagnostic marche
1 Marche sur la pointe des pieds Néonatal 0,5an Normal > 24 mois
2 chutes fréquentes <2ans lan Maigre 18 < a > 24 mois
3 2+4 2-4ans 2 ans Obése < 18 mois
4 Retard psychomoteur 4-6ans 3ans
5 Hyper Ckémie > 6 ans 4 ans
Définition des valeurs utilisees pour la MCA
Age de la perte des fonctions motrices
Codage
Montée des| Se relever | Capacité a S'asseoir | Eleverle Premier Tl
. . Marche ., | des membres
escaliers du sol courir seul bras fauteuil inf
0 incapacité [ incapacité | incapacité incapacité [ incapacité | 6-8ans 4-6ans
1 4-6ans 4-6ans 4-6ans 6 ans 4-6ans 6-8ans | 8-10ans 6-8ans
2 6-8ans 6-8ans 6-8ans 7 ans 6-8ans | 8-10ans | 10-12 ans 8-10ans
3 8-10ans | 8-10ans 8-10ans 8 ans 8-10ans | 10-12 ans 10-12 ans
4 9ans 10-12ans § 12-14 ans Jamais
5 10ans
6 11ans
7 12 ou>12 ans
Définition des valeurs utilisees pour la MCA
Codage Intellect et scolarité
Type d'établissement vaeau-scolalre Redoublement | Quotient Intellectuel . 'Electro
maximum retlnogramme
0 illettré
1 Domicile primaire en retard >3 ou égal Retard Mental Severe anormal
2 pour retard mentaux primaire 2 Retard Mental Modéré normal
3 pour handicap moteur college 1ou0 Border line non fait
4 adaptée CLIS ou SEGPA Lycée Normal
5 Normal Université
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Définition des valeurs utilisées pour la MCA

Codage Genethqe. '
Génétique Créatine Kinase au moment
du diagnostic(Ul)
1 délétion non connue < 1000
2 délétion 1-29 = DP427 1000-5000
3 délétion 30-44 = DP260 5000-10000
4 délétion 45-55 = DP140 > 10000
5 délétion 52-62 = DP116 > 20000
6 délétion délétion >62 = DP71
Définition des valeurs utilisées pour la MCA
o Prise en charge Orthopédique
oe Ténotomie des Capacite a s , I Fin de la . Chirurgie de la
T deamb-uler .apres Indice de rétraction verticalisation Age de la scoliose scoliose
chirurgie
0 0 mois 8-10ans Précoce<12ans| Précoce S+
1 Oui < 6 mois Orthése et rétraction 10-12ans Normal > 12 ans Classique
2 Non 6 - 12 mois Pas d'orthése et rétraction 12-14ans Absence Préventive
3 12 - 18 mois Orthése et pas de retraction 14- 16 ans Pas de scoliose
4 > 18 mois Ni orthése ni rétraction >16ans Trop jeune
Définition des valeurs utilisees pour la MCA
Codage Variables cardiaques et respiratoires
Arrét de croissance | Augementation du | Capacité vitale a | Différence de CV 14
LEVF < 55% . .
pulmonaire volume résiduel 10ans (%) -10 estv
1 atteinte cceur avant 10ans | <ouégala 10 ans 6-7ans <50% v <-40 ou égal
2 atteinte entre 10 - 12 ans 11ans 8-9ans entre 50-80% | -40<v<-30o0uégal
3 atteinte entre 13 - 15 ans 12 ans 10-11ans >ouégalea 80% | -30<v<-20ouégal
4 atteinte apres 15 ans 13ans >ouégalea 12 ans -20<v<-10ou égal
5 Pas d'atteinte apres 15 ans 14 ans v>-10
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Annexe 2

Evolution de la force musculaire globale (MMT)

dans les 4 groupes identifiés

B Groupe 1
= M Groupe 4
£ M Groupe 2
g [ Groupe 3
w
MMT a 6ans MMT a 8 ans MMT a 10 ans

Age
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Abstract

Background. To explore clinical heterogeneity of Duchenne muscular dystrophy (DMD), viewed as

a major obstacle to the interpretation of therapeutic trials

Methodology/Principal findings. A retrospective single institution long-term follow-up study was
carried out in DMD patients with both complete lack of muscle dystrophin and genotyping. An
exploratory series (series 1) was used to assess phenotypic heterogeneity and to identify early
criteria predicting future outcome; it included 75 consecutive steroid-free patients, longitudinally
evaluated for motor, respiratory, cardiac and cognitive functions (median follow-up: 10.5 yrs). A
validation series (series 2) was used to test robustness of the selected predictive criteria; it included

34 more routinely evaluated patients (age >12yrs).

Multivariate analysis of series 1 classified 70/75 patients into 4 clusters with distinctive intellectual
and motor outcomes: A (congenital DMD, 20%): severe intellectual and motor outcomes; B
(classical DMD, 28%): intermediate intellectual and poor motor outcome; C (moderate pure motor
DMD, 22%): normal intelligence and delayed motor impairment; and D (severe pure motor DMD,
30%): normal intelligence and poor motor outcome. Group A patients had the most severe
respiratory and cardiac involvement. Frequency of mutations upstream to exon 30 increased from
group A to D, but genotype/phenotype correlations were restricted to cognition (IQ>71: OR 7.7,
95%CI 1.6-20.4, p<0.003). Diagnostic accuracy tests showed that combination of "clinical onset
<2yrs" with "mental retardation" reliably assigned patients to group A (sensitivity 0.93, specificity
0.98). Combination of "lower limb MMT score>6 at 8yrs" with "normal or borderline mental status"
reliably assigned patients to group C (sensitivity: 1, specificity: 0.94). These criteria were also

predictive of "congenital DMD" and "moderate pure motor DMD" in series 2.

Conclusions/Significance. DMD can be divided into 4 sub-phenotypes differing by severity of

muscle and brain dysfunction. Simple early criteria can be used to include patients with similar
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outcomes in future therapeutic trials.

Introduction

Affecting approximately one in 3500 males, Duchenne muscular dystrophy (DMD) is the most
common inherited myopathy whose poor prognosis is well known [1]. DMD has been classically
considered stereotyped in its clinical presentation, evolution and severity [2,3]. However, inter-
individual differences in terms of motor, respiratory and cardiac involvement had been reported
before the identification of dystrophin [1]. Subsequently, rare studies documented that identical
mutations can produce DMD phenotypes of different severity [4]. Adding to this clinical
heterogeneity, brain dysfunction is observed in some DMD patients [5]. As recent preclinical studies
have opened avenues for promising pharmacologic, gene and cell therapies of the disease [6], in-
depth knowledge of DMD natural history is now mandatory. In fact, phenotypic variations were

already shown to compromise results of clinical trials [7].

In the literature, large DMD series investigated on a follow-up basis are scant, out-dated or
fragmentary. The largest study, analyzing the history of 473 Dutch DMD patients diagnosed from
1961 to 1982 [8], provides limited information, since neither muscle biopsy nor genetic analysis
was available for most cases, data was collected by a questionnaire sent to physicians, and clinical
practices were not described. Studies searching for genotype-phenotype correlations considered the
whole spectrum of dystrophinopathies and not homogenous DMD cohorts [9,10]. Expectedly,
inverse correlation was found between severity of disease and residual amount of dystrophin
assessed by immunoblotting [10]. Studies comparing muscle testing scores in DMD patients [11-13]
are mostly cross-sectional. Longitudinal evaluation has been limited to respiratory and cardiac
functions studies which demonstrated the beneficial effects of ventilation support [14,15] and early

angiotensin-converting enzyme inhibitor (ACEI) administration [16].

We report a comprehensive clinical analysis of 75 DMD patients, evaluated longitudinally by the
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same team over a mean follow-up of >10yrs. This analysis substantiates DMD’s clinical
heterogeneity and identifies 4 phenotypes with different outcomes that can be predicted by simple
clinical indicators. The applicability of these indicators was then tested in a second series of 34

patients.

Patients and methods

1- Patients

DMD diagnosis was performed from 1990 to 2000 at Saint-Vincent-de-Paul hospital, Paris;
inclusion criteria were: (i) absence of muscle dystrophin assessed by both immunohistochemistry
(Dysl, 2, 3 moAbs, Novocastra, UK) and Western blot (dystrophin bands absent); (ii) genotyping
performed (laboratory of molecular genetics, Cochin hospital, Paris); (iii) follow-up >4 yrs by the

same team.

2-Follow-up

Children from series 1 (n=75) were systematically evaluated every six months by a multidisciplinary
team for motor, respiratory, cardiac, and nutritional status and remained steroid-free. Physiotherapy
was performed 2-3 times per week. Lower-limb contractures were prevented by nocturnal leg
orthesis from age 6, and ultimately treated by tenotomy. Spinal arthrodesis was systematically
performed from age 12. Respiratory care started when forced vital capacity (FVC) reached 11 or
30% of the theoretical value and included nocturnal monitoring of capillary PO, and PCO,,
intermittent positive pressure ventilatory (IPPV) daily support, and nasal non invasive nocturnal
ventilatory (NINV) support in case of abnormal blood gas levels. Cardiac echogram was performed
yearly and myocardial scintigram immediately before surgery; ACEIs were administered when left
ventricular ejection fraction (LVEF) reached 55%. Children from series 2 (n=34) were aged more
than 12yrs at data collection and had been evaluated and taken in charge at Necker hospital using

standard procedures.
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3- Clinical parameters

Initial exploration yielded 33 (out of 82) relevant items describing history of disease, muscle,

cardiac, respiratory and cognitive functions, and genetics (Tablel).

Manual muscle testing (MMT) using the MRC scale [14] was yearly performed, yielding upper limb
(average value of 2x5 muscles), lower limb (2x4 muscles) and global (2x9 muscles) scores reported
at ages 8 and 10. Respiratory function was yearly evaluated and 3 indices were derived from FVC,
residual functional capacity (RFC), and residual volume (RV) expressed relative to theoretical
values: (i) FVC decrease from 10 to 14yrs (AFCV); (ii) RFC plateauing (age of pulmonary growth
arrest); (iii) onset of RV increase (age of involvement of expiratory muscles). Cardiac function was
yearly assessed and the age at decrease of LVEF below 55% was considered. Body mass index
determined at age 8 was classified as low, normal, or high according to reference curves [17].

Electroretinogram was scored as normal or abnormal.

Cognitive status was evaluated by both general intelligence assessment (IQ) and educational level.
Wechsler Intelligence Scale [18] was used to measure, from age 6 to 10, verbal performance and full
scale IQ. Patients were conventionally classified [18] as severely mentally retarded when IQ was
<50 or impossible to assess because of pronounced behavioural disturbances; mildly mentally
retarded (50<IQ<70); borderline (71<IQ<84); and normal (IQ>85 or strictly normal academic
level). Were also considered school delay; the maximal education level reached by patients, and the
type of establishment attended according to the French educational model (Table 1).

4-Molecular and protein analyses

Muscle proteins were screened by immunihistochemistry and two multiplex Western blot analyses:
(A) combination of Dys8/6CS5 (NLC-DYS2/dystrophin C-ter), Cal3c/2A2 (NLC-CALP-
12A2/calpain 3 exon 8), 35DAG/21B5 (NLC-y-SARC/y-sarcoglycan), and Haml1/7B6 (NLC-

Hamlet/dysferlin) monoclonal antibodies; (B) combination of Dys4/6D3 (NCL-DYS1/dystrophin
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rod domain), Calp3d/2C4 (NLC-CALP-2C4/calpain 3 exon 1), and ad1/20A6 (NLC-y-SARC/y-
sarcoglycan) monoclonal antibodies (all from Novocastra) .

Mutations were conventionally identified [19]. Deletions and duplications were detected by
quantitative fluorescent-PCR using genomic DNA, and all other types of mutations were detected
either by sequencing of all DMD gene exons and exon-intron junctions, or by systematic analysis of
muscle dystrophin mRNA, using RT-PCR and sequencing of 14 amplified overlapping fragments.
Abnormalities were substantiated by segregation analysis [19]. Altered transcripts were inferred
from each mutation [20]. The four internal promoters of the dystrophin gene give rise to several
transcripts. Splicing between promoter-specific first exons and exons 30, 45, 56, 63 generate
respectively the dystrophin isoforms Dp260, Dp140, DP116, and Dp71. Mutations before exon 30
only affect full length dystrophin. In addition to it, the other isoforms are successively affected, as
the mutation progresses after exon 29 towards the C terminus.

5-Statistical Analyses

To detect correlations between clinical variables and homogenous sub-groups of patients, we used
non-linear Categorical Principal Component Analysis (CatPCA) [21], followed by Hierarchical
Cluster Analysis (HCA) [22]. CatPCA benefits from optimal scaling, handles together nominal (e.g.
initial symptoms), ordinal (e.g. cognitive status), and interval (e.g. age at ambulation loss) variables,
and is suitable for data recorded with uncertain units (e.g. MMT scores) [21]. Analysis was
performed with SPSS 11.0 software. Original variables were reduced to 2 principal components
with Cronbach’s a = 0.70 for each, allowing plotting of cases in a two dimensional space. Clusters
were determined using Statgraphics Plus 5.0. Their stability was tested by 20 randomisations, each
one providing a sample containing half of patients, and by repeating HCA on each sample; cases
that did not remain in the same cluster on two HCA were considered unclassifiable [21]. To identify

early predictive indicators of different outcome patterns, we used a comprehensive set of diagnostic
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accuracy tests (sensitivity, specificity, kappa, accuracy, positive and negative predictive likelihood
values), as previously recommended [23]. These tests were calculated using the Diagnostic
Effectiveness module of SISA [24]. Comparisons in figures 2-4 indicate differences between
clusters established by multiple range post-test with (p<0.05), following a significant Kruskal-
Wallis test (Statgraphics 5.0 Plus). Two-sided p-values are reported, 95% confidence intervals of
means or proportions, or box-and-whisker plots (10®, 25" 50™, 75™ 90™ percentiles) represent data

scatter.
Results
1-Global population characteristics (Table 1)

Follow-up of the 75 patients from series 1 ranged from 4.0 to 18yrs (mean 10.2). Most patients
(n=41) were older than 16 at end-point. Clinical characteristics are listed in table 1. Briefly, 56% of
patients had delayed walking (>18mo), 56% had never been able to run, and 31% to climb stairs
without support. Ability to rise from floor was lost at 8.3yrs, and to elevate arms at 13.7yrs. All
patients had scoliosis, diagnosed from age 9 to 16. Lower limb tenotomies were performed at 9.6yrs
(n=42), and spinal arthrodesis at 13.2yrs (n=53). Patients usually had normal respiratory function
until 10yrs. Cardiac failure was diagnosed in 30% of patients at age 12, 7 died from heart failure (2

before 15yrs, 5 after 20yrs).
2-Identification and characterisation of clusters

CatPCA identified cognitive and motor parameters as the main contributors to the structure of DMD
symptoms, which could be adequately described by two independent principal components (figure
1). Six variables contributed to a "cognition" axis, including items describing intelligence and
education and also age and symptoms at disease onset, and 4 to a "motricity" axis, including 3 items
describing lower limb function plus "delay of diagnosis" which was longer in less severely
myopathic patients (table 2).
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HCA yielded an optimal 4-cluster solution. Cluster stability testing detected no more than 5/75
unclassifiable cases to be excluded (7%). The final solution consisted of 4 clusters (A: n=14, B:
n=19, C: n=16, D: n=21). No statistically significant differences between clusters could be
demonstrated for duration of follow-up: A 10.1 (95% CI: 8.0 to 12.2yrs), B 9.3 (95% CI: 7.3 to
11.4yrs), C 9.9 (95% CI: 7.8 to 12.0 yrs), D 11.1 (95% CI: 9.6 to 12.6 yrs), p=0.47, Kruskal-Wallis
test. Clusters were characterised by highly distinctive phenotype and outcome on both cognition and
motricity axis (figure 2, left and right columns, respectively). Importantly, clinical variables not used
to constitute the model also showed significant differences between clusters (figures 3.4), thus
providing basis for the recognition of 4 distinctive DMD subsets: group A (congenital DMD, 20%)
very poor intellectual and motor outcomes; group B (classical DMD, 28%) intermediate intellectual
and poor motor outcomes; group C (moderate pure motor DMD, 22%) normal intelligence and
delayed motor impairment; and D (severe pure motor DMD, 30%) normal intelligence and poor

motor outcome.

