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RESUME

La dystrophie facio-scapulo-humérale (FSHD) est une maladie musculaire autosomique
dominante rare. Cette pathologie est causée par la perte des marques épigénétiques répressives
au macrosatellite D4Z4 en région subtélomérique du chromosome 4, ce qui conduit a la
relaxation de la chromatine, 1’expression aberrante du facteur de transcription DUX4 et la
dérégulation de centaines de génes. A ce jour, aucun traitement thérapeutique n’existe pour la
FSHD. Le but de ce projet était de déterminer si cibler ou non par des oligonucléotides
antisens (AOs) les séquences clés impliquées dans la polyadénylation des ARNm peut-étre
une stratégie thérapeutique pour inhiber 1’expression de DUX4 chez les patients FSHD. En
effet, le clivage et la polyadénylation en 3’ des ARNm sont des mécanismes fondamentaux de
la maturation des ARNm nécessaires a leur export nucléaire, leur stabilité ou leur traduction
efficace. Ces mécanismes représentent donc des cibles intéressantes pour une suppression de
I’expression d’un géne dans des maladies a gain de fonction. Pour la premiere fois, nous
avons pu montrer in vitro que I’utilisation d’AOs ciblant les séquences clés impliquées dans
I’ajout d’une queue poly(A), notamment le signal de polyadénylation ou le site de clivage,
conduit & une sous-expression de ’ARNm géne ciblé, et en particulier DUX4. Les AOs
présentant in vivo une faible capacité a pénétrer les cellules et une forte clairance, les
séquences des AOs les plus prometteurs ont été insérées dans un vecteur AAV sous
promoteur U7. Les premiers résultats obtenus avec ces vecteurs sur un modéle murin sont
prometteurs. Cette stratégie innovante apparait comme une option thérapeutique pour la
FSHD.

Mots clés: dystrophie facio-scapulo-humérale ; polyadénylation; thérapie génique;

oligonucléotides antisens ; aav-u7 ; extinction génique.



ABSTRACT

FacioScapuloHumeral Dystrophy (FSHD) is a rare autosomal dominant neuromuscular
disorder. This disease is caused by a loss of epigenetic marks within the D4Z4 macrosatellite
located in the subtelomeric region of chromosome 4 leading to chromatin relaxation, aberrant
expression of the DUX4 transcription factor and a cascade of gene deregulations. So far, there
is no curative treatment for FSHD. The aim of this project was to determine whether or not
targeting 3’-end key sequences involved in the polyadenylation of mRNA by antisens
oligonucleotides (AOs) can be used as an efficient strategy for DUX4 gene silencing in
FSHD. Indeed, cleavage and polyadenylation of the 3’-end of mRNAs are fundamental
mechanisms of mMRNAs maturation required for nuclear export, stability of the mRNAs and
efficient translation and consequently could represent interesting targets for suppression of
gene expression for gain of function diseases. For the first time, we demonstrated in vitro that
targeting 3’-end key sequences involved in the addition of the poly(A) tail, such as the
polyadenylation signal and the cleavage site, leads to an efficient extinction of the mRNA
targeted and in particular DUX4. Because AOs have a weak cellular uptake and a rapid
clearance in vivo, the sequences of the most promising AOs have been vectorised into an
AAYV vector under the control of the U7 promoter. The first results that we obtained with a
FSHD mouse model treated with these vectors are promising. This innovating strategy
appears as a therapeutic option for FSHD.

Keywords: facioscapulohumeral muscular dystrophy; polyadenylation; gene therapy; antisens

oligonucleotides; aav-u7; gene silencing.
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« To treat a disease we must invest in basic science.
Genetics is the most powerful tool we
have today to understand human biology »

Dr David Altshuler
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1.1. Premieres descriptions de patients FSHD

Au milieu du XI1X®™e sigcle, les cliniciens présentent un certain engouement pour les maladies
musculaires. Le tissu musculaire représente entre 35 et 40 % de la masse totale d’un individu
(plus de 600 muscles squelettiques sont dénombrés). De ce fait, une atteinte du muscle,
notamment strié squelettique, peut étre tres invalidante. Pour la majorité des médecins de cette
époque, ces pathologies sont uniqguement dues a des atteintes neurologiques (plus précisément
de la corne antérieure de la moelle). Mais tous ne sont pas convaincus. Parmi eux, Guillaume-
Benjamin Duchenne de Boulogne, neurologue francais. Duchenne est I’'un des premiers
médecins a effectuer une description précise de pathologies avec paralysies musculaires
(Duchenne, 1858). Une série de documents, publiés dans les « Archives Générales de
Médecine », rassemble ses observations cliniques, des résultats d’expérimentations électriques
sur patients et des analyses histologiques de muscles. Une grande partie de ses écrits sont
consacrés a la maladie musculaire pseudo-hypertrophique ou paralysie myo-sclérosique,
communément appelée myopathie de Duchenne de nos jours. Ses travaux de recherche sur
cette maladie (Duchenne, 1868), appuyés par des études post-mortem de patients réalisées par
Albert Eulengurg et Julius Friedrich Cohnheim en 1866, lui permettent de montrer que les
lésions musculaires peuvent étre totalement indépendantes d’une atteinte de la corne

antérieure de la moelle ou des nerfs.

Dans ses écrits, Duchenne effectue également une description précise d’une autre pathologie :
« ['atrophie musculaire graisseuse progressive de [’enfance » (Duchenne, 1853, 1868). La
premiere référence a cette maladie, mais sous le terme « d’atrophie musculaire progressive
avec transformation graisseuse », se trouve dans un mémoire du 21 mai 1849, rédigé par
Duchenne lui-méme, et déposé a 1’Académie des sciences. Les patients atteints de cette
pathologie montrent dans un premier temps une atrophie asymétrique des muscles du visage
et des membres supérieurs, et dans un second temps des muscles des membres inférieurs. En
1850, Francois-Amilcar Aran présente 11 cas cliniques atteints d’une affection « non décrite »
du systéme musculaire qu’il nommera « atrophie musculaire progressive » (Aran, 1850).
Dans son mémoire, sur les 11 patients rapportés, quatre d’entre eux sont des cas auparavant
décrits par Duchenne, qu’Aran a reproduit avec le consentement de ce dernier. Quelques
années plus tard, en 1851, Alexandre-André Thouvenet, sous la supervision de Jean