Group A was characterised by both precocity and severity of symptoms. Initial symptoms appeared
at 1.3yrs (vs. 23.3 yrs in other groups) (figure 2) and always consisted of psychomotor delay.
Patients had the poorest mental status (29% 1Q<50; 57% 1Q 50-70) and global outcome, as assessed
by generally lower cognitive (figure 2), motor (figure 2,3), cardiac and respiratory (figure 4) indices
than other groups; 13/14 (93%, 95% CI: 72 to 99%) of these patients were never able to run versus
48% (95% CI: 48 to 62%) in other groups (p<0.005). They had the highest CK levels at diagnosis

(figure 4); 10/14 (72%° had cardiomyopathy before 12 yrs, and 13/14 (90%) at 15 yrs.

Group B patients had clinical features and severity similar to the mean values of the overall DMD
population (table 1), thus corresponding to what is considered the common clinical DMD profile in
the literature. They had poor motor outcome (ambulation loss at 9.6yrs) and mildly impaired mental

status; only 3/19 (16%) of patients with cardiac and respiratory dysfunctions before 12yrs. Group B
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showed significantly better global outcome than group A, worse mental status than groups C and D,

and worse motor status than group C (figure 2-3).

Group C patients had the best motor outcome (figures 2,3) and almost normal cognition (figure 2).
Ambulation loss occurred at 12.5yrs, and MMT at 8 and 10yrs was the best measured among DMD
patients in both the lower and the upper limbs; contractures and scoliosis onsets were delayed
(figure 4); Since DMD diagnosis was delayed in these patients (age 7.2yrs), physiotherapy was
applied later thus excluding better outcome linked to rehabilitation. BMI was intriguingly different,
11/16 (69%) (95% CI: 41 to 89%) of patients being thin vs. 18/54 (33%) (95% CI: 21 to 48%) in

other groups (p<0.02).

Group D patients had a poor motor outcome similar to group B (figures 2,3), but strictly normal
cognition (figure 2). Ambulation loss occurred at 10yrs. Patients had strictly normal cognitive status
and an educational level similar to this of group C. However, 86% of D patients attended an
ordinary educational establishment vs. 38% of C, 26% of B and 21% of A patients (all p<0.007 by

Fischer exact test).

3-Genotype-phenotype analysis

Mutation was identified in 67 patients, including 77% deletions, 19% punctual mutations, and 4%
duplications. Mutations are predicted to mainly affect expression of transcripts corresponding to
DP427 isoform (mutation in the region of exons 1-29, n=24), DP427+DP260 (exons 30-44, n=18),
and DP427+DP260+DP140 (exons 45-55, n=20). Additional involvement of DP116 (exons 56-62),

and of DP116+DP71 (after exon 63) occurred in 2 and 3 patients, respectively.

Clinical classification of patients partially correlated with the gene affected region (figure 5), as
mutations before exon 30 were found in increasing numbers from group A to D: 18% (A); 29% (B);
40% (C), and 55% (D). Further, we separately explored genotype impact on cognition and motor

function. We found that frequency of mutations before exon 30 correlated well with IQ (IQ>71: OR
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7.7, 95%CI: 1.6 to 20.4, p<0.003) and retinogram (normal retinogram: OR 9.7, p<0.007), whereas
no correlation with any motor parameter could be demonstrated (e.g. age of ambulation loss >10yrs:
OR 1.2, 95%CI: 0.4 to 3.4, p=0.44). As expected, the 3 patients with mutation after exon 63
affecting the brain specific DP71 transcript had severe mental retardation [20] and were classified in

group A (figure 6).

4- Selective indicators for patient classification

Then, we examined if a reduced set of criteria could be sufficient to classify patients. Using
diagnostic accuracy tests, we searched for simple and widely available indicators allowing
discrimination of patients from group A vs. B+C+D, group C vs. A+B+D, and group B vs. D.
Results are listed in tables 3 and 4. Consistent with the precocity of their psychomotor symptoms,
patients classified in group A were reliably identified by “psychomotor delay as first symptom"
(sensitivity: 0.93, specificity: 0.95). In the same way, group C patients, whose motor handicap less
severe had and occurred later in life, could be identified by "loss of ambulation >11yrs" (sensibility
0.78, specificity 0.96). These two indicators appeared as suitable and simple surrogate criteria for
recognition of group A and group C patients, respectively. Combinations of criteria also gave good
results. Combination of "clinical onset <2yrs" with "mental retardation" (severe or mild) assigned
patients to group A (sensitivity 0.93, specificity 0.98) with even higher positive predictive value
than the criterion “psychomotor delay as first manifestation" (PPV: 0.93 vs. 0.81). Combination of
"lower limb MMT score>6 at 8yrs" with "normal or borderline cognitive status" most reliably
assigned patients to group C (sensitivity: 1, specificity: 0.94). Compared to the criterion "loss of
ambulation >11yrs", combined criteria showed higher accuracy and offered the advantage of being
usable at a much younger age. Combined criteria allowed exclusion of group A and C patients from
the series. In the remaining population, IQ categorically segregated group D from group B patients.

Notably, predictive combinations reliably identified patients classified by surrogate indicators as
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congenital DMD (table 3) and moderate pure motor DMD (table 4).

To test the robustness of these predictive criteria, we examined an additional set of 34 unselected
DMD patients aged more than 12 (series 2). Files contained data required to retest group A and C
patients (age of onset with type of initial symptoms, n=32; and MMT at 8 yrs with mental status
evaluation, n=34), but were not complete enough to classify patients by the multivariate model.
Surrogate criteria, however, allowed satisfactory recognition of patients with clinically evident
congenital DMD (“psychomotor delay as first manifestation", n=8) and with moderate pure motor
DMD (identified a posteriori by "loss of ambulation >11yrs", n=9). Data for major motor
parameters such as MMT of lower limbs, ages at loosing ambulation or at onset of scoliosis, and of
becoming wheel-chair-ridden were very similar for moderate pure motor DMD patients identified
by multivariate analysis (series 1) or by surrogate criteria (series 2) (not shown). As shown in table
5, early predictive criteria in combination assigned patients in these two subgroups, with similarly

good efficiency in series 1 and 2.

Discussion

In this study, we substantiated DMD’s clinical heterogeneity and identified 4 subsets of patients
with different cognitive and motor outcomes. Despite rough correlation of cognitive impairment
with the mutated region in the dystrophin gene, and of low BMI with better motor outcome, neither
genotyping nor nutritional status served to identify DMD subsets, whereas age and type of

symptoms at onset, muscle strength at 8yrs, and IQ, did.

Unlike previous studies conducted on the whole spectrum of dystrophinopathies [9,10], we
stringently included patients without any residual dystrophin at Western blot. Mutation could be
identified in 89% of patients, a satisfactory prevalence for DMD series. Global characteristics of our
DMD population were similar to those previously reported in terms of ages at diagnosis (5.2 vs.

5.3yrs), first walking (16 vs. 20mo), first symptoms (3 vs. 2.4yrs), and chair-ridden (10.2 vs. 9.5yrs)
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[8].

Admittedly, our study has the drawbacks of any retrospective clinical investigation, such as variable
follow-up duration which occasionally resulted in missing data for delayed events in the youngest
patients (e.g. spinal arthrodesis or cardiomyopathy). A long-term follow-up (>10yrs) prospective

study on the global clinical variables of DMD, however, is unlikely to be undertaken.

A strong point of the study is that patients were followed by the same medical team, collecting data
on a systematic basis twice a year and maintaining homogeneous practices along the entire follow-

up. For example, none of the patients had received steroids.

Multivariate classification approaches can be applied to small cohorts [25,26]. and were used for
example to subclassify spinal muscular atrophy patients (n=102) into 3 severity types [27] or to
delineate specific epilepsy syndromes (n=72) for therapeutic purposes [22]. The power of such
approaches reside in their ability to uncover, without a priori hypotheses, variables that participate
to data structure [28]. These variables may seem poorly relevant when considered individually, e.g.
“type of educational establishment” and “delay of diagnosis™ strongly contributed to the stable 4-

cluster solution.

The 4 DMD subsets mainly differed by cognitive and motor involvement.

Group A included 20% of patients with a condition similar to that previously described as congenital
form of DMD [29]. These patients came early to medical attention (1.2yrs) because of psychomotor
delay affecting speaking more than walking. Severe (1/3) to moderate (2/3) mental retardation was
constant. Despite early onset, diagnosis was delayed considerably and was performed usually when
motor deficit had become obvious. They had the poorest motor, respiratory and cardiac outcomes,
i.e. the most severe striated muscle involvement. For example, 2/3 of them had cardiac dysfunction
before age 12. Accordingly, he highest CK levels were found in this group. Finally, patients with

psychomotor delay as the initial manifestation, with marked hyperCKaemia, and who have never
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been able run, form an easily recognizable subset of severe DMD.

Group B designated as classical form of DMD, included 28% of patients with clinical features and
functional parameters similar to the overall DMD population. Despite poor motor outcome and
constant learning difficulties, these patients could not be easily recognised due to lack of specific or

salient clinical characteristics.

Group C (moderate pure motor DMD) included 22% of patients, sharply contrasting with the others
because of a better muscular status. As a corollary, both DMD diagnosis (7.2yrs) and rehabilitation
onset were delayed in these patients. Intriguingly, most of them attended motor handicapped
schools, and were thin according to BMI (69% vs. 31% in other groups, p<0.03). Why nutritional
status in DMD 1is highly variable remains unclear, but low BMI in group C patients supports the

view that limited burden of the weakened muscles may be an advantage in DMD [30].

Group D patients (severe pure motor DMD) included 30% of patients with sharp contrast between
severe motor involvements and perfectly spared cognitive functions. Complementary Western blot
analyses were systematically conducted to explain discrepancy of muscle involvement in groups C
and D patients. They failed to detect different levels of relevant muscle proteins including

dystroglycans, sarcoglycans, dysferlin, and calpain (data not shown).

There were inter-group genotypic variations as mutations before exon 30 increased in numbers from
group A to D. Location of the mutation selectively influenced cognitive but not motor outcome.
When cognition was evaluated separately, correlations remained incomplete, except for rare
mutations occurring after exon 63 that were exclusively found in group A and associated with severe
mental retardation [20]. Lack of correlation with motor outcome suggests impact of other factors
than the mutation itself on severity of the myopathy [31]. Whether these factors implicate genetic
components remains to be established [4]. As genotyping appeared nearly useless to predict motor

outcome, we searched for robust clinical indicators allowing early classification of almost any DMD
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patient. Group A patients could be easily recognised from infancy by psychomotor delay occurring
as initial symptom before 2 yrs. Moreover, group C patients, which clinical status worsens more
slowly than usual in DMD, could be reliably recognised from 8yrs of age by combination of "lower
limb MMT score >6" with "normal or borderline mental status". We were unable to use earlier
indicators for this group, e.g. MMT at 6yrs, because many group C patients were not diagnosed at
this age, due to less severe myopathy and longer diagnosis delay (usually >4yrs). Once A and C
patients were excluded, group D patients could be easily distinguished from group B patients on the

grounds of their constantly normal 1Q.

With regard to therapeutics, it would be interesting to examine if “good responders” to steroids
belong to a given sub-phenotype of DMD. More generally, trials which are in danger of being
inconclusive due to lack of precise knowledge on DMD’s natural history [7], would strongly benefit
from accurate selection of clinically homogeneous patient subsets. The simple combinations of

robust predictive criteria identified in this study seem appropriate for this purpose.
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Figures and Tables

Figure 1. The 4-cluster solution.

DMD patients were assigned to 4 clusters in the final hierarchical cluster analysis (linkage: Ward’s
method, metric: squared Euclidean distance) using CatPCA-derived XY coordinates in a plane

defined by the cognition and motricity principal components (axes) (Cronbach’s a: 0.859 and 0.721,
respectively).
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Figure 2. Variables constituting the “cognition” (left) and the “motricity” (right) principal
components. Group A patients manifested early in life by psychomotor delay. “Cognitive status”
measures increase from cluster A to D, also supported by an identical increase of “maximal
education level” and an inversely symmetrical decrease of "school delay" (p<0.00001 for both,
data not shown). Accordingly, 86% of D patients attended an ordinary educational establishment
vs. 38% of C, 26% of B and 21% of A patients (all p<0.007 by Fischer exact test). A and C patients
had values at each extremity of the motricity spectrum, also comprising the age of becoming
"wheelchair-ridden" (p<0.00001, not shown). "Delay of diagnosis" contributed to the integrity of
the second principal component and, notably, to the delineation of cluster D (indicated p values are
obtained by Kruskal-Wallis test; clusters were compared by a multiple range post-test with
p<0.05).
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Figure 3. Muscle strength variables not used to constitute the model.

C patients had better muscle strength than A, B, or D patients and a retarded onset of scoliosis.
These motor parameters, not used in the multivariate analysis, support the validity of the model.
“Age at onset of physical therapy" trailed behind the evolution of muscle strength and motricity: no
clear benefit from therapy could be demonstrated in this series (indicated p values are obtained by
Kruskal-Wallis test; clusters were compared by a multiple range post-test with p<0.05).
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Figure 4. Pulmonary and cardiac function variables not used to constitute the model.

Group A patients had poorest respiratory and myocardial functions and highest serum CK levels at
diagnosis. These variables, not used in the multivariate model, also corroborate its predictive
relevance (indicated p values are obtained by Kruskal-Wallis test; clusters were compared by a
multiple range post-test with p<0.05).
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Figure 5. Genotype/phenotype correlations.

Proportion of patients with a mutation upstream to exon 30 steadily increased from group A to D.
This ascent correlated with spared cognition (mental status: p<0.0003) but not with motricity (age at
ambulation loss: NS) (Fisher’s exact test).

Expectedly, the 3 patients with mutation after exon 63 affecting the brain specific DP71 transcript

were classified in group A.
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CHAPITRE 6 MISE EN EVIDENCE DE 4 PROFILS EVOLUTIFS DE DUCHENNE PAR HCA

Table 1. Data describing patient's history of didease, muscle and cognitive functions (quantitative
variable are mean +/- SD)

Table 1. Data describing patients’ history of disease, muscle and cognitive functions (quantitative variables are mean = 3D)

Sr Initial symptom: Initial Initial Age at Age at loss Age at Age at Phenotype
History Age a.ttlnlt al psychomotor symptom: symptom: d_Age £ follow-up Age at_ﬁrst of becoming beginning of CK fat/thin/norm
SYTP r:vrns delay abnormal gait  high CK |a[gnc:]s|s end-paoint [wa (;:g\ ambulation chair-ridden physiotherapy ;:E al
ves) s " o9 = fyrs) ALl fyrs) tyrs) fyrsh &0
Clustar & N=14 13106 100 ] o 4.1+21 135837 200279 90216 84115 4520 17765 50,/20,/21
Cluster @ N=18 36417 11 68 Li] 5.6%1.7 153138 160+48 96213 95413 6.3+1.4 8166 32742726
Cluster C N=18 3820 ] 44 13 72819 16.8+1.6 150%3.8 126220 11.5+1.5 8.1+2.8 9000 12/69/19
Cluster D N=21 3.3x1.72 0 3z 19 45510 13.7t2.4 16.0£3.4 100214 2.0£1.0 34117 9366 29/38/33
Overall N=73 3.0£1.86 24 63 10 33121 134134 168251 103219 9.53%1.7 6.0£2.3 0G80 32/40/28
MMT Age lower LEFWC <55%  WVital Age
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Muscle function 9 muscles ower limbs upper limbs 9 muscles lower limbs 2 quadriceps scoliosis 3 residual
r s t8 ' 8 £ 10 £ 10 imibs t10 contractures tyrs) ¥rs at 10 years !
at 8 yrs at 8 yrs at 8 yrs a yrs  a WS o loyrs @ ¥rs tyrs) [yrs! & U::;rl:;e
Cluster & N=14 6.510.7 67415 6.3x0.9 5.5%1.0 4.8:£1.0 6.1+1.1 21204 63%1.4 11.622.0 37 65216 8.0+15
Cluster B N=19 61124 6.2£2.5 6.0£2.3 38108 53812 5.3£0.6 24203 77E5 11.841.2 11 73E16 04122
Cluster C N=16 8.0£0.7 8.0£0.7 8.0z0.8 7006 5.8£0.6 7.2:0.7 3.1207 10.2:2.1 13.241.4 0 80214 10.0£1.2
Cluster D N=21 6.810.7 71107 6.6£1.0 56206 51106 6.0+0.7 2 5404 71103 124415 3 81412 10,4123
Overall N=75 6.7+15 7005 6.6:1.6 5.9+0.9 5.5%1.1 6.410.9 25106 721 122416 27 73:15 0.0+2 0
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% = ) e e4] )
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Cluster C N=16 0 0 21 62 38 62 ] 6 73/26/0
Cluster D N=21 ] 0 Li] 100 86 14 0 li] 7119010
Owerall N=75 & 24 27 43 48 43 9 24 FIM9/4
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CHAPITRE 6 MISE EN EVIDENCE DE 4 PROFILS EVOLUTIFS DE DUCHENNE PAR HCA

Table 2. Variables’ contributions to the two principal components (Cronbach’s, a measure by default
for the internal consistency of categorical principal components in the SPSS software, is 0.891 and
0.721), absolute values above 0.500 were retained to define the principal components.

Variable Principal component
Cognition Motricity
Cognitive status 0.891 -0.095
Maximal education level 0.884 -0.109
Education delay 0.840 -0.376
Education type of establishment -0.814 -0.020
Age at initial symptoms 0.725 0.132
Initial symptoms 0.710 -0.353
Age at becoming chair-ridden 0.226 0.857
Age at first contractures in lower limbs 0.298 0.759
Age at loss of ambulation -0.131 0.707
Delay of diagnosis 0.442 0.69

Table 3 Simplified indicators of congenital DMD (cluster A) derived from series 1.

Indicators Sensitivity  Specificity = Accuracy Kappa PPV"” NPV**
Psychomotor delay as 1°* symptom 0.93 0.95 0.94 0.83 0.81 0.98

;ﬁg%i?;ﬁa' DMD defined by cluster 0.64-1.00  0.84-0.99  0.85-0.98 0.60-1.00 0.57-0.93 0.91-1.00
Age initial symptom < 2yrs + 0.93 0.98 0.96 0.91 0.93 0.98

cognitive status I, [I*** congenital
DMD defined by cluster analysis* 0.64-1.00 0.89-1.00  0.84-0.99 0.68-1.00 0.68-0.98 0.91-1.00

Age initial symptom < 2yrs +

cognitive status |, Il congenital DMD 0.88 1.00 0.97 0.92 100 0.94
defined by surrogate criterion ) : . . . .
(psychomotor delay as 1* 0.64-0.98 0.92-1.00 0.89-1.00  0.68-1.00 0.78-1.00 0.81-0.99
symptom)*

* Yate’s Chi square: all p=0.00001, exact 95% confidence limits
** PPV and NPV, positive or negative predictive value
**%* [: severe mental retardation, II: mild mental retardation (see methods)
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Table 4 Simplified indicators of moderate pure motor DMD (cluster C) derived from series 1.

Indicators Sensitivity | Specificity ‘ Accuracy ‘ Kappa ‘ PPV NPV
De ambulation loss > 11yrs

moderate pure motor DI\»/IID 0.78 0.96 0.91 0.77 0.88 0.93

. .. 0.59-0.97 0.91-1.00 0.85-0.98 0.53-1.00 0.71-1.00 0.80-1.00

defined by cluster analysis*®

MMT > 6 at 8yrs plus +

cognitive status lll, IV 1 0.94 0.96 0.88 0.83 1
moderate pure motor DMD 0.72-0.99 0.80-0.99 0.84-0.99 0.59-1.00 0.55-0.95 0.80-0.99
defined by cluster analysis*

MMT > 6 at 8yrs plus +

cognitive status lll, IV

moderate pure motor DMD 0.83 0.94 0.91 0.78 0.83 0.94
defined by surrogate 0.51-0.97 0.79-0.99 0.78-0.97 0.49-1.00 0.55-0.95 0.81-0.99
criterion (ambulation loss >

11yrs)*

* Yate’s Chi square: all p=0.00001, exact 95% confidence limits
** PPV and NPV, positive or negative predictive value
**% [1I borderline normal, IV normal (see methods)

Table 5 Simplified indicators applied to congenital and to moderate pure motor DMD in series 2.

Sensitivity Specificity Accuracy

Kappa PPV** NPV**
Age initial symptom <2yrs
+ cognitive status I, II*** 0.86 0.96 0.94 0.86 0.86 0.96
psychomotor delay as 1 0.47-0.97 0.80-0.99 0.77-0.99  0.47-1.00 0.47-0.97 0.80-0.99
symptom*
EAOML ti>v2 ?ttaflfu'i"i‘\f*l 1.00 0.92 0.94 0.86 0.82 0.94
amgbulation l0sS > ’] Tyrs* 0.63-0.99 0.73-0.99 0.79-0.99  0.53-1.00 0.52-0.95 0.86-1.00

* Yate’s Chi square: all p=0.00001, exact 95% confidence limits
** PPV and NPV, positive or negative predictive value

**%* [ severe mental retardation, I mild mental retardation, III borderline normal, IV normal (see methods)
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La fibrose endomysiale précoce est un facteur de mauvais pronostic moteur
7.1 Résumé
La fibrose endomysiale dans la dystrophie musculaire de Duchenne: un marqueur de mauvais
pronostic moteur associée a une activation des macrophages alternes.
Endomysial fibrosis in Duchenne muscular dystrophy (DMD): a marker of poor outcome associated
with macrophage alternative activation
L'analyse statistique clinico-génétique des 75 patients DMD du premier travail a clairement
individualisé quatre profils évolutifs de patients avec en particulier deux groupes sans atteinte
cognitive mais avec un pronostic moteur tres différent, bon pour le groupe C et mauvais pour le
groupe D sans corrélation génotypique. Pour essayer d'affiner les facteurs épigénétiques intervenant
dans la gravité motrice, une analyse morphométrique des biopsies musculaires de 35 de ces patients
a été réalisée. L'analyse des biopsies musculaires de ces 35 patients a des ages différents a permis de
retracer dans un premier temps les grandes lignes évolutives de la maladie musculaire comme
décrites par Bell et Engel avec une cinétique en trois temps pour les différents éléments constituant
le processus dystrophique: les phénomenes de nécrose régénération, les fibres hypercontractées, les
adipocytes et 1'eedéme interstitiel, la fibrose endomysiale et périmysiale (cf annexe 1). Elle confirme
l'existence d'un processus précoce impliquant des fibres hypercontractées et de I'eedéme interstitiel
chez les patients trés jeunes (2-4ans). Le phénomeéne de nécrose est au maximum vers 7 ans de
fagon contemporaine a l'augmentation de la fibrine impliquée récemment dans le processus
dystrophique via le TGF-3 et I'activation des macrophages [Vidal, 2008]. La fibrose endomysiale
croit avec 1'age ainsi que 'adipose apres 1'dge de 7 ans.
Pour un complément d'études, 25 biopsies quadricipitales précoces, cf table 1 & 2, de ces patients
DMD, entre 3,5 et 7 ans pour 23/25 cas et 2 a 10 ans ont été sélectionnées. L'analyse
multiparamétrique, cf table 3, couplant des données cliniques motrices simples (dge de la marche,

age de perte de la marche, age de la scoliose, testing musculaire global (score MMT) et du
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quadriceps a 10 ans) a une étude stéréologique de 6 paramétres morphométriques (nécrose
régénération, fibres hypercontractées, adipocytes et cedéme interstitiel, fibrose endomysiale et
périmysiale) a permis d'identifier clairement la fibrose endomysiale comme marqueur précoce de
mauvais avenir moteur (perte de marche précoce, p<0.002) cf figure 1 & 2A. Cette fibrose
endomysiale est indépendante de I'dge du patient au moment de la biopsie pour notre série, de la
fibrose périmysiale et des autres parametres de nécrose régénération et du nombre de fibres
musculaires cf figure 2B & 2C. Elle est donc par elle méme clairement associée a la perte de
fonction musculaire prévisible a distance puisque les biopsies ont €té réalisées en moyenne 4 ans
avant toutes les mesures motrices utilisées. Les autres parametres morphologiques ne sont pas
corrélés entre eux, ni a 1'age, ni a la gravité motrice. Seules les fibres hypercontractées qui sont le
témoin d'une souffrance myocytaire particuliere a la DMD sont liées au jeune age de l'enfant.
L'analyse du muscle en Western Blot des différentes protéines du complexe glycosarcolemmique et
de la dystrophine ainsi que la calpaine n'a pas permis de mettre en évidence des différences entre les
patients avec un age de perte de marche précoce (<8 ans ) et tardif (>11 ans). De méme, les
mutations dans le géne de la dystrophine n'impliquaient pas de transcrit spécifique en fonction de la
gravité de l'atteinte musculaire des patients.

L'analyse de la fibrose endomysiale musculaire dans les muscles DMD a été envisagé sous deux
angles: les modifications du lit capillaire myocytaire en lien avec la fibrose endomysiale et le role
des différents partenaires cellulaires impliqués dans la constitution de la fibrose et la régulation de la
matrice extracellulaire.

Les données contradictoires sur le lit capillaire myocytaire dans le processus dystrophique ont fait
évoquer un processus ischémique [Mendell, 1971], récusé par d'autres équipes [Jerusalem, 1974]
sans anomalie de la paroi capillaire avec un processus de néoangiogénese probable. Chez nos

patients, le lit capillaire est plus riche que chez les enfants du méme age mais la distance entre le
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capillaire et le myocyte est augmentée de 2,5 fois (p<0.0001) perturbant éventuellement les
échanges gazeux et aggravant possiblement la souffrance myocytaire cf figure 4A. 85 % des
capillaires dans le muscle normal sont a moins d'un micron de distance du myocyte au lieu de 18%
dans le muscle DMD. L'éloignement du lit capillaire perturbe la niche vasculaire, unité constituée
de la cellule endothéliale, de la cellule satellite et du myocyte [Christov, 2007]. La présence d'un
stress oxydatif, déja impliqué dans la physiopathologie des dystrophies musculaires [Tidball, 2007]
a ¢té¢ confirmé par la présence d'anticorps anti HNE dans le cytoplasme des myocytes dans les
régions de nécrose régénération riches en macrophages CD68+ dans les biopsies quadricipitales de
ces patients cf figure 3E.

Nous trouvons une augmentation significative des macrophages alternes CD206+ dans les régions
riches en fibrose endomysiale par rapport aux régions pauvre en fibrose endomysiale (p<0.0001) ce
qui est un argument fort en faveur du réle profibrosant des macrophages CD206+ cf figure 4 B. Le
role des macrophages alternes a déja été mis, par notre équipe , en évidence expérimentalement
apres lésion musculaire chez la souris mdx [Arnold 2007]. Dans le méme temps, la diminution
significative des cellules satellites CD56+, cf figure 4C, dans les régions de forte fibrose comparées
aux régions faiblement fibrotiques pose la question de la transformation potentielle des cellules
satellites, dans un environnement riche en collagéne I, en myofibroblastes comme suggéré par
Alexakis in vitro [Alexakis, 2007]. Il est toutefois notable que le nombre de cellules satellites méme
dans les régions fibrotiques reste supérieur a celui présent dans un muscle normal du méme age
comme signalé dans la littérature [ Wakayama, 1979].

Au total, notre analyse des biopsies musculaires des jeunes patients DMD a permis d'identifier la
fibrose endomysiale comme cible thérapeutique et d'envisager des thérapeutiques antifibrosantes
telles que les IEC [Cohn 2007]. Conséquence du processus dystrophique, la fibrose:

1. estcorrélée a la gravité évolutive de la maladie musculaire;
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2. est induite par la présence de macrophages alternes CD206+;

entretient un cercle vicieux profibrosant en favorisant la transformation des cellules satellites

en cellules profibrosantes;

favorise la souffrance myocytaire en perturbant les échanges gazeux au sein de la niche

vasculaire par éloignement du lit capillair.