Cruveilhier, soutient sa these de médecine a la Faculté de Médecine de Paris sur cette méme
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pathologie qu’il qualifiera alors de « paralysie musculaire atrophique » en opposition a
« ["atrophie musculaire progressive » d’Aran. En 1853, au cours d’une séance a 1’ Académie
nationale de médecine, Cruveilhier rapporte le cas de trois patients dont celui de M. Lecomte,
tous atteints de ce qu’il qualifie de « paralysie musculaire progressive atrophique » (ou
paralysie graduelle du mouvement par atrophie musculaire) (Cruveilhier, 1852). La méme
année, dans un mémoire lu a la Société médico-chirurgicale de Paris, et en reprenant les
différentes découvertes de cas effectuées par ces confréres, Duchenne y discute de la
dénomination de cette maladie, qu’il finit par désigner sous les termes « d’atrophie

musculaire graisseuse progressive » (Duchenne, 1853).

Aucune différence n’est alors faite entre des cas adultes et des cas infantiles, que Duchenne
considére comme rares. 1l faudra attendre I’un de ses articles, daté de 1868, et intitulé De la
paralysie musculaire pseudo-hypertrophique ou paralysie myo-sclérosique, pour avoir la
premiere distinction entre « |’atrophie musculaire graisseuse progressive de [’adulte » et «
I’atrophie musculaire graisseuse progressive de [’enfance » (Duchenne, 1868). Cette derniere
est décrite comme présentant un « caractéere singulier que je n’ai jamais rencontré dans
[’atrophie musculaire de I’adulte » du fait qu’elle débute « par certains muscles de la face a
laquelle elle donne une physionomie particuliere, plusieurs années avant d’envahir les
muscles moteurs des membres supeérieurs et du tronc. Ce début par les muscles de la face peut
donc étre considéré comme un caractére propre a cette atrophie musculaire progressive de
[’enfance [...]. ». En se basant sur I’étude d’une quinzaine de cas, dont certains concernent
plusieurs membres d’une méme famille, Duchenne décrit cette pathologie comme une
maladie qui démarre « entre 5 et 7 ans, par [’atrophie des mémes muscles de la face que dans
ces deux cas, et, en premier de [’orbiculaire des levres dont le défaut de contractilité
occasionnait une épaisseur caractéristiqgue des levres. Les désordres expressifs de la
physionomie sont alors devenus les mémes que dans les cas précédents, surtout pendant le
rire qui n’était exécuté que par le buccinateur ou le risorius Santorini ; PuisS, apres une
période stationnaire, [’atrophie a envahie, de 9 a 14 ans, les membres supérieurs, le tronc, et,
en dernier lieu, les membres inférieurs, dont elle a détruit les muscles progressivement,
irregulierement ou capricieusement, laissant quelques-uns de ces derniers intacts ». Au
travers de ses études histologiques, Duchenne observe une transformation graisseuse des

muscles atrophiés.
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En ce qui concerne 1’état du systéme nerveux des patients atteints d’atrophie musculaire
graisseuse progressive de 1’enfance, Duchenne se réfere aux résultats d’autopsic de M.
Lecomte, un patient de Cruveilhier atteint d’atrophie musculaire progressive et que Duchenne
a également pu suivre (Duchenne, 1853, 1868). L’autopsie, réalisee par Cruveilhier, révele
chez ce patient une conservation de I’intégrité du centre céphalo-rachidien mais une atrophie
poussee des racines antérieures des nerfs spinaux et des nerfs hypoglosses (Aran, 1850).
Prenant I’effet pour la cause, Duchenne en conclut que « |'atrophie des racines antérieures de
la moelle est, d’aprés les recherches de M. le professeur Cruveilhier, la lésion nerveuse
anatomique de [’atrophie musculaire graisseuse progressive » (Duchenne, 1868). Duchenne
cite par ailleurs un histologiste et pathologiste anglais, Jacob Augustus Lockhart-Clarke, qui
en 1867, découvre également une atteinte des cornes antérieures de la substance grise de la
moelle chez un patient atteint d’atrophie musculaire progressive (Duchenne, 1868; Lockhart-
Clarke, 1867). L’atrophie musculaire graisseuse progressive de I’enfance, tout comme
I’atrophie musculaire graisseuse progressive de 1’adulte sont alors communément considérées
comme des maladies avec pour point de départ une atteinte de la corne antérieure de la
moelle. Cependant, personne ne reléve une seconde observation de Cruveilhier, datant de
1848, concernant un patient, M. Legrand, agé de 18 ans, et atteint d’une forme Sévere
d’atrophie musculaire graisseuse progressive (Cruveilhier, 1852). Ce patient, également
connu de Duchenne, présentait un amaigrissement extréme, avec une atrophie générale des
muscles du tronc, des extrémités des membres inférieurs mais aussi supérieurs, ainsi que du
visage. Aprés le déces de M. Legrand des conséquences d’une variole, une autopsie a été
réalisée afin de rechercher une Iésion du systéme nerveux pour expliquer la paralysie
musculaire observée. Cependant alors que I’autopsie ne montre aucune atteinte du cerveau et
de la moelle, cette observation n’est pas prise en considération, Cruveilhier justifiant une
lacune dans 1’observation du systéme nerveux périphérique au cours de 1’autopsie, ce malgré

un aspect normal aux premiers abords.