La recherche de facteurs génétiques ou épigénétiques contribuant a la constitution de la fibrose

endomysiale parait indispensable tel que les polymorphismes du TGF-f3 ou de I'angiotensine I

impliqués par example dans la fibrose pulmonaire [ Xaubet 2003, Molina 2008].
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Annexe 1: Evolution des différents constituants musculaires dans la DMD 4 partir de la biopsie quadricipitale de 35 patients DMD
entre 2 et 10 ans. Confirmation d'un processus précoce impliquant des fibres hypercontractées et de 1'ceedéme interstitiel chez les

patients trés jeunes. Le phénomene de nécrose est au maximum vers 7 ans de fagon contemporaine a l'augmentation de la fibrine. La
fibrose endomysiale croit avec I'dge ainsi que 1'adipose apres I'dge de 7 ans.
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7.2 Article soumis:
Endomysial fibrosis in Duchenne muscular dystrophy (DMD):
a marker of poor outcome associated with macrophage alternative activation
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Abstract

Myopathological alterations in DMD have not been correlated systematically with motricity, even
though conspicuous interindividual motor outcome variability exists, and their mechanisms remain
incompletely understood. We included 25 steroid-free DMD patients in a multiparametric analysis
plotting initial histological alterations in quadriceps muscle with 13 relevant clinical data collected
by the same team over a long-term follow-up (mean>10yrs). There was no residual muscle
dystrophin at immunohistochemistry and Western blot. Elementary histological parameters (fiber
size, hypercontracted fibers, necrotic/basophilic fibers, edema, endomysial and perimysial fibrosis,
and fatty degeneration) were assessed by morphometry. Endomysial fibrosis was the sole

myopathological parameter significantly correlated with poor motor outcome, assessed by
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quadriceps muscle strength, manual muscle testing of upper and lower limbs at 10yrs, and age at
ambulation loss (all p<0.002). Motor outcome and fibrosis were not correlated with genotype.
Myofibers exhibited oxidative stress-induced protein alterations and became separated from
capillaries by fibrosis, which was associated with both increase of CD206+ alternatively activated
macrophages and relative decrease of CD56+ satellite cells (both p<0.0001). This study provides
firm basis for antifibrotic therapeutic strategies in DMD, and supports the view that alternatively
activated macrophages, known to inhibit myogenesis while promoting collagen-producing cell

formation, play a key role in myofibrosis.

Introduction

Duchenne Muscular Dystrophy (DMD], the most frequent neuromuscular disorder in school-age
children [1], is a progressive X-linked disease with severe motor outcome characterized by
complete loss of muscle dystrophin. DMD has long been described as homogeneous in its clinical
presentation, evolution and severity [2], but this is not the experience of clinicians in charge of
patients. Interindividual variability of the extent of central nervous system involvement is one factor
contributing to clinical heterogeneity [3,4]. The residual quantity of dystrophin has been correlated
with the severity of motor outcome in patients with dystrophinopathies, a setting encompassing both
DMD and Becker muscular dystrophy cases [5]. Moreover, DMD patients with complete lack of
dystrophin at Western blot may also show marked differences in motor severity, even if they have
the same mutation [6]. For example the mean age at which DMD patients lost their ambulation
ranged from 6 tol5 years in a recent series [1]. Such variations could introduce a non-negligible bias
in therapeutic trials which are in danger of being inconclusive due to lack of precise knowledge on
DMD’s natural history [7]. In a preliminary clinical study, we observed partial genotype/phenotype

correlations for cognitive impairment but not for motor outcome, suggesting influence of as yet
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unknown factors on muscle involvement in DMD [Desguerre et al., unpublished data]. This
prompted us to reevaluate muscle biopsies.

Surprisingly little has been previously done to correlate systematically pathological alterations and
clinical outcome. DMD myopathological alterations are well characterized, but exact mechanisms
underlying myofiber alterations and muscle fibrosis remain to be fully established [8]. DMD lesions
are generally believed to reflect repeated cycles of acute myofiber necrosis and regeneration,
progressively leading to severe terminal myofiber degeneration and extensive fibrosis. Myofibers
respond by regeneration, a highly integrated biological process that involves both activation of
quiescent myogenic progenitor cells residing beneath the myofiber basal lamina, called satellite cells
[9], and the collaboration of non-muscle cells, including endothelial cells [10] and macrophages
[11]. We previously showed that, at steady state, CD56/NCAM+ satellite cells are closely associated
with, and vary in proportion to, of CD31/PECAM-1+ capillaries [10]. During muscle repair, the two
cell types functionally interact, forming a myovascular unit likely involved in spatio-temporal
coordination of angiogenesis and myogenesis, as demonstrated in DMD [10]. It was also observed
in our laboratory that macrophages, according to their state of activation, play different roles in
muscle repair [12]. Two distinct macrophage populations exist. Classically activated (or M1)
macrophages are induced by interferon gamma, produce reactive oxygen species, exhibit pro-
inflammatory functions, and may enhance both damage of dystrophin-deficient myofibers [13] and
myogenic cell proliferation [12]. Alternatively activated (or M2) macrophages are induced by IL-4,
IL-10 and corticosteroids, exhibit anti-inflammatory functions by producing TGF-B, and are
crucially involved in wound healing [14]. M2 macrophages identified by the specific cell surface
markers CD206 (also known as mannose receptor) [14] were recently found in increased numbers in
fibrotic areas in diaphragm of the mdx mouse model of DMD [15]. This was consistent with the

effects of TGF-B, a major microenvironmental cue controlling satellite cell behavior [16]. This
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potent inhibitor of myogenic cell proliferation [16] and differentiation [17] has been shown to
induce satellite cell transformation into fibroblast-like collagen-producing cells [18], a phenomenon
recently documented in the mdx mouse [19]

In the present paper, we first present a multiparametric analysis plotting initial histological
alterations in quadriceps muscle with clinical data collected in 25 corticosteroid-free DMD patients
with long-term follow up. This allowed us to identify endomysial fibrosis as the sole
myopathological alteration predicting poor motor outcome. Then we explored selected factors
potentially relevant to DMD muscle damage and fibrosis, including genotyping, quantitative
assessment of other myopathy-associated proteins, and immunohistologic markers of oxidative
stress, M1 and M2 macrophages, and satellite cells. Myofibers showed striking oxidative stress-
induced protein alterations at their surface, and became progressively dissociated from adjacent
capillaries by fibrosis. Moreover, endomysial fibrosis was significantly associated with both relative
satellite cell decrease and selective infiltration by M2 alternatively activated macrophages, thus
supporting in DMD pathophysiological mechanisms of myofibrosis recently delineated in animal

models [15].

Patients and methods

1-Patients

We included 25 consecutive genotyped DMD patients whose definite diagnosis of DMD was
established at Saint-Vincent-de-Paul hospital, Paris, from 1990 to 2000, on the basis of a total
absence of dystrophin (negative Dysl, Dys2 and Dys3 by immunohistochemistry, confirmed by
Western blot). Every six months following diagnosis children were systematically evaluated by a
multidisciplinary team for motor, respiratory, cardiac, cognitive and nutritional status according to

the recommendations of the DMD French consortium.
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All remained steroid-free and benefited from homogeneous clinical practices. For instance,
physiotherapy was performed 2-3 times per week, lower-limb contractures were prevented by
nocturnal leg orthesis from age 6, and, when necessary, cured by tenotomy. Spinal arthrodesis was
systematically performed from age 12. Respiratory care started when forced vital capacity (FVC)
reached 11 or 30% of the theoretical value and included nocturnal monitoring of capillary PO2 and
PCO2, intermittent positive pressure ventilatory (IPPV) daily support, and nasal non-invasive
nocturnal ventilatory (NINV) support, in case of abnormal blood gas levels. Cardiac echogram was
performed yearly and myocardial scintigram immediately before surgery; ACEIs were administered

when left ventricular ejection fraction (LVEF) reached 55%, i.e. always after age 10 in this series.

2-Quantitative data on muscle strength

Motor function was assessed by (i) classical criteria such as the age of loosing the ability to walk, of
becoming wheel-chair-ridden, and of becoming scoliotic; (ii) manual muscle testing (MMT),
performed yearly, and according to the MRC scale, to determine upper limb (average value of 2x5
muscles), lower limb (2x4 muscles), and global (2x9 muscles) scores at ages 6, 8 and 10 (7); (iii)
quadriceps muscle strength (QMS), important because this muscle was chosen for biopsy, generally
measured over 6 consecutive years (range 3-10); the value at 10 yrs, available for all patients,

proved useful in the final statistical analysis.

3-Histological and immuno-histochemical staining

The 25 snap-frozen quadriceps muscle specimens, collected at initial biopsy, were cross-sectioned
(S5um) and processed for both routine staining such as hematoxylin-eosin, Masson's and modified
Gomori's trichrome, and the immuno-histological screen currently used to assess muscular

dystrophy (see below). In addition, 10 samples were processed for automated immuno
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histochemistry (Ventana NEXES) with primary monoclonal antibodies recognizing CD31/PECAM-
1 expressed by endothelial cells (1:20, DAKO, ref. No M0823), CD68/KP1 (macrosialin), a
lysosomal membrane antigen expressed by M1 phagocytic macrophages (1:300, DAKO, ref. No
MO0814), CD206 (mannose receptor), a canonic marker of M2 alternatively activated macrophages
(1:50, Antibody Online GMBH, ref. No ABIN159212), or CD56/NCAM, a reliable marker of both
quiescent and activated human satellite cells (1:100, Novocastra, ref. No NCL-CD56-1B6), and
peroxidase-coupled secondary antibodies, and DAB as chromogen (both from Ventana). Local
production of reactive oxygen species was inferred from immuno-histochemical detection of HNE
(4-hydroxy-2-nonenal)-modified proteins [20] (1:200, Calbiochem, ref. No 393207). HNE is the
most reactive lipid peroxidation product and detection of the protein adducts it forms in tissues

attests local lipid peroxidation [21].

4-Morphometric analyses of muscle samples

All morphometric analyses were carried out on digitized non-overlapping consecutive images (x20,
1280x960 pixels, 0.33 pum per pixel), covering > 90% of the tissue section surface, acquired with an
Olympus microscope equipped with a CCD camera (Sony) and a motorized stage.

Stereology was used to quantify muscle fascicles (myofibers plus endomysium), perimysial fibrosis
and muscle necrosis/regeneration, edema, and fatty degeneration. The area fraction of a structure
was estimated by point counts [22]. A rectangular grid containing 54 equidistant points was
introduced in the graphics plane of each image (Simple PCI image analysis software) and the
relative proportion of points overlaying any of the structures of interest was semi-automatically
counted on the computer screen. Results for hyper-contracted myofibers were expressed as number
of fibers per microscopic field.

Color image segmentation of sections stained by modified Masson’s trichrome and automatic
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measurement were used to assess endomysial fibrosis and muscle fiber area (AxioVision 4.3 image
analysis software). Examples of image segmentation results (overlaid in pseudocolors) are shown on
figure 1. Endomysial fibrosis, defined as areas where endomysial thickness exceeded at least 4 times
that of normal endomysium in non-DMD muscle (2.4 + 0.3 um, measured in 2 specimens from boys
aged 6 and 7), and muscle fiber area fraction were measured in 13-25 fascicles per biopsy. To
determine muscle fiber size, 100-300 individual myofibers per biopsy were measured.

Results for CD206+ macrophages, and CD56+ mononucleated satellite cells, were expressed as cell
counts per muscle fiber. All images acquired per specimen were used to build whole specimen 2D
reconstructions (Analysis software), from which regions of interest (e.g. low or high endomysial
fibrosis regions, each measuring 3.84x104 um2 were subsequently extracted for counting of
CD206+ macrophages [27 high fibrosis and 20 low fibrosis] or CD56+ satellite cells [27 high
fibrosis and 33 low fibrosis areas]. Necrotic areas were stringently avoided.

Distances from capillaries (n=825) to the sarcolemma of neighboring muscle fibers in DMD and
control samples, immunostained for CD31, were measured manually. Proximity of satellite cells to

capillaries was assessed using the quadrat method as previously described [10].

5-Complementary investigation of myopathy-related muscle proteins

In parallel, screening of muscle proteins that could impact on disease severity was carried out using
standard immuno-histochemistry and two multiplex Western blot analyses: (i) a combination of
Dys8/6C5 (NLC-DYS2/dystrophin C-ter), Cal3c/2A2 (NLC-CALP-12A2/calpain 3 exon 8§),
35DAG/21B5 (NLC-y-SARC/y-sarcoglycan), and Ham1/7B6 (NLC-Hamlet/dysferlin) monoclonal
antibodies; (ii) a combination of Dys4/6D3 (NCL-DYS1/dystrophin rod domain), Calp3d/2C4
(NLC-CALP-2C4/calpain 3 exon 1), and adl/20A6 (NCL-a-SARC/a-sarcoglycan) monoclonal

antibodies (all from Novocastra).
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6-Genotyping

Deletions and duplications were detected by quantitative fluorescent-PCR using genomic DNA, and
all other types of mutations were detected either by sequencing of all DMD gene exons and exon-
intron junctions, or by systematic analysis of muscle dystrophin mRNA, using RT-PCR and
sequencing of 14 amplified overlapping fragments. Abnormalities were substantiated by segregation
analysis. Altered transcripts were inferred from each mutation [4]. The four internal promoters of the
dystrophin gene give rise to several transcripts. Splicing between promoter-specific first exons and
exons 30, 45, 56, 63 generate respectively the dystrophin isoforms Dp260, Dp140, DP116, and
Dp71. Mutations before exon 30 only affect full length dystrophin. In addition to it, the other

isoforms are successively affected, as the mutation progresses after exon 29 towards the C terminus.

7-Statistical Analyses

Correlations between clinical and myopathological variables were detected by non-linear
Categorical Principal Component Analysis (CatPCA), carried out in SPSS 16.0. CatPCA benefits
from optimal data scaling and is suitable for data recorded with uncertain units (e.g. MMT scores)
[23,24]. Original variables were reduced to 2 principal components, sufficiently robust as indicated
by Cronbach’s a >0.70 for each. Data reported in the body of text and tables represent
mean+standard deviation (SD); Mann & Whitney test was used for comparison of means, Fisher’s
exact test for comparison of proportions, and Spearman’s test for bivariate correlations. Whether a
correlation between two variables was genuine or due to their respective correlations with a third
(hidden) variable was assessed by Pearson’s product moment partial correlation test executed after

linearity was confirmed by a significant ANOVA test.
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Results

1-Clinical characteristics of patients

Main clinical characteristics are listed in table 1. Follow-up of the 25 patients ranged from 5 to 13
years (mean 10.3). All patients were older than 12 at end-point, and 11/25 were older than 16. 28%
of patients had delayed walking, as defined by age at first walking >18mo. Loss of ambulation, the
milestone classically used to assess motor outcome, occurred at a mean age 10.1 but there were
marked variations (range 7.5-16 yrs): 6 boys (patients 3, 9, 10, 12, 20, 24) had lost ambulation at
age <9 yrs and 6 at age =11 yrs (patients 2, 7, 8, 19, 23, 25). Cardiomyopathy (left ventricular
ejection fraction LVEF<55%) was detected before 12 yrs in 7 patients. According to conventional
criteria for cognitive status evaluation, 12 patients were classified as normal, 6 as borderline, 5 as

moderately, and 2 as severely mentally retarded.

2-Muscle biopsy characteristics

As assessed by stereology (table 2), area fractions were 28-70%, for muscle fibers, 1-16%, for
necrosis/regeneration foci, 14-35%, for perimysial fibrosis, 2-34%, for endomysial fibrosis, 0-22%,
for edema, and 0-19%, for intrafascicular fat cells. Hypercontracted fibers ranged from 0.4 to 9.0
per microscopic field, and their mean area from 841 to 3565 um2.

Compared to normal muscle, mean DMD values indicated a decrease by 50% of muscle fiber area
fraction (necrosis and intrafascicular fat cells excluded) and increments of both endomysial and
perimysial fibrosis area fractions by 5500 % and 400%, respectively (all significant at p<0.0001).
Age of biopsy within the studied 4-10yrs range did not correlate with most morphometric measures
including fiber size, necrosis, edema, fatty replacement, perimysial and, notably, endomysial fibrosis

(figure 3B).
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3-Clinicopathological correlations

Computation of clinical and morphometric data using CatPCA identified a single satisfactory
solution with two well defined axes (figure 2A), as indicated by variable loadings and Cronbach’s a
levels (table 3).

The 1st one, “motor outcome is inversely correlated with endomysial fibrosis”, reflected the inverse
correlation between endomysial fibrosis and muscle strength estimates such as QMS and global
MMT, but also with a major indicator of overall DMD prognosis, the age of loosing ambulation.
Two representative cases are illustrated in figure 1: patients 7 and 9 had endomysial fibrosis
accounting for 2% and 19% of muscle specimen area at ages 4.0 or 6.0 and QMS at age 10 of 3.5
and 1.5, respectively.

The 2nd one, “hypercontracted fibers are more common in younger patients”, reflected the inverse
correlation between age of biopsy and number of hypercontracted fibers per microscopic field (r = -
0.551, p<0.01).

Of note, CatPCA underscored the independence between endomysial fibrosis evolution and patient
age at biopsy since each variable contributed singularly to one of the two independent CatPCA axes.
Age of biopsy preceded by a mean of 4.0 yrs age of muscle strength measurement or that of loosing
ambulation. None of the other histological variables could be introduced adequately into the
opposition with motricity.

The established inverse correlation between endomysial fibrosis and muscle strength and motricity
prompted us to verify (fig. 2C) whether the effect of endomysial fibrosis may not simply reflect
muscle fiber diminution through fibrotic substitution. However, even if diminished in comparison
with healthy muscle, muscle fiber area fraction did not correlate with either MMT or age of loosing
ambulation. The weak positive correlation (r=0.464, p<0.05) with QMS proved spurious when

controlled for endomysial fibrosis, since a partial correlation test reduced the correlation coefficient
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to almost zero (r=0.046, NS) (figure 2C). Similarly, perimysial fibrosis, whose contribution to the
reduction of the muscle fiber fraction was twice as important as that of endomysial fibrosis, did not
correlate at all with motricity (figure 2C).

As endomysial fibrosis proved to be uniquely associated with the downfall of DMD patient

motricity, we next checked whether it could be related to biological data.

4- Correlations between biologic variables and endomysial fibrosis

4.1 Other myopathy-related muscle proteins

Immunohistochemistry and Western blotting failed to detect interindividual differences in the
expression of the different proteins of the dystrophin complex, including dystroglycans,
sarcoglycans, and other relevant muscle proteins including dysferlin and calpain (data not shown).
In the same way, no correlation could be established between endomysial fibrosis or motor oucome

and the number of revertant fibers (always < 5 per section).

4.2 Genotype

Genotyping found 5 patients with point mutations, 18 with deletions, and 1 with a duplication
affecting the dystrophin gene; in 1 patient no definite genetic lesion could be demonstrated.
Mutations were predicted to mainly affect expression of transcripts corresponding to DP427 isoform
(mutation in the region of exons 1-29, n=8), DP427+DP260 (exons 30-44, n=4),
DP427+DP260+DP140 (exons 45-55, n=11). There was no mutation involving DP116 (exons 56-
62, n=0) and 1 involving DP71 (after exon 63, n=1). No genotype-muscular phenotype correlation
could be established. Most severely affected patients (3, 9, 10, 12, 20, 24), who also exhibited
marked initial endomysial fibrosis (14.0 + 3.4%), had mutations located haphazardly in exons 1-29,

30-44, or 45-55 regions (table 1), similarly to the less severely affected patients (2, 7, 8, 19, 23, 25)
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who had less fibrosis (5.6 + 2.9 %, p <0.007).

4.3 Muscle capillaries

Endomysial fibrosis tended to encircle individual myofibers (figure 3C), and to separate capillaries
from muscle cells (figure 3G-J). Compared to normal muscle, the average distance from capillary
edge to myofiber sarcolemma was increased 2.5 fold (p<0.0001) (figure 4A). In controls, 85% of
capillaries were situated at a distance of less than Imp and only 3% at a distance greater than 5 pm.
Inversely, in DMD patients, only 18% were situated at a distance of less than Imp and 18% at a

distance greater than 5 pm (p < 0.0001).

4.4 Oxidative stress, macrophages subsets and satellite cells

Anti-HNE antibodies labeled sarcolemma of most myofibers, and to a lesser extent their
sarcoplasm, a finding not observed in normal controls (figure 3 E, F). In addition, cytoplasmic HNE
positivities were detected in phagocytic cells infiltrating necrotic fibers (figure 3 L) where CD68+
macrophages represented the most abundant mononuclear cell subset (Fig 3I). Distribution of
CD68+ M1 macrophages and of CD206+ M2 alternatively activated macrophages was strikingly
different. As shown in figure 3 K-N, CD68+ cells were less numerous in the endomysium remote
from necrotic areas than CD206+ cells which tended to be diffusely distributed. The later subset was
significantly colocalized with endomysial fibrosis since CD206+ cell counts in regions featuring
extensive or minimal endomysial fibrosis indicated a median two-fold increase of CD206+ cells in
highly fibrotic areas (p < 0.0001). CD56+ satellite cells were more numerous in DMD patients than
in normal age-matched muscle controls, but their distribution in the former also depended on the
extent of endomysial fibrosis: a median two-fold decrease of satellite cell numbers were found in

fibrotic compared to less fibrotic areas (p < 0.0001). Whatever their number in a given area, 93% of

Isabelle Desguerre 129/185



CHAPITRE 6 MISE EN EVIDENCE DE 4 PROFILS EVOLUTIFS DE DUCHENNE PAR HCA

satellite cells were at less than 15 pm from the closest interstitial capillary.

Discussion

In the present study we show that (i) the quantity of endomysial fibrosis in quadriceps muscle of
DMD patients is inversely correlated with QMS, with MMT, a more general upper and lower limb
muscle strength score, and with age of loosing ambulation, an important prognostic indicator in
DMD patients; (i1) necrosis and other myopathological elementary lesions do not correlate with
motor outcome; (iii) genotyping, revertant fiber counts, and assessment of dystrophin-related
muscle proteins appear useless to predict motor severity and myofibrosis; (iv) endomysial fibrosis
separates capillaries from muscle cells and is spatially associated with both infiltration of
alternatively activated macrophages and dampening of satellite cell activity.

Our series is homogenous since it included patients without any dystrophin at Western blot,
followed for over 10 yrs by the same medical team maintaining standardized practices along the
entire follow-up, and collecting clinical data twice a year on a systematic basis.

Biopsy invariably carried out in the quadriceps muscle avoided bias due to unequal involvement of
different muscles and permitted accurate correlations with subsequent quadriceps muscle testing.
Histo-pathological findings were those typically reported in DMD. They were assessed by a
combination of morphometric procedures, including a stereological approach, well adapted to the
uniformly oriented skeletal muscle tissue, and an automated evaluation of segmented digital images,
well adapted to measure sharply contrasted structures such as fibrotic tissue and myofibers by
trichrome staining. Hypercontracted fibers, that are associated with plasma membrane defects and
calcium influx in non-necrotic fibers (25], were uniquely correlated with young age, a quite
unexpected finding of unknown significance. In contrast, necrosis correlated neither with age nor

with other myopathological alterations. Necrosis was previously reported to be independent of the
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stage of disease [26], suggesting that myofiber injury may long occur at a somewhat constant rate
during the evolution of DMD.

More importantly, patients had dramatically different amounts of connective tissue deposition in
their muscle. Although endomysial fibrosis is known to increase inexorably with DMD progression
in a given individual, transversal analysis showed no correlation between endomysial fibrosis and
age of biopsy, within the studied 4-10yrs range, pointing out marked interindividual differences for
this variable.

Clinico-pathological correlations were established using a multivariate analysis approach allowing
one to uncover variables that participate to data structure in the absence of a priori hypotheses.
These variables may seem poorly relevant when considered individually, as, for example, "hyper-
contracted fibers" in the best solution model. The multivariate analysis approach provided the first
formal confirmation of an inverse correlation between endomysial fibrosis and poor future motor
outcome in DMD. Notably, the unique prognostic significance of endomysial fibrosis was
established at a stage when muscle function is still relatively well preserved. Our results are in line
with those reported in mice deficient in both dystrophin and utrophin showing that that decline of
muscle strength is largely proportional to the amount of endomysial fibrosis [27]. However, whether
the established correlation between endomysial fibrosis and motor weakness indicates causal
relationship may still desserve discussion. On the one hand, most and less severe DMD cases,
defined by reference to the classic age range of 9-11 yrs at ambulation loss, had markedly different
levels of endomysial fibrosis. It cannot be excluded, however, that their poor outcome was due to a
more active disease also affecting myofiber integrity, causing earlier appearance of endomysial
fibrosis, in severe cases. The lack of correlation between necrosis and motor outcome does not
support this hypothesis. On the other hand, fibrosis may be deleterious per se, as already reported in

liver cirrhosis [28], glomerulosclerosis [29], myocardial fibrosis [30,31], or idiopathic pulmonary
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fibrosis [32]. In line with these observations, in vitro studies have shown that collagen affects the
growth and differentiation of myoblasts [19,33,34]. Thus, the deleterious effect of endomysial
fibrosis may not be due to mere muscle fiber substitution. The more voluminous perimysial fibrosis
did not correlate with motricity. The opposition between the two types of fibrosis strongly suggests
that only fibrosis in immediate contact with muscle fibers is associated with compromised motor
function. Interestingly, lesions in immediate contact with muscle fibers other than fibrosis such as
edema, which also occupied a similar area fraction (10%), could not be correlated with motricity.
Accumulation of matrix components in the endomysium progressively encloses myofibers in a rigid
coat and was shown to increase by 2.5 fold capillary-to-fiber distances. Endomysial fibrosis thereby
likely impairs both muscle fiber mechanic function and gas exchanges [35]. In addition, pushing
aside capillaries from myofibers could potentially impede their reciprocal stimulation by soluble
factors during muscle repair [10].

The mechanisms by which myofibers degenerate and myofibrosis develops in DMD remain largely
unknown. Many experimental and clinical findings support the hypothesis that free radicals can
promote and perhaps initiate much of the pathology of DMD and mdx dystrophy [see 36 for
review]. The development of specific antibodies against protein-bound HNE has made it possible to
obtain evidence for the occurrence of oxidative stress in vivo [20, 21]. Immuno histochemical
detection of strong HNE expression at the surface of myofibers in our patients was consistent with
previous biophysical detection of increased concentrations of antioxidant compounds (vitamin E
and coenzyme Q) at the sarcolemma surface [37], thus supporting that muscle cell membranes are
chronically subjected to oxidative stress in DMD. Sources of increased ROS production in DMD
have not been completely elucidated but it is believed that much of the muscle fiber damage in mdx
mice results from macrophage-derived free radicals [13,38]. This was supported by detection of

HNE immuno-reactivities within macrophages invading necrotic myofibers.
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Distribution of the different MP subsets in DMD were in accordance with the classical ED1/ED2
paradigm in rats, in which different MP phenotypes are associated with different stages of muscle
repair [39,40]. In these studies, macrophages expressing the ED1 marker (the CD68 rat homologue)
were deemed to play a role in toxicity and phagocytosis early after injury whereas macrophages
expressing ED2 appeared with a delay in the vicinity of fibers and were thought to participate to
healing [39,40]. In our patients CD68+ and ROS-producing macrophages (M1 type) were
prominently concentrated into necrotic foci, whereas CD206+ macrophages (M2 type), although
also found at site of regeneration, tended to be more diffusely distributed in the endomysium and
were significantly associated with endomysial fibrosis.

Marked increase of the overall satellite cell number compared to control was noted, as previously
reported by ultrastructural studies [41], likely assessing extensive activation of muscle satellite cells
for myofiber regeneration. Interestingly, however, satellite cells were significantly less numerous in
fibrotic compared to non fibrotic zones. The significance of this finding remains to be elucidated.
On the one hand, continuous satellite cell proliferation is known to result in progressive telomere
erosion and loss of regenerative capacity in DMD [42] and in old mdx mice [43]. On the other hand,
it is increasingly acknowledged that the micro-environment controls satellite cell senescence, a
crucial role being played by TGF-f3 [44], a major fibrogenic cytokine [45], which peaks in DMD
muscle between 2 and 6yrs of age [46]. In vitro, dystrophic myotubes from DMD affected muscle
express higher levels of TGF-31, collagen I and collagen VI, and are thereby fibrogenic [47,48]. It is
also likely that inflammatory cells such as T lymphocytes [49] and macrophages activated in the
alternative pathway [14] contribute to muscle fibrosis in the mdx mouse. The finding of greater
numbers of CD206+ expressing macrophages in DMD fibrotic areas supports these data.
Circulating monocytes recruited at site of muscle injury have been shown to first exhibit a pro-

inflammatory profile and to switch their phenotype upon phagocytosis of necrotic muscle cells into
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anti-inflammatory cells producing TGF-3 [12]. It was also shown in a model of fibrosis by
denervation that such blood-borne macrophages do not produce extracellular matrix by themselves
but, through TGF-f3 release, stimulate muscle tissue-derived cells to express collagen type I and
tenascin-C [50]. In the same way, it seems possible that satellite cells, that must make the choice to
either undergo myogenic differentiation or produce collagen type I, but cannot do both [19], may
finally transform into fibroblast-like cells in a TGF- enriched environment [18] and directly
participate to muscle fibrosis [19].

The basis of the observed inter-individual variations in myofibrosis among DMD patients remains
elusive. Our patients were stringently selected on the basis of complete absence of residual
dystrophin at Western blot, and had similarly low numbers of revertant fibers at biopsy, precluding a
role for residual dystrophin in motor disease severity. In contrast to CNS dysfunction [3, 7], the
identified mutations were not predictive of a severe motor phenotype. Possible implication of a
large set of other myopathy-associated protein deficiencies was also dismissed by Western blot. In
fact, there are considerable inter-individual variations in normal tissue reactions to pathogenic
insults, the determinants of which are currently under scrutiny [51]. For example, preliminary data,
that remain to be replicated in large studies, suggest genetic predispositions responsible for
aggressive fibrotic diseases in liver, lung and skin. Such genetic factors include single nucleotide
polymorphisms in TGF-f31 [52,53], angiotensinogen [54], and other fibrosis-associated candidate
genes [55]. Therefore, it seems plausible that some background genes could be involved in the
variance of fibrotic reaction to dystrophin deficiency and influence outcome of DMD patients.