En Janvier 1884, Edmé Félix Alfred Vulpian présente au cours d’une séance de I’académie
des sciences, les notes de deux médecins neurologues francais, Théophile Joseph Louis
Landouzy et Joseph Jules Dejerine, concernant une « myopathie atrophique progressive
(myopathie héréditaire débutant, dans [’enfance, par la face, sans altération du systeme
nerveux) » (Dejerine and Landouzy, 1884). La distinction est apportée entre 1’atrophie
musculaire graisseuse progressive de 1’enfant et I’atrophie musculaire graisseuse progressive

de l’adulte, aussi dénommée atrophie de 1’adulte de type Aran-Duchenne. Dans la
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symptomatologie, I’atrophie musculaire progressive de I’enfant et celle de 1’adulte sont trés
similaires, exception faite que 1’atrophie musculaire de I’enfant se caractérise d’abord par une
atteinte des muscles du visage avant d’affecter, aprés une période plus ou moins prolongée,
les muscles des membres supérieurs, du tronc et des extrémités inférieures. Une autre
distinction est apportée entre ces deux maladies au niveau des altérations nerveuses. Pour
cela, Dejerine et Landouzy ont suivi pendant plusieurs années un patient atteint d’une atrophie
musculaire graisseuse progressive de I’enfant, qui présentait a trois ans uniquement une
atrophie des muscles du visage, atrophie qui s’est répandu vers 1’age de 18 ans aux muscles
des membres supérieurs puis a I’ensemble des muscles du corps, sans troubles paralytiques et
sensitifs. Suite au déces du patient a I’age de 24 ans de la tuberculose, une autopsie confirme
une atrophie de tous les muscles du corps a I’exception des muscles de la langue, du pharynx,
du larynx, de I’eeil, du diaphragme, des intercostaux et des sous-scapulaires. Dejerine et
Landouzy souligneront également une asymétrie dans 1’atteinte et une absence d’hypertrophie
musculaire. Par ailleurs, au cours de 1’autopsie, aucune altération du systéme nerveux central
et périphérique n’est détectée contrairement a ce qui est observé dans le cas de I’atrophie
musculaire graisseuse progressive de 1’adulte. Dejerine et Landouzy en concluent que
I’atrophie musculaire progressive de 1’enfance est une affection du systéeme musculaire, qui
débute généralement a I’enfance par une atteinte des muscles de la face, sans altération du
systéme nerveux, et qu’elle se doit d’étre dissociée de I’atrophie musculaire progressive
myélopathique de 1’adulte, type Aran-Duchenne. Le patient a une sceur et un pére qui
présentent des atteintes des muscles du visage, permettant d’établir une transmission selon un
mode autosomique dominant, critere que Dejerine et Landouzy n’incluront pas dans leur
description de la pathologie. Des cas sporadiques sont également observés. Un an plus tard,
Dejerine et Landouzy rédigent un article tres complet dans « Revue de médecine » sur « La
myopathie atrophique progressive ; myopathie sans neuropathie débutant d’ordinaire dans
[’enfance, par la face » (Landouzy and Dejerine, 1885). Entre 1884 et 1886, Dejerine et
Landouzy reporteront 24 cas, ce qui leur permettra d’ajuster leur description de la pathologie
qu’ils nommeront alors « myopathie progressive de type facioscapulohumerale » (FSHD) ou
dystrophie de Landouzy-Dejerine. D’autres études viendront compléter les données cliniques
(Jacqueline, 2011).

Le concept qu’une « maladie primitive du muscle », et non une atteinte neurologique, puisse
étre la cause d’une atrophie musculaire progressive lente, n’a été accepté par la communauté

scientifique qu’a la fin du XIX®™ siécle. Un long débat sur la classification des myopathies
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commencera alors, et durera une trentaine d’années. Il faudra attendre 1921 pour
I’introduction d’une classification dite génétique en fonction du mode de transmission :
autosomique dominant, autosomique recessif ou récessif lié au chromosome X (Padberg,
1982). La FSHD est considérée comme une maladie a transmission autosomique dominante,
ce qui sera confirmé en 1950 par Tyler et Stephens lors d’une étude pluri-générationnelle sur
17 familles (Tyler and Stephens, 1950).

1.2. Description clinique de la FSHD

La FSHD est la troisieme myopathie héréditaire la plus commune apres la dystrophie de
Duchenne et la dystrophie myotonique. Sa prévalence est estimée a 1-9 naissances sur
100 000 (Orphanet, 2017). Les mutations de novo représentent 10 a 30 % des cas (Padberg,
1982; Padberg et al., 1995a; Zatz et al., 1995). La FSHD se développe entre 3 et 60 ans. Sa
pénétrance est incompléte : 70% vers 1’age de 15 ans et 95% aprés 20 ans (Lunt et al., 1989).
Les hommes sont typiquement plus affectés que les femmes (Zatz et al., 1998). Les critéres
cliniques de la FSHD ont été établis lors d’un consortium international en 1991 (Padberg et
al., 1991). La FSHD se caractérise par une atrophie des certains muscles striés squelettiques,

et par des atteintes non musculaires (cf review Pandya et al., 2008; Tawil, 2004, 2008).
1.2.1. La FSHD, une pathologie du muscle strié squelettique

Le muscle est un organe composé majoritairement de tissu musculaire, lui-méme formé de
cellules contractiles différenciées ou fibres musculaires ou myocytes. En fonction de leur
structure, trois types de fibres musculaires existent : les fibres musculaires lisses, localisees
dans la paroi des viscéres et des vaisseaux sanguins ; les fibres musculaires striées cardiaques,
retrouvées dans le coeur ; les fibres musculaires striées squelettiques (ou rhabdomyocytes), qui
composent les muscles associés au squelette impliqués dans la motilité et le maintien de la

posture. La FSHD est une pathologie du muscle strié squelettique.

Une fibre musculaire striée squelettique est une cellule fusiforme de 20 a 100 um de diamétre
pour une longueur pouvant atteindre 30 a 50 cm en fonction de la taille du muscle dans lequel
elle se trouve. Les fibres musculaires striées squelettiques sont composées en leur centre de

faisceaux de petites unités, paralléles, orientées selon le grand axe de la fibre appelées
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myofibrilles. Les myofibrilles ont un diamétre de 1 a 2 um et correspondent a la répétition
d’unités structurales et fonctionnelles de 4 a 6 um que sont les sarcoméres. Ce sont les
sarcomeres qui conferent la propriété de contraction volontaire a la fibre musculaire striée

squelettique sous contrdle du systeme nerveux central (Frontera and Ochala, 2015).

La formation d’un muscle strié squelettique s’effectue en plusieurs étapes. Tout d’abord, au
cours du développement feetal, des cellules progénitrices totipotentes provenant des somites
vont étre soumises a un programme de détermination myogénique, les convertissant en
myoblastes, des cellules déterminées mais qui peuvent encore proliférer. Par la suite,
I’activation d’un programme de différenciation myogénique dans ces myoblastes permet
I’expression de protéines spécifiques au muscle strié squelettique et leur fusion en myotubes,
un syncitium. Ce processus de fusion concerne de trois a plus de 500 cellules. Enfin, la
maturation de ces myotubes conduit a la formation de fibres musculaires striées squelettiques.
L’ensemble de ces étapes se caractérisent par une modification de I’expression de nombreux
génes médiée par divers facteurs de transcription qui agissent de maniére coordonnée dans le
temps (Bentzinger et al., 2012; Braun and Gautel, 2011; Taylor, 2002).

Dans le tissu musculaire strié squelettique, des cellules mononuclées, quiescentes appelées
cellules satellites, sont présentes entre la fibre musculaire et la lame basale de celle-ci (Mauro,
1961). Ces cellules, peu nombreuses, sont des cellules souches musculaires qui contribuent a
la croissance et a la régénération du tissu musculaire (Hikida, 2011; Relaix and Zammit,
2012; Wang and Rudnicki, 2012). Suite a un dommage, les cellules satellites quiescentes sont
activées par des facteurs myogéniques induisant leur prolifération et leur fusion avec des
fibres musculaires. Les cellules satellites peuvent également fusionner entre elles pour former
de nouvelles fibres musculaires (Bareja et al., 2014). La population de cellules satellites est
maintenue par une division asymétrique: une des cellules filles s’engage vers la
différenciation tandis que ’autre cellule fille retourne a un état de quiescence (Collins and
Partridge, 2005; Kuang et al., 2007). Dans le cas des maladies neuromusculaires, les cellules
satellites ne permettent pas de régénérer I’intégralité musculaire. Au fil du développement de
la pathologie, I’atrophie s’accompagne alors peu a peu de la mise en place d’un tissu

fibroadipeux.
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1.2.2. Atteintes musculaires chez les patients FSHD

Le degré d’atrophie des muscles chez les patients FSHD est extrémement variable d’un
individu a un autre. Les premiers signes cliniques de la FSHD sont une atrophie sélective
asymétrique des muscles du visage (plus de 50% des patients FSHD) suivie par une atteinte
de la ceinture scapulaire et des muscles du haut des bras (biceps, triceps, dentelé antérieur ou
grand dentelé, rhomboide). Plus tardivement, les muscles abdominaux et les muscles des
membres inférieurs peuvent étre affectés (Mul et al., 2016; Pandya et al., 2008; Tawil, 2004,
2008) (Figure 1 et Figure 2).

Les muscles du visage initialement touchés sont le muscle orbiculaire de 1’ceil (orbicularis
oculi), le muscle orbiculaire de la bouche (orbicularis oris) et les muscles zygomatiques
(zygomaticus) (Figure 1 et Figure 2). Le muscle extraoculaire n’est jamais affecté. L’atrophie
de ces muscles rend difficile le mouvement des paupiéres et des lévres. De ce fait, les patients
ne peuvent fermer entiérement les yeux et présentent des difficultés a sourire, a produire des
sons labiaux, a siffler ou a boire avec une paille (Harold, 2006; Pandya et al., 2008) (Figure
2).

Orbicularis oculi

Zygomaticus
Orbicularis oris

Deltoide
Rhomboide ----
Triceps brachii~<

A
Trapezius ' 1 f

Pectoralis major
— Biceps brachii

Latissimus dovsi Serratus anterior

4 — ..
—%——>Rectus abdominis

Gastrocnemius

Arriere Avant
FIGURE 1. Muscles affectés dans la FSHD. La FSHD se caractérise dans un premier temps par une
atrophie asymeétrique de certains groupes de muscles du visage, de la ceinture scapulaire et des bras.
Dans un second temps, les muscles abdominaux et des membres inférieurs peuvent étre atteints.
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Au niveau de la ceinture scapulaire, ce sont les muscles fixateurs de 1’omoplate (trapezius,
lathissimus dorsi, rhomboideus, serratus anterior) qui sont les premiers touchés (Figure 1 et
Figure 2). Le muscle grand pectoral peut étre affecté plus tardivement, et uniqguement dans
certains cas. Le deltoide, quant a lui, reste longtemps non affecté, mais finit souvent par
présenter une atrophie partielle ou proximale. L’atteinte des muscles de la ceinture scapulaire
rend difficile la levée horizontale du bras au-dessus de 1’épaule. Les patients FSHD présentent
également une saillie des omoplates et des épaules tombantes vers 1’avant du fait du

décollement scapulaire (Harold, 2006; Pandya et al., 2008) (Figure 2).

FIGURE 2. Photos de patients FSHD. A gauche, I’expression faciale est presque totalement perdue
chez un patient FSHD. Les paupieres ne peuvent plus se fermer. La bouche reste austere malgré la
tentative de sourire. A droite, le patient FSHD présente un décollement de I’omoplate gauche et
présente des difficultés a lever les bras (adapté de Wokke et al., 2013 et
https://www.mda.org/disease/facioscapulohumeral-muscular-dystrophy/signs-and-symptoms)

En ce qui concerne les muscles proximaux des bras, le biceps et le triceps sont les muscles les
plus atrophiés, donnant aux bras un aspect dit en «bras de Popeye» (Figure 1). La
dégénérescence et la faiblesse musculaire peuvent aussi, dans certains cas, toucher le poignet

et les muscles extenseurs des doigts (Harold, 2006; Pandya et al., 2008).

Dans un second temps, les muscles abdominaux (rectus abdominis) peuvent étre également
affectés conduisant a une protubérance de 1’abdomen, a une lordose lombaire exagérée
(courbure vers I’intérieur de la colonne vertébrale) et pour 90% des patients, a un signe de
Beevor positif (remontée de 1’ombilic lors d’un exercice qui consiste a relever la téte en
position allongée, ce qui indique une faiblesse des muscles inférieurs des abdominaux)
(Awerbuch et al., 1990) (Figure 1). Il devient alors difficile pour les patients FSHD de passer
d’une position allongée a assise ou de se tourner d’un c6té a 1’autre en position allongeée.
Certains muscles des jambes (tibialis anterior, peroneus, gastrocnemius), parfois les muscles

de la ceinture pelvienne et certains muscles de la cuisse comme le quadriceps, peuvent
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également étre atrophiés rendant difficile la marche (Figure 1). Environ 10% des patients
FSHD (20% des patients de plus de 50 ans) sont en fauteuils roulants (Harold, 2006; Pandya
et al., 2008).