In conclusion, this study shows that early endomysial fibrosis is well correlated to the severity of
motor outcome in DMD, independently of genotype, providing support to emerging pharmacologic

strategies targeting myofibrosis to treat DMD [56].
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Figures and legends

Figure 1. Examples of color segmentation of sections stained with Masson’s trichrome highlighting
in pseudocolors muscle fibers in grey and endomysial fibrosis in red. Two cases with minimal (A,
2%) and advanced (B,19%) endomysial fibrosis at initial biopsy (at 4 and 6 years) whose quadriceps
muscle strength score measured at age 10 was 3.5 and 1.5, respectively.
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Figure 2. Overview of results from the Categorical Principal Component (CatPCA) and bivariate
correlations analyses (QMS: quadriceps muscle strength at 10 yrs; MMT: global manual muscle
testing at 10 yrs measuring 2x9 upper and lower limb muscles; ALA: age of loosing ambulation;
HMEF: hypercontracted muscle fibers; EF: endomysial fibrosis; AB age of biopsy).

A: CatPCA defined 2 principal components defining a 2-dimensional space onto which interacting
variables are projected. The first one (x) indicates that motor outcome is inversely correlated with
endomysial fibrosis and the second one (y) that hypercontracted fibers were more frequent in
younger patients.

B: endomysial fibrosis in quadriceps muscle is independent of age at biopsy within the 4-10 year
time interval..

C: QMS was not correlated with necrosis, muscle fiber area or perimysial fibrosis, but was strongly
inversely correlated with endomysial fibrosis.
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Figure 3. An overview of morphological findings in DMD, initial magnification x400 (HE:
hematoxylin eosin; MT: Masson’s trichrome; HNE: 4-hydroxy-2-nonenal)

Two hypercontracted fibers (arrows) (A), necrotic foci typically enclosing 2-4 grouped muscle fibers
(B) (HE), advanced endomysial fibrosis separating and encasing muscle fibers (C), total absence of
muscle dystrophin with the exception of one revertant fiber (D). HNE expression assessing
oxidative stress-induced protein alterations is typically seen as a sarcolemmal rim (E), a finding not
observed in healthy control (F). CD31 staining shows that capillary-to-muscle fiber distance in
control is minimal (G), but increases in DMD muscle areas showing endomysial fibrosis (H)
assessed by collagen I staining on a consecutive section (I). CD68 expressing macrophages are
mostly seen in necrotic zones showing phagocytosis (J), but were scant in areas with pronounced
fibrosis (arrows) (K). Macrophages clearing muscle fiber debris express HNE (arrows) (L). CD206
expressing alternatively activated macrophages are not scant in zones with little endomysial fibrosis
(M) and abundant in areas showing pronounced endomysial fibrosis (N) assessed by collagen I
staining on a consecutive section (O). CD56 expressing satellite cells are more numerous in less
fibrotic zones (P) compared to those showing marked endomysial fibrosis (Q) assessed by collagen I
staining on a consecutive section(R). In these examples, satellite cells per muscle fiber indices are
0.72 (P) and 0.28 (Q).
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Figure 4. There was a highly significant increase of the capillary-to-muscle fiber distance in DMD
compared to normal controls (A). Comparison of areas with high and low endomysal fibrosis in
DMD patients and age-matched normal controls indicates an increase of CD206+ alternatively
activated macrophages in DMD, peaking in fibrotic areas (B) and a relative decline of CD56+
satellite cells in the same areas (C).
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Table 1

Table 1: Clinical characteristics (Del: delefion. Mut: point mutation. Dup: duplication. ex: exon, N: normal. BL: borderline. MR mentally retarded;
SME: severely mentally retarded).

Age of

I Age of Ageof 1 Age of Age of Age at Testing of Wital
Mutaticn in Age at follow- Age of : CK at PR MMT 92 " A

Patient  dystrophin c .. dgia.g up end- F"s.t amh%:la.tiun use of . lower limb unsgt ‘?F diagnosis |n|t|_at|un of muscles Quadriceps  capacity
ene ognition tyrs) point walking loss (yrs) wheel-chair centractures scoliosis ) physiotherapy {10 yrs) strength %)

° fyrs) __\months) {yrs} fyrs) (yrs) {yrs) (10yrs) (10 yrs)
1 Del £x 48-52 N 4.0 17 18 a.0 9.0 6.0 110 16721 45 56 40 77
2 Del £x 44-52 MR 9.0 14 24 110 11.0 g.0 110 49331 9.0 57 25 50
3 unknown MR 3.5 15 21 7.5 7.0 7 12.0 19258 3.0 4.7 20 80
4 Mut ex 63 SMR 2.0 15 17 105 9.0 5.0 130 346438 3.0 6.6 35 70
5 Del &x 8-11 BL 6.0 18 24 105 10.0 G.0 140 9140 6.0 6.7 25 92
] Del exd-11 BL 6.0 18 24 105 10.0 9.0 130 8610 6.0 6.8 2.5 a6
7 Del ex43-52 BL 4.0 15 18 11.0 3.0 5.0 11.0 28000 4.0 7.1 35 60
8 Del &x 51 N 7.5 18 21 115 13.0 11.0 130 461 7.0 6.0 38 68
a9 Mut ex 44 MR 6.0 13 12 8.0 9.0 6.0 120 20000 7.0 4.7 15 a0
10 Del exl3-44 MR 7.0 15 12 8.0 9.0 7.0 12.% unknown 7.0 5.2 2.0 84
11 Mut =x 54 BL 7.0 11 15 105 10.0 7.0 120 4500 45 6.2 25 73
12 Del ex 46-53 SEM 5.0 15 25 7.5 6.0 7.0 10.0 5732 6.0 3.8 1.5 38
13 Dl ex 44-47 MR 7.0 18 18 a.0 9.0 10.0 135 13260 7.5 6.7 2.5 83
14 Dup ex2-9 BL 4.0 18 12 95 9.0 6.0 120 15000 3.0 4.4 1.5 74
15 Del £x 2-5 N 2.0 12 17 105 3.0 6.5 100 15000 35 55 25 a7
16 Del ex 46-52 M 4.0 12 18 100 9.0 8.0 11.0 2000 4.0 5.8 2.5 80
17 Del £x 21-25 N 5.0 12 18 a.0 3.0 7.0 120 13000 5.0 57 25 a0
18 Mut ex7 N 6.0 11 18 103 9.0 g0 11 10726 5.0 4.0 20 7
19 Del ex 55 M 5.0 18 14 100 10.0 9.0 14 el 7.0 5.9 35 81
20 Dl ex43-50 BL 3.0 21 14 a.0 9.0 8.0 11 unknown 5.0 5.4 2.5 63
21 Del ex 10-43 N 6.0 16 18 a.0 8.0 7.0 10.0 5000 7.0 5.2 20 85
22 Del ex 45-47 M 4.0 15 12 105 9.0 7.0 130 8722 5.0 6.5 2.5 a5
23 Del ex 44 N 6.0 17 13 160 10.0 13.0 never 2720 6.0 6.8 30 67
24 Mut ex 11 N 5.0 17 20 85 9.0 8.0 100 27982 5.0 45 1.5 76
25 Del ex3-11 N 6.5 15 12 15.0 11.0 12.0 never 15000 7.0 7.3 3.5 88
Mean 53 15.4 17.3 10.1 9.2 8.0 11.9 12674 5.7 5.8 2.5 77
SD 1.6 2.6 4.2 2.0 1.4 2.1 1.2 9168 1.5 1.0 0.6 14
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Table 2: Quantitatively measured myopathological parameters (MF: microscopic field x 200;
percentages indicate area fractions; see text for details)

Muscle .
Age at  fibers . Perimysial . Fibre Hyper M_uscle
Patient biopsy area Nec!‘otlc fibrosis E_ndon:|y5|al Oedema replacement con_tracted fibers
(yrs) fraction foci (%) %) fibrosis (%) (%) by fat cells fibers areazl
%) (%) (nbr / MF) (um?)
1 4.5 52 9.0 21 2 15 6.0 2.0 2053
2 6.0 44 8.0 18 8 21 1.0 3.2 2321
3 35 62 6.0 19 12 0 1.0 3.0 1435
4 5.0 46 3.7 20 8 22 0.0 9.0 841
5 7.0 64 5.8 17 3 10 0.1 1.2 1695
6 7.0 56 9.0 19 5 11 0.0 3.2 1344
7 4.0 55 7.0 23 2 13 4.0 6.2 1271
8 7.5 53 10.0 19 9 8 3.0 0.8 1884
9 6.0 35 9.0 15 19 13 1.0 2.7 1060
10 10.0 43 9.6 17 11 9 9.0 0.6 1315
11 7.0 45 5.8 15 14 14 6.1 0.8 3565
12 5.5 55 6.3 25 11 2 5.6 1.0 1423
13 7.0 28 12.0 35 19 5 0.6 0.9 1128
14 5.0 33 5.6 18 34 6 0.2 6.7 937
15 4.0 45 10.4 19 14 10 4.0 2.5 1001
16 4.0 51 3.1 21 8 14 3.1 1.1 1745
17 5.0 48 4.3 14 21 5 8.0 2.1 1484
18 5.5 42 2.1 17 18 2 18.6 1.3 1983
19 6.0 70 1.3 18 8 2 0.3 0.6 1414
20 10.0 62 2.5 16 14 6 0.2 2.0 1997
21 9.0 29 16.4 23 21 7 3.9 0.6 1623
22 4.0 46 9.4 24 5 15 3.9 3.0 1307
23 6.0 53 13.3 18 5 9 2.0 0.4 1969
24 4.5 42 8.3 19 17 10 0.0 2.0 1945
25 7.0 59 10.3 20 4 6 4.0 0.8 2180
Mean 6.0 48 7 20 12 9,4 34 23 1638
SD 1.8 11.1 3.7 6.0 7.6 5.6 4.1 2.1 574

Table 3: Variables loadings on the two independent principal components: “endomysial fibrosis is
inversely correlated with motor function” (X axis) and “age of biopsy is inversely correlated with
the number of hypercontracted fibers”. Respective estimates of Cronbach’s q, internal consistency
measure of categorical principal components in the SPSS software, are 0.884 and 0.767; a value >
0.700 ensures sufficient robustness of the axis). Loadings with absolute values above 0.500 were
retained to define the final principal components.

Variable Principal component
Motor outcome is Age at biopsy is inversely
inversely correlated correlated with number of
with endomysial hypercontracted fibres
fibrosis
Endomysial fibrosis + 0.922 -0.272
MMT overall - 0.890 - 0.065
Quadriceps strength at 10yrs -0.838 +0.101
Age at ambulation loss -0.789 -0.010
Age at biopsy -0.182 -0.879
Hypercontracted fibres + 0.264 + 0.852
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Mise au point d'un modéle expérimental de fibrose musculaire
8.1 Résumé

Un nouveau modele de fibrose expérimentale musculaire chez la souris mdx reproduisant une

dystrophie musculaire (article en cours)

A new model of experimental fibrosis in hindlimb skeletal muscle of mdx mouse mimicking
muscular dystrophy

Le rdle central de la fibrose endomysiale dans le processus dystrophique a rendu nécessaire la mise
au point d'un mod¢le expérimental de myofibrose dystrophique. La souris mdx, modéle murin de la
DMD présente une fibrose musculaire endomysiale tardive apres 18 mois en dehors du diaphragme
et un déficit moteur lui aussi modéré et tardif. Les méthodes de lésions musculaires, utilisées pour
¢tudier les mécanismes de réparation de la fibre musculaire, cytotoxiques (cardiotoxine) ou
mécaniques par lacération ou dénervation, restent avant tout des 1ésions aigiies conduisant pour les
premieres a un processus inflammatoire et pour les secondes a une désorganisation du réseau cyto-
squelettique et de la jonction musculo-tendineuse.
J'ai mis au point une nouvelle méthode de Iésion musculaire focale profibrosante du tibialis
antérieur chez la souris mdx jeune agée de 2 mois apres la crise inflammatoire: série de 15
micropiqures quotidiennes avec une aiguille de trés faible diameétre (€pingle entomologique
minuties diametre 0,15mm kabourek 05415) pendant 15 jours validée pour chaque étape par 3 séries
de 5 souris agées de 2 mois au moment de la 1€sion.
L'évolution a J8 de la derni¢re série de piqlires montre 1'installation d'une fibrose endomysiale au
trichrome de Masson et nous a conduit a analyser 1'évolution a court terme J8 et moyen terme (1, 2,
3 mois):

(i) de la Iésion musculaire, des centralisations nucléaires et de la taille des fibres en HE,

(ii) de la fibrose endomysiale par quantification de la surface de collagéne I,

(iii) de la force musculaire isométrique du tibialis 1ésé comparé au tibialis contrdle controlatéral.
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A J8, la diminution de la force isométrique est significative (p<0,01) sans augmentation des fibres
centronucléées et associée a une forte augmentation de I'immuno-marquage pour le collagene I dans
I'endomysium (p<0,001) cf figure 1. La présence de fibres hypercontractées évoque un mécanisme
identique au processus dystrophique de la DMD et la lésion est peu inflammatoire.

A 1 mois, la fibrose endomysiale mesurée par la surface en collagéne I reste significativement plus
¢levée dans le TA 1¢ésé alors que la force musculaire n'est pas trés différente du TA non 1és¢€ cf figure
1. Des phénomenes de compensation avec des fibres plus hypertrophiques est probable, connaissant
les fortes capacités de régénération de la souris mdx.

A 2 et 3 mois, la fibrose endomysiale reste stable et significativement plus élevée que dans le TA
contrdle, 15% versus 7%, et la diminution significative de la force musculaire développée par le TA
1ésé se confirme, cf figure 3. Par ailleurs, la force développée par le TA contrdle diminue avec le
vieillissement de la souris mdx agée de 5 mois en fin d'é¢tude. Le nombre de fibres centronucléées du
TA 1ésé est identique au TA controle a 2 mois et stable. Il est plus faible a 3 mois du coté 1ésé
témoignant d'une capacité de régénération moindre a ce stade, cf figure 2, sachant que la
régénération est théoriquement trés importante chez la mdx jusqu'a un age avancé (>18 mois)
[Louboutin, 1993]. La quantification du collagéne I confirme la persistance d'une fibrose
endomysiale stable a 2 et 3 mois. Le role du collageéne sur la diminution de capacité de régénération
des myoblastes déja démontré par Nadan peut expliquer cette évolution a long terme sur une fibrose
stabilisée [Nadan, 1990].

Au total, l'aspect du muscle TA 1ésé associe de rares foyers de nécrose régénération avec une forte
irrégularité de calibre des fibres musculaires, quelques fibres hypercontractées et une fibrose
endomysiale. Ces 1ésions sont comparables a celles du diaphragme de la souris mdx connues pour
étre proche de la dystrophie musculaire de la DMD. Ce mécanisme de lésion musculaire

expérimental chez la souris sauvage C57 induit aussi des lésions myocytaires aigiies mais il ne
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constitue pas de fibrose endomysiale a long terme.

L'analyse quantitative de ARN messager en RtqPCR a J8 n'a pas permis de mettre
en évidence une augmentation du TGF-f3, de I'a-SMA ou du collagéne I en comparant le TA 1ésé, le
TA contrdle et le diaphragme de la méme souris. Il est probable que cette mesure est trop tardive par
rapport a la cinétique Iésionnelle impliquant le TGF- 3 qui augmente uniquement dans les 24 a 48
heures suivant une lésion ainsi que I'a-SMA impliquant les myofibroblastes.