La progression de la maladie est souvent lente. Les patients présentent de longues périodes de
stabilité suivies de phases de détérioration musculaire rapides, avec une grande variabilité
inter-individus. Environ 30% des cas familiaux ne progressent pas au-dela d’une faiblesse de

la ceinture scapulaire (Padberg, 1982).

1.2.3. Atteintes non musculaires chez les patients FSHD

Des symptdmes non musculaires peuvent étre également associés a la FSHD. L un des plus
fréquents est la perte d’audition (25 a 65% des patients FSHD) (Brouwer et al., 1991; Harold,
2006; Lutz et al., 2013; Padberg et al., 1991, 1995b; Trevisan et al., 2008). Les premiers
signes sont une surdité des fréquences élevées (sons aiglies) qui progresse ensuite vers la perte
d’audition de toutes les fréquences sonores. La sévérité de la surdité varie d’un individu a un

autre.

Un autre symptdbme non musculaire associé a la FSHD est une vasculopathie rétinienne
asymptomatique et asymeétrique (49 a 75% des patients FSHD) (Harold, 2006; Padberg et al.,
1991, 1995b; Statland et al., 2013). Celle-ci peut évoluer dans de rares cas vers des
télangiectasies rétiniennes primaires (ou maladie de Coat) qui correspondent a des dilatations
des vaisseaux rétiniens, des micro-anévrismes associés a des exsudations intra et sous-
rétiniennes pouvant provoquer, dans les cas extrémes, des décollements de la rétine voire des
glaucomes néovasculaires et la perte de la vision (Fitzsimons et al., 1987; Lee et al., 2014;
Pauleikhoff et al., 1992; Shields et al., 2007; Statland et al., 2013).

Des observations cliniques ont également rapporté que 5% des patients FSHD présentent des
probléemes cardiaques: défauts dans la conduction intranodale ou arythmies
supraventriculaires de type tachycardie (Baldwin et al., 1973; Faustmann et al., 1996;
Finsterer et al., 2005; Galetta et al., 2005; Laforét et al., 1998; Stevenson et al., 1990;
Trevisan et al., 2006). Une insuffisance respiratoire, qui se déclare tardivement, est également
observée chez 1% des patients FSHD alors que les muscles liés a la fonction respiratoire ne

sont pas atrophiés (van Kernebeek et al., 2017; Wohlgemuth et al., 2004).
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Par ailleurs, 30% & 75% des patients FSHD font état d’une douleur chronique modérée a
sévere principalement localisée au niveau du cou ou des membres inférieurs. La majorité des
patients FSHD attribuent cette douleur a I’effort physique ou a une mauvaise posture liée a
I’atrophie musculaire (Jensen et al., 2008; Koetsier, 1997; van der Kooi et al., 2007,
Urtizberea, 1997). Enfin, 61% des patients FSHD sont sujets a une grande fatigue s’exprimant
par une diminution du niveau des activités physiques et une baisse de motivation (Kalkman et
al., 2005, 2007, 2008). Un handicap mental et/ou de 1’épilepsie chez des patients FSHD
séveres a également été décrit (Funakoshi et al., 1998; Grosso et al., 2011; Miura et al., 1998;
Saito et al., 2007; Sharma and Namrata, 2004). Les causes et mécanismes de ces atteintes non

musculaires ne sont, pour le moment, pas toutes comprises.

1.2.4. Diagnostic clinique des patients FSHD

Le diagnostic clinique de la FSHD repose tout d’abord sur la concordance des observations
des différents muscles atrophiés avec le tableau clinique de la pathologie et I’histoire naturelle
familiale. Des tests complémentaires, basés sur des techniques non-invasives, peuvent étre
utiliseés dans le diagnostic. Notamment, un électromyogramme (EMG), qui permet de mesurer
I’activité électrique d’un muscle et des nerfs associés, peut étre effectué. Bien que ce test
permette de confirmer une myopathie, il n’est pas suffisant pour préciser le type de dystrophie
(Dorobek et al., 2013; Stiibgen, 2007). Une IRM (Imagerie par Résonnance Magnétique) peut
aussi étre réalisée. Elle permet de détecter 1’atrophie musculaire mais surtout de suivre la
progression de la pathologie via 1’évaluation de la fraction graisseuse infiltrée dans les
muscles (Janssen et al., 2014a, 2014b; Leung et al., 2015; Tasca et al., 2014).

Par ailleurs, chez certains patients FSHD, le taux de créatine kinase circulante peut étre
legérement plus élevé que pour un individu sain (3 a 5 fois le taux normal de créatine kinase
plasmatique) (Hughes, 1971; Lunt and Harper, 1991; Zouvelou et al., 2009). Lors d’un

diagnostic clinique, une variation du taux de créatine kinase peut donc étre recherchée.
Le diagnostic clinique de la FSHD est souvent difficile. Ceci est notamment di a la grande

variabilité des symptomes entre les individus, a la fois au sein d’une méme famille et entre les

familles. Un diagnostic génétique est donc toujours nécessaire.
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1.3. Description génétique de la FSHD

1.3.1. Microsatellites et macrosatellites : généralités

Une grande fraction du génome des eucaryotes correspond & des sequences répétées : chez
I’Homme, plus de la moitié du génome en est constitué (Lander et al., 2001; Levy et al.,
2007). Une catégorie de répétitions, les répétitions en tandem, sont formées de plusieurs
copies de séquences ADN homologues, appelées unités répétées, disposées en continu selon
une conformation téte & queue. En fonction de la taille des unités répétées, on distingue
plusieurs types de repétitions en tandem: les microsatellites, les minisatellites et les
macrosatellites. Les microsatellites, tres abondants, sont des répétitions de courts motifs de 1
a 6 nucléotides. Le nombre de motifs répétés formant un microsatellite donné varie d’un
individu & un autre mais aussi, chez un méme individu, d’un all¢le a un autre (on parle de
polymorphisme). Du fait de ce polymorphisme important, les microsatellites sont trés utilisés
comme outils en biologie moléculaire, notamment pour localiser un locus impliqué dans une
pathologie génétique ou lors d’analyses de liaison génétique (Holmes, 1994). Les
minisatellites sont des répétitions de motifs de 6 a 100 bp. Les macrosatellites sont des
répétitions de motifs d’une taille supérieure a 100 bp (Ames et al., 2008; Li et al., 2002;
Vergnaud and Denoeud, 2000). Les macrosatellites peuvent contenir dans chaque unité
répétée des éléments fonctionnels comme des exons ou des genes entiers. Initialement
considérées comme de I’ADN « poubelle », les répétitions en tandem sont impliquées dans la
régulation de I’expression de génes et de nombreuses pathologies (Brouwer et al., 2009;
Gatchel and Zoghbi, 2005; Nakamura et al., 1998; Quilez et al., 2016).