L'absence d'augmentation de ces ARN messagers, méme dans le diaphragme pourtant tres
dystrophique et fibrotique est connu des que la souris mdx est sortie de la crise inflammatoire de 28
jours et nos souris sont 4gées de 2 mois [Gosselin, 2004]. Cette mesure n'est donc pas contributive.

L'analyse de la lox en immuno-histochimie a J8 montre une expression dans
'endomysium qui doit étre précisée mais qui pourrait participer a la constitution d'une fibrose stable
et définitive dans le muscle comme cela a été décrit dans les régions fibrotiques cardiaques de la
souris mdx [Spurney, 2008]. Une analyse en Western Blot des différentes protéines et de la Lox est

en cours ainsi que la caractérisation des facteurs cellulaires intervenant dans la fibrose musculaire.

Au total, ce modele de lésion musculaire liée a un stress mécanique répété est simple a réaliser,
reproductible et stable dans le temps avec constitution d'une fibrose endomysiale qui permet
d'envisager des évaluations de thérapeutiques antifibrosantes chez la souris mdx de facon plus

satisfaisante.
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8.2 Article en cours

A new model of experimental fibrosis in hindlimb skeletal muscle of mdx mouse mimicking

muscular dystrophy
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Introduction

Duchenne muscular dystrophy (DMD), the most common neuromuscular disorder in
school age is a progressive X linked myopathy characterized by complete lack of dystrophin in
skeletal muscle [Muntoni, 2003]. DMD myopathologic alterations in the muscle are related to
repeated cycles of acute myofibre necrosis and regeneration leading to severe terminal myofibre
degeneration and extensive fibrosis [Engel, 2004]. Classically, the clinical evolution of this
muscular dystrophy is severe, characterized by loss of ambulation around 10 years and cardiac and
respiratory distress around 15 years leading to death [Van Essen, 2004]. This disease is in fact more
heterogeneous, particularly the motor outcome, in part independently of the genotype, suggesting
influence of epigenetic factors [Desguerre, 2007].

We demonstrated recently that early endomysial fibrosis is well correlated with later
bad motor outcome in DMD patients [Desguerre 2008 submitted]. Endomysial fibrosis seems to be
one of the key of muscle injury in DMD and the target of future therapy. The mechanisms by which

myofibrosis develops in DMD remain largely unknown, but they are likely dependent of the release
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of fibrogenic cytokines such TGF-B [Bernasconi, 1996; Zanotti, 2005] which peaks in DMD muscle
between 2 and 6 years [Sun, 2008]. Moreover, dystrophic myotubes obtained from DMD affected
muscle express high levels of TGF-p, collagens I et VI and metalloproteases [Pescatori, 2007].
Muscular dystrophy is characterized by the balance between muscle regeneration and myofibrosis
[Engel, 2004]. Muscle tissue regeneration is a highly integrated process that involves both activation
of quiescent progenitor cells residing beneath the myofiber basal lamina, the satellite cells [Davies,
2006], and the collaboration of non muscle cells including endothelial cells [Christov, 2007] and
macrophages [Chazaud, 2003; Arnold ,2007]. Conversely, the mechanisms of myofibrosis remain
incompletely resolved although general steps of fibrosis in different tissues such as kidney, liver or
lung are better known [Sanderson, 1995; Kalluri, 2003; Selman, 2001]. The matrix components
such as collagens are always involved in muscle fibrosis and the implication of profibrotic cytokines
such as TGF-B are confirmed in the muscle [ Yamasaki, 1994; Bernasconi, 1995]. The cell partners
implicated in myofibrosis are macrophages, activated by cytokines and metalloproteases, T cells
which activate and recruit macrophages derived from monocytes [Arnold 2007] and myogenic cell
themselves which may switch into fibrotic cells, as it has been suggested in dystrophic mdx mice
[Alexakis, 2007].

A better understanding of these mechanisms requires animal models to study the
pathogenesis of fibrosis and to evaluate antifibrotic strategies. However, the murine model of DMD,
the mdx strain, due to a point mutation in the dystrophin gene [Sicinski, 1989], is not satisfactory.
Indeed, mdx mice show dystrophic lesions with endomysial fibrosis in limb skeletal muscles only at
very old age, i.e. after 18 months [lefaucheur, 1995; Pastoret, 1993; Louboutin, 1993]. At 21 days of
life, inflammatory lesions appears in muscles, associated with numerous central nucleated fibres
followed by repeated cycles of myofibre regeneration without fibrosis [Torres, 1987; Tanabe, 1986;

Coulton, 1988]. No evidence of muscular strength decrease is observed in normal condition

Isabelle Desguerre 149/185



CHAPITRE 6 MISE EN EVIDENCE DE 4 PROFILS EVOLUTIFS DE DUCHENNE PAR HCA

[Anderson, 1988]. However, hind limb mdx muscle exhibits deficits in maximal tetanic force and
fatigue resistance after cytotoxic injury, even at long term (56 days) [Vignaud, 2007]. However,
muscle regeneration after imposed injury is better in young than older mdx mice [Zacharias, 2001 ]

Diaphragm muscle is the sole muscle with real early dystrophic lesions, such as
observed in DMD patients [Stedman, 1991] that is associated with decrease of muscle strength
[Coirault, 2003]. Consequently, it is necessary to induce supplementary muscle injury to study the
mechanisms of muscle regeneration and myofibrosis. In several studies, muscle injury were
obtained by mechanical stress or cytotoxic lesion. Acute mechanical stress was obtained by
laceration [Li, 2002; 2004] or denervation [Murray, 1982]. Cytotoxic injury mediated by cardiotoxin
or notexin creates acute lesion with myonecrosis and accumulation of inflammatory cells [Shen,
2007; Arnold, 2007]. In mdx mice, the acute lesion resolves in 15 days without any persistence of
endomysial fibrosis; centrally nucleated myocytes are observed as previously seen before the injury
with high regenerative capacity [Itaki, 1995; Pastoret, 1995]. Nevertheless, many studies have used
these models of acute injury which are unsatisfactory to explore mechanisms of chronic muscular
dystrophy [Ké&dridinen, 2000].

In the present work, we propose a new model of mechanical muscle injury by daily
repeated micro-multipunctures, that triggers a micromechanical muscle lesion mimicking muscular

dystrophy with endomysial fibrosis and lost of muscular strength.

Material and Methods

® Muscle injury. Mdx-4cv mice were bred and used according to French legislation.
Experiments were conducted at 6-8 weeks of age. Fifteen micropunctures were made daily
in the right tibialis anterior (TA) muscle with micropins used for entomology (150 pum
diameter) during 2 weeks. Animals were rested for 1 week, 1 or 2 or 3 months after injury

before analysis.
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e Strength measurement. Neuromuscular function was evaluated by the measurement of in
situ muscle contraction in response to nerve stimulation, as previously described [Vignaud,
2007]. Animals were anesthetised (i.p., pentobarbital sodium, 50 mg.kg"). The knee and foot
were fixed with clamps. The distal tendon of the TA muscle was attached to an isometric
transducer (Harvard Bioscience) using a silk ligature. All data provided by the isometric
transducer were recorded and analysed on a microcomputer, using the PowerLab system
(4SP, AD Instruments) and software (Chart 4, AD Instruments). The sciatic nerves were
proximally crushed and distally stimulated by a bipolar silver electrode using supramaximal
square wave pulses of 0.1 ms duration. All isometric measurements were then made after a 5
min rest period and at an initial muscle length of LO (length at which maximal tension was
obtained during the twitch), as described. Single twitches or responses to tetanic stimulation
(pulse frequency from 6.25, 12.5, 25, 50, 100 and 143 Hz) were successively recorded. At
least 1 min was allowed between contractions. The PO (maximal tetanic force) parameter

was studied. Muscle masses (m) were determined to calculate specific tensions (PO/m).

e Histology. After contractile measurements, the animals were killed with an overdose of
pentobarbital. Muscles were then weighed, frozen in liquid nitrogen, respectively, precooled
in isopentane and stored at -80°C until histological analysis. 7 um thick cryosections were
treated for histological stainings: hematoxylin-eosin, Masson trichrome, and for

immunolabellings.

Immunolabellings. Muscle sections were incubated with anti-collagen I antibody
(1/40 over night 4 °C, Chemicon) overnight at 4°C, revealed with peroxidase-conjugated secondary

antibody. Controls included incubation with whole rabbit IgGs.

e Morphometric measures. For each muscle, sections were made at 3 different levels within
the TA muscle (upper third, median third, lower third). For each muscle, about 6-7 pictures

were taken at x20 (HE) or x40 (collagen I staining) and were analyzed with Image J software
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(For each time point 5 mice are analyzed, an the experiments has been repeated 3 times).
The number of fibres containing centrally located nuclei was estimated on HE stained
sections and given as a percentage of the total number of fibres. The area covered by

collagen I/peroxidase staining was evaluated in percentage of the total picture area.

e Statistics. Each experiment has been repeated independently 3 times. For each series, 5 mice
for each time point were used. Student t test was used and p<0.05 was considered as

significant.

Results
Three series of 5 mice were analysed at each time point in order to describe and
confirm the muscle injury, the kinetics of the muscle damage and that of the muscle strength.

At one week after injury, endomysial fibrosis was present and associated with muscle strength

decrease. After one week resting, analysis of muscles after HE and trichrome stainings showed that
treated TA presented important variability in fibre size, some necrotic and regenerative fibres, some
hypercontracted fibres, few inflammatory cells and endomysial thickening between fibres, indicative
of fibrosis deposit compared to contralateral TA (Fig. 1). Collagen I immunostaining confirmed the
presence of matrix deposit between myofibres in the interstitial space (Fig. 1). The area covered by
collagen was strongly increased (+66%) in treated vs. untreated muscles (19.3% vs. 6.6%,
p<0.0001) (Fig. 3A). Measurement of maximal force showed that the strength of the treated muscle
was decreased by 15% compared to that of contralateral muscle (p<0.01) (Fig. 3B). The number of
centrally nucleated myofibres was not different in the injured (80%) than in the control group (79%)
(Fig. 3C). To analyze whether this endomysial fibrosis was reversible, longer time points were
analyzed.

At one month resting . muscle lesion were confirmed with stable endomysial fibrosis.

At one month resting, dystrophic process persisted associating irregular myofibers size, necrotic
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fibres and endomysial fibrosis (Fig. 1). Hypercontracted fibres persisted (Fig. 1). Centrally
nucleated fibres were constant both in injured TA, 56% and control TA, 58% (Fig 3C). The cross
sectional area covered by collagen was still higher (+48%) in treated muscles compared to
contralateral, 13.9% vs. 7.2%, p<0.0001, (Fig. 3A). However, measurement of maximal force
showed that the strength of the treated muscle was not significantly different from control even if
the mean force was lower than in contralateral muscle, half of the mice showed a decrease in treated
TA while half presented similar force in both muscles. This data suggested a compensatory
mechanism.

At two and three months resting, the endomysial fibrosis associated with muscle

strength decrease was confirmed. At two and three months resting, the dystrophic pattern of the

injured muscle was persistent including a lot of large hypertrophic fibres presenting several nuclei in
transversal sections, irregular size of the fibres, few necrotic areas and regenerative fibres, as usually
observed in mdx mice (Fig. 2). The number of centrally nucleated myofibres remained at the same
levels at one and two months without any differences between injured TA and control TA, around
58% of the fibres (Fig. 3C). At three months, injured muscle showed a significantly lower number
of centrally nucleated fibres, 50% versus 63%, (p<000) (Fig. 3C). Those data were confirmed in all
the series of treated mdx mice. The cross sectional area covered by collagen I was still higher, +55%
vs. ¥48% in treated muscles compared to contralateral, (p<0.05) (Fig. 3A). Measurement of
maximal force showed that the strength of the treated muscle was significantly decreased compared
to contralateral muscle, -14% (p<0.01) and -12% (p<0.05) for 2 and 3 months resting, respectively,
(Fig. 3B).

When considering the evolution of the untreated mdx TA muscle, the strength
remained stable at 2, 3, 4 months of age, since the experiment begun at 2 months of age, and

Collagen I area remained also stable, around 7%. At 5 months of age (i.e. 3 month after the

Isabelle Desguerre 153/185



CHAPITRE 6 MISE EN EVIDENCE DE 4 PROFILS EVOLUTIFS DE DUCHENNE PAR HCA

beginning of the experiment), the number of centrally nucleated fibres and collagen I area were

unchanged, while the TA muscle strength decreased, by 15% (p<0.05).

Discussion

In clinical studies of DMD patients, we have showed that early endomysial fibrosis is
correlated with bad motor outcome and muscle strength decrease [Desguerre, 2007]. In the present
work, we have set up a model of repeated mechanical micro-injuries in mdx muscle to induce a
fibrotic process mimicking muscular dystrophy.

The kinetics of the fibrosis process appeared to occur in two steps. One week resting
after the end of injury, a significant endomysial fibrosis was observed in association with a
significant functional weakness of the treated muscle. Three weeks later, the fibrotic area decreased
partly, although remaining high compared to control and then remained constant until 3 months
resting.

As shown by immmunolabelling, endomysial fibrosis was composed of collagen I,
the most important component of the extracellular matrix [Tomasek, 2002]. Preliminary results
indicate a positive labelling for Lysyl Oxidase (Lox) in the endomysial space. Lox is responsible of
the formation of pyridoline cross-links in the matrix to assess the irreversibility of fibrosis [Van der
Slot, 2004]. This is in accordance with the persistence of collagen I deposit at 3 months after the end
of injury. Recently, high expression of Lox is shown to be correlated with fibrosis and cardiac
dysfunction in mdx mice [Spurney, 2008].

The nature of the cells that synthesize collagens in skeletal muscle is still unknown. Myofibroblasts,
that have been involved in fibrogenesis in various tissues, such as the liver, have never been
identified in skeletal muscle [Sanderson, 1995; Kalluri, 2003; Selman, 2001]. Therefore, in muscle,

fibrogenesis may be induced by several cell types, including interstitial fibroblasts, periendothelial
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cells and myogenic cells themselves [Alexakis, 2007]. TGF-3 is thought to play a crucial role in
general fibrotic process [Mauviel, 2007]. Li confirmed the local expression of TGF-f3 by myogenic
cells in injuried muscle of C57BL by laceration and that TGF-[3 plays a significant role in both
initiation of fibrotic cascades in skelettal muscle and the induction of myogenic cells to differentiate
into myofibroblastic cells [Li, 2004]. TGF-3 and collagen 1 is particularly increased in diaphragma
muscle of mdx mice from 6 to 9 weeks of age and early treatment with decorin permits the decrease
of fibrosis [Gosselin, 2004]. Also, molecular mechanisms involved in this fibrotic process, such as
TGF-B, are currently under investigation [Tidball, 2007; Turk, 2005].