1.3.2. Localisation du locus de la FSHD

Durant de nombreuses annees, la communauté scientifique a échoué a localiser le locus de la
FSHD (Lucotte et al., 1989; Lunt et al., 1988; Wijmenga et al., 1990a). En 1989, une carte
d’exclusion pour le locus de la FSHD est construite a partir des études de liaisons génétiques
présentées en 1988 lors d’un consortium international (Sarfarazi et al., 1989). Les chercheurs
s’accordent sur 1’exclusion du role dans la FSHD de 80% du génome. En 1990, le locus
associé a la FSHD est localisé sur le bras long du chromosome 4 par Wijmenga et al., grace a

I’étude de la segrégation de marqueurs microsatellites dans dix familles allemandes
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(Wijmenga et al., 1990b). Cette localisation du locus de la maladie a été ensuite confirmée
pour différentes familles avec I’utilisation d’autres marqueurs microsatellites, permettant
également de préciser la position du locus de la FSHD en région subtélomerique 4935
(Gilbert et al., 1992; Mathews et al., 1992; Mills et al., 1992; Sarfarazi et al., 1992;
Upadhyaya et al., 1990, 1991; Weiffenbach et al., 1992; Wijmenga et al., 1991).
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FIGURE 3. Description du locus FSHD. Le locus FSHD est localisé en région subtélomérique 4¢35.
Dans cette région située a 40-60kb du télomere, se trouve un macrosatellite d’un motif de 3,3 kb
appelé D4Z4 (triangle gris), délimité par les sites de restriction reconnus par I’enzyme Kpnl (K). Les
individus contrbles possédent dans cette région entre 11 et 150 répétitions D4Z4. Les patients FSHD,
quant a eux, ne portent qu’entre 1 et 10 répétitions D4Z4.

Dans cette région, située a 40-60kb du télomere, se trouve un macrosatellite d’un motif de
3,3kb appelé D4z4, délimité par des sites de restriction Kpnl (Bengtsson et al., 1994; van
Deutekom et al., 1993; Wijmenga et al., 1992; Wright et al., 1993a) (Figure 3). Chez les
individus sains, ce macrosatellite, d’une longueur moyenne totale de 65kb selon une
distribution multimodale, contient entre 11 et 150 répétitions D4Z4 (van Overveld et al.,
2000) (Figure 3). La majorité des patients FSHD, quant a eux, présentent une délétion
partielle et interne de ces répetitions. Ils ne comptent plus qu’entre 1 et 10 répétitions (van
Deutekom et al., 1993; Hewitt et al., 1994; Lee et al., 1995; Wijmenga et al., 1992; Wright et
al., 1993a) (Figure 3). Cependant, seuls les individus possédant au moins une répétition D424
développent potentiellement la maladie. En effet, les individus avec une délétion totale des
répétitions D4Z4 en région 4935 ne présentent aucun signe clinique caractéristique de la
FSHD (Tupler et al., 1996a).
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Par ailleurs, environ 40% des cas de patients FSHD de novo sont dus a un réarrangement
mitotique aux répétitions D4Z4 par conversion génique inter-chromatinienne (Lemmers et al.,
2004b; van der Maarel et al., 2000). Ce réarrangement mitotique s’exprime chez le patient au
travers d’un mosaicisme cellulaire somatique (et parfois germinal) (van der Maarel et al.,
2000). Autrement dit, ces patients FSHD ont subi une contraction post-zygotique des
répétitions D4Z4. Ainsi, au sein de 1’organisme (ou du tissu), au moins deux populations de
cellules génotypiquement différentes uniquement au locus 4935 coexistent : une population de
cellules sans contraction des répétitions D4Z4 et une population de cellules FSHD avec une
contraction des répétitions D4Z4 (Lemmers et al., 2004c; van der Maarel et al., 2000). Le
pourcentage des diverses populations (ou degré de mosaicisme) dépend de I’instant auquel la
mutation est mise en place au cours de I’embryogenése. Le fait que le pourcentage de
mosaicisme détecté dans le sang soit généralement représentatif de celui retrouvé dans les
cellules du muscle ou de la peau, indique que les réarrangements mitotiques aux répétitions
D474 ont lieu trés tot au cours de ’embryogenése (Lemmers et al., 2004c; van der Maarel et
al., 2000; Tonini et al., 2006). Chez certains porteurs asymptomatiques, le mosaicisme est
généralement inférieur a 25%, ce qui traduit de réarrangements mitotiques plus tardifs. Ainsi,
le pourcentage de mosaicisme est un modulateur de la sévérité de la pathologie (van der
Maarel et al., 2000). Les patients FSHD mosaiques sont trés utiles pour la compréhension de
la pathologie puisque la seule différence qui subsiste entre les cellules non FSHD et les
cellules FSHD est la contraction des répétitions D4Z4 (Krom et al., 2012).

Une corrélation entre le nombre de répétitions et la sévérité ou 1’age de développement de la
FSHD n’est pas clairement établie. En effet, la progression de la maladie est variable entre
patients de différentes familles mais également au sein d’une méme famille, d’une génération
a une autre ou entre jumeaux (Griggs et al., 1995; Tawil and VVan Der Maarel, 2006; Tupler et
al., 1998). Il semblerait cependant que les patients portant un faible nombre de répétitions
D4z4 (entre une et trois répétitions) développent précocement la maladie avec un tableau
clinique tres sévere. Plus précisément, pour des patients portant entre une a trois répétitions
D474, la pénétrance est compléte a I’dge de 50 ans tandis que pour les patients possédant
entre quatre et sept répétitions, le risque de développer les symptémes est de 55% a 63% a
I’age de 50 ans (Ricci et al., 2013). Pour les patients ayant entre 7 et 11 repétitions D4Z4,
I’age de développement des premiers signes de la FSHD et le tableau clinique sont trés
variables selon I’individu (Lunt et al., 1995a, 1995b; Ricci et al., 1999; Tawil et al., 1996;

Zatz et al., 1995). A noter que les porteurs asymptomatiques, qui ne développent aucun signe
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clinique de la FSHD, sont des individus possédant généralement entre cing et dix répétitions
(Galluzzi et al., 1999; Lunt et al., 1989; Ricci et al., 1999; Tonini et al., 2004). La contraction
des répétitions D474 n’est donc pas suffisante pour expliquer la FSHD.

1.3.3. Identification des polymorphismes sur le chromosome 4

Puisque certains patients avec une contraction des répétitions D4Z4 ne présentent pas de
phénotype FSHD, il a été proposé que la présence de séquences a proximité des répétitions
D4Z4 soient nécessaires au développement de la pathologie (Ricci et al., 1999; Tonini et al.,
2004) .

Différents polymorphismes ont été décrits au locus 4935. Deux variations subtélomériques
homologues a 92% et localisées en aval de la derniere répétition D4Z4 ont été identifiees :
I’allele 4qA et I’allele 4gB (van Geel et al., 2002) (Figure 4).

Ces variants sont en proportions équivalentes dans la population générale (Lemmers et al.,
2002). L’allele 4qA est constitué, juste en aval de la derniére répétition D4Z4, d’une région de
2,9kb délimitée par les sites de restriction Kpnl-EcoRI, immédiatement suivie, sur 8kb, par
des répétitions de 68bp de type B-satellite et, sur 1kb, d’une séquence répétée divergente
(TTAGGG)n (Figure 4). Cette région de 2,9kb délimitée par les sites de restriction Kpnl-
EcoRIl, nommée pLAM, correspond a une unité D4Z4 divergente et contient une séquence
consensus ATTAAA identifiée comme un signal de polyadénylation (PAS) (Dixit et al., 2007;
Snider et al., 2009) (Figure 4). Une insertion d’une séquence Alu dans la région
subtélomérique de 1’alléle 4qA a également été identifiée (van Deutekom et al., 1993; van
Geel et al., 2002) (Figure 4). Aucune de ces structures n’est retrouvée au niveau de 1’alléle
4qgB. L’allele 4gB se caractérise par la présence des premieres 570bp d’une répétition D474 et
d’une insertion d’une séquence LTR (Long Terminal Repeat) en région subtélomérique (van
Geel et al., 2002) (Figure 4). Cette divergence de séquences, probablement due a une absence
d’échanges entre les deux alléles, est importante, puisque la FSHD est associée uniquement au
variant 4gA (Lemmers et al., 2004a, 2002; Rossi et al., 2007; Thomas et al., 2007).
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FIGURE 4. Organisation des polymorphismes sur le chromosome 4q en région subtélomérique. Deux
polymorphismes, 4gA et 4gB, en aval de la derniére répétition D424 sont présents dans la population
générale. L’allele 4gA est constitué d’une région Kpnl-EcoRl pLAM de 2,9kb correspondant a une
unité D4Z4 divergente, immeédiatement suivie sur 8kb par des répétitions de type B-satellite, puis sur
1kb d’une séquence répétée divergente (TTAGGG), et enfin d’une séquence Alu. L’alléle 4gB est,
quant & lui, constitué, en aval de la derniére répétition D424 compléte, des premiéres 570bp d’une
unité D474 et d’une séquence LTR. A 3,5kb de la premiére répétition D4Z4 se trouve un SSLP d’une
taille de 157bp a 182bp et caractérisé par deux courtes séquences répétées du microsatellite (CA)n-
MA-(CA), et du microsatellite (CT),, de deux polymorphismes nucléotidiques A/C et G/T ainsi que de
la présence ou de I’absence d’une séquence de huit nucléotides. Des SNPs sont également présents au
sein des répétitions D4Z4. Les haplotypes permissifs associés a la FSHD sont indiqués en rouge.

Par ailleurs, a 3,5kb de la premiére répétition D4Z4 se trouve une séquence polymorphe stable
(SSLP Stable simple Sequence-Length Polymorphism). Ce SSLP, d’une taille variant de 157bp
a 182bp, se caractérise par deux courtes séquences répétées du microsatellite (CA)n-MA-
(CA)n et du microsatellite (CT)n, de deux polymorphismes nucléotidiques (SNP Single
Nucleotide Polymorphism) A/C et G/T ainsi que de la présence ou de 1’absence d’une
séquence de huit nucléotides (Tableau 1, Figure 4). La combinaison de ces marqueurs définit
un nombre limité d’haplotypes. L’allele 4qA est subdivisé en huit haplotypes (4qA157,
49A159, 4qA161, 4qA163, 4gA166, 4gA168, 4qA170 et 4qA172), et I’alléle 4gB en neuf
haplotypes (40B161, 40B162, 4q0B163, 4qB164, 49B166, 49B168, 4qB170, 4qB172 et
4qB174) (Tableau 1). Seuls certains de ces haplotypes sont associés a la FSHD, notamment
I’haplotype 4qA159, I’haplotype 4qA161, qui est le plus fréquent dans la population ou
encore I’haplotype 4qA168 (Lemmers et al., 2007, 2010a, 2010b; Scionti et al., 2012,
Spurlock et al., 2010) (Figure 4).
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TABLEAU 1. Description des différents haplotypes pour les variants 4gA et 4gB dans la population
controle. Les caractéristiques des séquences SSLP pour chaque haplotype sont indiquées : taille du
microsatellite (CA),-MA-(CA), et du microsatellite (CT)n, variant majoritaire au SNP C/A ou au SNP
G/T (M = A ou C), et présence (+) ou absence (-) d’une séquence de huit nucléotides. La colonne
D4Z4 SNP indique la présence majoritaire du variant G ou C au SNP localisé dans chaque répétition
D4Z4. N.A.= non analysé (adapté de Lemmers et al., 2010b).

Séquences SSLP D4Z4 SNP

Haplotypes| (CA)-MA-(CA), G/T (CT)n 8nt| (G/C)

49A157 N.A. N.A.
49A159 (CA)10-AA-(CA)9 G CTg - G
49A161 (CA)10-AA-(CA)10 G CTg - G
4gA 49A163 N.A. G
49A166 (CA)e-AA-(CA)s T CT; + G
49A168 (CA)e-AA-(CA)y T CT; + C

49A170 N.A. N.A.