In the same time, collagen I content in the contralateral control muscle remained low
in a constant range. These data confirm that muscular dystrophy damage in the mdx mouse hindlimb
muscle is later than 5 months of age [Lefaucheur, 1994], which is the end point of our study.
Endomysial fibrosis is usually observed only after 18 months in hindlimb muscles [Pastoret, 1993].
Mdx mouse is a model of important regeneration and, accordingly, centrally nucleated fibres are
present in 80% of the fibres at 26 weeks in the EDL [Louboutin, 1993]. In the present series, the
number of centrally nucleated fibres in TA were constant at the different stages after the lesions, i.e.
between 2 and 4 months of age in both the control and injured TA. The decrease of the number of
centrally nucleated myofibres in the injured muscle observed at 5 months of age (3 months after
injury) suggests that endomysial fibrosis could affect per se the capacity of regeneration of the mdx
muscle as proposed by Alexakis et al. [Alexakis, 2007]. As Collagen content is known to decrease
the growth and the differentiation of cultured myoblasts [Nadan, 1990; Saitoh, 1992], the presence
of collagen 1 in the interstitial space of the injuried TA could affect the regeneration of the muscle.

The variability of the size of the fibres is very important in the injured muscle. This
phenomenon is observed, at a lower level in control muscle; moreover, size variability increased
with age. The variability coefficient of the diameter of the fibres is classically twice higher in mdx
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mice and the number of hypertrophic fibres increases from 10 weeks of age, with a greater cross
section area (+50%) at 6 months of age [Pastoret, 1993]. In the present model, muscle damage
seemed to increase the number of hypertrophic fibres with some splitting. In the same time, as in the
muscle of DMD patients, we observed hypercontracted fibres in the injured muscle at the different
time points.

No severe inflammation was observed at any time point in the injured muscle. Some
focal area of necrosis was present in the control and injured TA as classically reported around 2% of
total area [Pastoret, 1995]. Anyway, the first time point studied is one week after the end of injury
and the inflammatory process, which is the first part of the extracellular matrix remodeling process
after injury, is likely to be resolved [Zacharias, 2001].

When comparing time point to time point, the histological pattern of injured TA was
similar, and particularly concerning endomysial fibrosis, to that of the diaphragm muscle, reported
as a good model of DMD [Stedman, 1991].

Strength of the muscle strongly decreased after 1 week resting, i.e. when collagen area was the
highest. However, at 1 month resting, force had returned to the contralateral values in half of the
treated animals. This phenomenon may be explained by a compensatory mechanism particularly
involved in mdx mice with high potential of regeneration and muscle hypertrophy. Then at 2 and 3
months, the decrease in maximal force seemed to be stabilized. Indeed, although the force of the
untreated muscle decreased with age, and notably at 3 months post-injury (from 117 to 93 g/100 ml
of muscle, p<0.05), the difference between treated and untreated muscle remained constant (see Fig.
3B). This decrease was associated both with the decrease of regenerative process in the injured
muscle and with the persistence of the endomysial fibrosis. Interestingly, although mdx muscle
exhibits important capacities of regeneration, Vignaud et al. demonstrated that muscle force

decreases after cytotoxic lesion even one month later after histological recovery [Vignaud, 2007].
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This model of muscle injury chosen in the present study is interesting because it
mimics chronic injury. Acute muscle injury, such as cytotoxicity induced by notexin or cardiotoxin
injection, creates inflammatory injury with complete recovery [Zacharias, 2001]. Mechanical injury,
such as laceration or denervation, induces a complete disruption between myofibres and the
connective tissue framework [Kédéridinen, 2000]. For these reasons, these two models appear to be
far from the muscular dystrophy process observed in human dystrophies [Engel 2004]. The
histological features of the present model are identical of those known in DMD including high
variability of the fibre size, hypercontracted fibres, endomysial fibrosis and cycles of
necrosis/regeneration. In this model, the inflammatory process is moderate and the micropunctures
could be compared with repeated mechanical stress with respect of the connective tissue framework
and the myotendinous junction as observed in human muscular dystrophy with genetic defect of the
DAG complex [Engel, 2004; Davies, 2006].

These data suggest that repeated microinjuries of dystrophin-deficient muscle trigger
a endomysial fibrotic process that stabilizes with time. This process is associated with a decrease of
muscle strength. Endomysial fibrosis seems to be one of the target of therapy in DMD. This model
will be useful to study the mechanisms of fibrosis process in dystrophin deficient muscle and to
evaluate antifibrotic treatment.

Figure legends

Figure 1. Histological analysis of injured TA muscle at 1 week and 1 month resting most-
injury. TA muscles of 2 month-old mice were micropunctured during 2 weeks and rested for either
1 week of 1 month. Muscle sections were stained as indicated for HE or trichrome staining, and
collagen I was revealed by immunolabelling. Diaphragm of the same animals were also analysed at

each time point. Bars=20 um.

Figure 2. Histological analysis of injured TA muscle at 2 and 3 months resting most-injury. TA
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muscles of 2 month-old mice were micropunctured during 2 weeks and rested for either 2 or 3
months. Muscle sections were stained as indicated for HE or trichrome staining, and collagen I was
revealed by immunolabelling. Diaphragm of the same animals were also analysed at each time

point. Bars=20 pum.

Figure 3. Quantitative analysis of muscle damage in injured and untreated contralateral TA
muscles. TA muscles of 2 month-old mice were micropunctured during 2 weeks and rested for
either 1 week or 1, 2 or 3 months. (A) Collagen 1 area was quantified after immunolabelling and
peroxidase staining as shown in Figures 1 and 2. (B) Muscle maximal force was evaluated for each
muscle. (C) The number of centrally nucleated myofibres was estimated after HE staining. Results

are means = sem of at least 3 separate experiments (4-5 mice in each experiments).
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Figure 1. Histological analysis of injured TA muscle at 1 week and 1 month resting most-
injury.

Untreated muscle Unjured muscle
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Figure 2. Histological analysis of injured TA muscle at 2 and 3 months resting most-injury.
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Figure 3. Quantitative analysis of muscle damage in injured and untreated contralateral TA
muscles.
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Conclusion et projets de développement

La dystrophie musculaire de Duchenne (DMD) est la maladie neuromusculaire la plus fréquente de
l'enfant. Son évolution progressive inexorable conduit habituellement au déces dans la troisiéme décennie.
La DMD constitue cependant une affection hétérogene pour la sévérité de 1'atteinte musculaire, cognitive et
cardiaque, et cette hétérogénéité n'est pas totalement expliquée par la localisation des mutations dans le géne
de la dystrophine. Ce travail s'est divisé en trois volets:

(1) une analyse clinique multivariée d'une cohorte de DMD suivie a long terme qui nous a permis de
définir 4 phénotypes distincts de DMD;

(2) une étude de corrélation clinico-pathologique qui a identifi¢ la fibrose endomysiale précoce
comme seul facteur histologique prédictif de sévérité motrice;

(3) la mise au point d'un modéle murin original de myofibrose dystrophique chez la souris mdx

déficiente en dystrophine.

(1) Etude multiparamétrique clinique.

La saisie par la méme équipe des données fonctionnelles musculaires, cardiaques, respiratoires et
cognitives de 75 patients atteints de DMD (tous génotypés et présentant une absence complete de
dystrophine musculaire), suivis pendant >10 ans, a permis d'établir un modéle multiparamétrique satisfaisant
a deux dimensions principales, cognitive et motrice, et de définir 4 clusters phénotypiques:

(i) DMD cognitive et motrice congénitale (20%),

(ii) DMD classique (28%),

(iii) DMD motrice pure modérée (22%),

(iv) DMD motrice pure sévere (30%).
La corrélation génotype-phénotype était restreinte a la seule atteinte cognitive. Des indicateurs pronostics
précoces ont été identifiés et validés sur une 2éme série de 34 patients suivis a Necker. Ils permettront

d'envisager séparément la réponse des patients lors d'essais thérapeutiques futurs.
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(2) Etude histopathologique.

Les variations de sévérité de l'atteinte musculaire n'étant pas expliquées par la génétique
moléculaire, nous avons cherché a corréler les parametres moteurs et la biopsie musculaire prélevée dans le
quadriceps a un stade précoce (3-7 ans) chez 25 patients (analyse stéréologique des images numérisées pour
les paramétres élémentaires: nécrose/régénération, fibres hypercontractées, adipocytes, fibrose endomysiale
et périmysiale). Seule la fibrose endomysiale est associée & un pronostic moteur défavorable (p<0.002)
attesté par lI'dge de perte de marche, la force du quadriceps et le testing musculaire global a 10 ans. Cette
fibrose endomysiale dissocie les capillaires des myofibres (écartement x2.5), et s'accompagne d'une
augmentation sélective des macrophages CD206+ activés dans la voie alterne (M2) et d'une diminution
relative des cellules satellites musculaires (p<<0.0001). Ces données suggerent un role clé de la fibrose

endomysiale (et des macrophages M2 profibrosant) dans la sévérité clinique de la DMD.

(3) Etude expérimentale.

Le role central de la fibrose précoce dans le pronostic des patients DMD rend nécessaire la mise au
point d'un modele expérimental de myofibrose dystrophique, la souris mdx présentant une fibrose
musculaire et un déficit moteur des membres modérés et tardifs. La mise au point d'une nouvelle méthode de
lésion musculaire focale profibrosante du tibialis antérieur chez la souris mdx (piqires multiples
quotidiennes pendant 15 jours) nous parait prometteuse. L'installation d'une fibrose endomysiale attestée par
un fort immunomarquage du collagéne I (a 8, 30, 60 et 90 jours) a été quantifiée et corrélée a la perte de la
force musculaire dans la patte 1ésée (comparée au muscle contralatéral). Ce modéle nécessitent une analyse
des différents partenaires cellulaires et moléculaires intervenant dans le remodelage de la matrice

extracellulaire.
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Mes perspectives de travaux sont dans la continuité de ces résultats:

L'analyse phénotypique des patients sera ¢largie a une plus large cohorte en concertation avec les cliniciens
du centre référence Garches Necker Mondor et 1'équipe de biologie moléculaire de Jamel Chelly.

Une étude multicentrique est en cours portant sur les corrélations entre la génétique et l'atteinte cognitive
des patients DMD. Nos premiers résultats sur 75 patients mettent en évidence une prédominance des
mutations affectant la partie N terminale du géne avec un gradient progressif. Une analyse en IRM avec
spectroscopie de protons centrée sur le cervelet ainsi qu'une mesure en VBM des structures encéphaliques

en particulier du cervelet sera réalisée sur 15 patients DMD suivis a Necker.

Le role central de la fibrose confirmé dans ma thése, les données cliniques de Denis Duboc sur la survie au
long cours des patients DMD améliorés par la prise précoce dés 10 ans d'inhibiteur de l'enzyme de
conversion ainsi que les données expérimentales de Cohn nous ont conduit a proposer un essai
thérapeutique multicentrique chez 40 patients DMD jeunes de 3 a 6 ans par inhibiteur de l'enzyme de
conversion. Cet essai vise a évaluer le bénéfice moteur et cardiaque de ce traitement par des mesures
cliniques simples telles que le test de marche de 6 min mais aussi une quantification de la fibrose musculaire
et cardiaque par IRM. Une quantification de la fibrose endomysiale sur la biopsie musculaire initiale
disponible au moment du diagnostic sera réalisée par les techniques que j'ai utilisée pour dégager des

facteurs de réponse thérapeutique.

Le modéle expérimental de fibrose 1ésionnelle réalisée sur la souris mdx doit étre analysé sur le plan
moléculaire et des partenaires cellulaires. Une approche en Western Blot et aussi par tri cellulaire pour
analyser au mieux le role des macrophages comme partenaires de la fibrose sera développée par 1'équipe de
Bénédicte Chazaud. L'effet antifibrosant de différentes molécules en particulier des IEC pourra étre

envisagé sur ce modele 1ésionnel qui parait plus proche de la fibrose dystrophique connue dans la DMD.
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Sub-phénotypes de la maladie de Duchenne et caractérisation de la myofibrose dystrophique
humaine et expérimentale

(Isabelle Desguerre)

La dystrophie musculaire de Duchenne (DMD) est la maladie neuromusculaire la plus fréquente de I'enfant.
Son évolution progressive inexorable conduit habituellement au déces dans la troisieme décade. La DMD
constitue cependant une affection hétérogene pour la sévérité de l'atteinte musculaire, cognitive et cardiaque,
et cette hétérogénéité n'est pas totalement expliquée par la localisation des mutations dans le géne de la
dystrophine. Ma theése comporte trois volets: (1) une analyse clinique multivariée d'une cohorte de DMD
suivie a long terme qui nous a permis de définir 4 phénotypes distincts de DMD; (2) une étude de
corrélation clinico-pathologique qui a identifi¢ la fibrose endomysiale précoce comme seul facteur
histologique prédictif de sévérité motrice; (3) la mise au point d'un modele murin original de myofibrose
dystrophique chez la souris mdx déficiente en dystrophine.

1- Etude multiparamétrique clinique. La saisic par la méme équipe des données fonctionnelles
musculaires, cardiaques, respiratoires et cognitives de 75 patients atteints de DMD (tous génotypés et
présentant une absence compléte de dystrophine musculaire), suivis pendant >10 ans, a permis d'établir un
mod¢ele multiparamétrique satisfaisant a deux dimensions principales, cognitive et motrice, et de définir 4
clusters phénotypiques : (i) DMD cognitive et motrice congénitale (20%), (ii)) DMD classique (28%), (iii)
DMD motrice pure modérée (22%), (iv) DMD motrice pure sévere (30%). La corrélation génotype-
phénotype était restreinte a la seule atteinte cognitive. Des indicateurs pronostics précoce ont ¢té identifiés
et validés sur une 2¢me série de 34 patients.

2- Etude histopathologique. Les variations de sévérité de l'atteinte musculaire n'étant pas expliquées par la
génétique moléculaire, nous avons cherché a corréler les paramétres moteurs et la biopsie musculaire
prélevée dans le quadriceps a un stade précoce (3-7 ans) chez 25 patients (analyse stéréologique des images
numérisées pour les parameétres élémentaires: nécrose/régénération, fibres hypercontractées, adipocytes,
fibrose endomysiale et périmysiale). Seule la fibrose endomysiale était associée a un pronostic moteur
défavorable (p<0.002) attesté par 1'age de perte de marche, la force du quadriceps et le testing musculaire
global a 10 ans. Cette fibrose endomysiale dissociait les capillaires des myofibres (écartement x 2.5), et
s'accompagnait d'une augmentation sélective des macrophages CD206+ activés dans la voie alterne (M2) et
d'une diminution relative des cellules satellites musculaires (p<0.0001). Ces données suggérent un role clé
de la fibrose endomysiale (et des macrophages M2 profibrosant) et dans la sévérité clinique de la DMD.

3- Etude expérimentale. Ces éléments rendent nécessaire la mise au point d'un modéle expérimental de
myofibrose dystrophique, la souris mdx présentant peu de fibrose et un déficit moteur modéré et tardif. Nous
avons mis au point une nouvelle méthode de Iésion musculaire focale profibrosante du tibialis antérieur chez
la souris mdx (piqlires multiples quotidiennes pendant 15 jours). Une fibrose endomysiale attestée par un
fort immunomarquage du collagéne 1 (a 8, 30, 60 et 90 jours) a été quantifice et corrélée a la perte de la
force musculaire dans la patte 1ésée (comparée au muscle contralatéral).

Ces résultats légitiment et préparent les futures stratégies thérapeutiques "anti-fibrosantes" dans la DMD
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