49A172 N.A. N.A.
4qB161 (CA)10-AA-(CA)10 G CTe - G
49B162 (CA)16 T CT, + C
40B163 (CA)10-AA-(CA)11 G CTs - G
4qB164 N.A. C
49B| 4qB166 (CA)s T CT; + C
4qB168 (CA)10 T CT, + C
4gB170 (CA)z0 T CT, + C
4qB172 (CA)z T CT, + C

49B174 N.A. N.A.

Les patients FSHD se caractérisent donc par une contraction des répétitions D4Z4 (une a dix
répétitions) sur le chromosome d’haplotype 4qA, associés a 1’'un des SSLP : 4gA159 ou
4gA161 ou 4gA168. On parle alors de chromosome permissif. Cependant, 1’association d’une
contraction des répétitions D4Z4 avec 1'un des haplotypes li¢ & la pathologie n’est pas
toujours necessaire au développement de la FSHD (Scionti et al., 2012). En effet, des patients
FSHD ne présentant pas de contraction des répétitions D4Z4 ont éte observés. Néanmoins, ces
patients appelés FSHD2 (5% des patients FSHD), en opposition aux patients FSHD1 (95%
des patients FSHD) porteurs d’une contraction des répétitions D4Z4, ne peuvent développer la
pathologie qu’en présence du chromosome permissif 4gA et des SSLP associés (Gilbert et al.,

1993; de Greef et al., 2009, 2010). La relation entre phénotype et genotype est complexe.
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1.3.4. Présence du motif D4Z4 sur le chromosome 10

Des répétitions D4Z4 homologues ont été identifiées un peu partout dans le génome au niveau
de régions associées a de 1’hétérochromatine (Hewitt et al., 1994; Lyle et al., 1995; Winokur
et al.,, 1994). Cependant, cette homologie ne se restreint pas toujours uniquement aux
répétitions D4Z4. En effet, la région subtélomérique du chromosome 4935 présente un
homologue a plus de 98% en région subtélomérique du chromosome 10g26. Cette homologie
débute en amont des motifs D4Z4 et se poursuit jusqu’aux répétitions télomériques (Bakker et
al., 1995; Cacurri et al., 1998; Deidda et al., 1995; Hewitt et al., 1994) (Figure 5). Plus
précisément, la séquence homologue debute environ 42kb en amont de la premiére répétition
D4Z4 par une repetition D4Z4 inversée sur le chromosome 4 tandis que cette répétition D4Z4
inversée est partielle sur le chromosome 10q (van Geel et al., 2002) (Figure 5).
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FIGURE 5. Organisation de la région subtélomérique du chromosome 10g homologue a la région
subtélomérique du chromosome 4q. L’homologie débute environ 42kb en amont de la premicre
répétition D4Z4 par une répétition D424 inversée sur le chromosome 4q et une répétition D4Z4
inversée partielle sur le chromosome 10q. En région subtélomérique du chromosome 10gA, les

répétitions D4Z4 sont suivies d’une région Kpnl-EcoRl pLAM de 2,9kb correspondant a une unité

D4Z4 divergente, associée sur 8kb a des répétitions de type p-satellite, puis sur 1kb a une séquence
répétée divergente (TTAGGG), et enfin a une séquence Alu. Des polymorphismes permettent de

différencier les unités D4Z4 du chromosome 10q de celles du chromosome 4q. Les unités D4Z4 du

chromosome 4q sont sensibles & une digestion par Xapl mais résistantes a une digestion par Binl (B

IX*), alors que les unités D4Z4 du chromosome 10q sont sensibles a une digestion par BInl mais

résistantes a une digestion par Xapl (X/B™).

Les répétitions D4Z4 sont homologues a 99% entre les deux chromosomes. Les unités
répétées D4Z4 du chromosome 4q et 10q peuvent tout de méme étre discriminées grace a des
SNP qui modifient des sites de restriction pour les enzymes Xapl et Blnl. Ainsi, les unités
D4z4 du chromosome 4qg sont sensibles a une digestion par Xapl mais résistantes a une

digestion par BInl (B/X*). A I’inverse, les unités D4Z4 du chromosome 10q sont sensibles a
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digestion par BInl mais résistantes a une digestions par Xapl (X/B*) (Deidda et al., 1996)
(Figure 5). Le nombre de répetitions D4Z4 de 3,3kb sur le chromosome 10q varie de 3 a 85
(Rossi et al., 2007).

Deux alleles pour le chromosome 10q existent dans la population : I’alléle 10gA et ’alléle
109gB, rare (Lemmers et al., 2010b). Au niveau de I’alléle 10gA, a la maniére de ’alléle 4gA,
les répétitions D4Z4 sont immédiatement suivies d’une région Kpnl-EcoRl pLAM, de
répétitions de 68bp de type B-satellites ainsi que d’une séquence Alu (van Geel et al., 2002)
(Figure 5). Cependant, la région pLAM du chromosome 10gA présente un polymorphisme
dans le signal de polyadénylation conduisant a la perte de fonctionnalité de celui-ci (Lemmers
et al., 2010a) (Figure 5). En ce qui concerne 1’alléle 10gB, il est identique a I’all¢le 4qB
(Lemmers et al., 2010b) : présence des premiéres 570pb d’une répétition D4Z4 et insertion

d’une séquence LTR en région subtélomérique (van Geel et al., 2002) (Figure 4).

TABLEAU 2. Description de différents haplotypes pour les variants 10gA dans la population
générale. Les caractéristiques des séquences SSLP pour chaque haplotype sont indiquées : taille du
microsatellite (CA),-MA-(CA), et du microsatellite (CT),, variant majoritaire au SNP C/A ou au SNP
GIT (M = A ou C), et présence (+) ou absence (-) d’une séquence de huit nucléotides. La colonne
D4z4 SNP indique la présence majoritaire du variant G ou C au SNP localisé dans chaque répétition
D4Z4. N.A.= non analysé (adapté de Lemmers et al., 2010b).

Séquences SSLP D4Z4 SNP
Haplotypes| (CA)»-MA-(CA), G/T (CT), 8nt| (G/C)

10gA161 N.A. N.A.
10gA162 (CA)s-AA-(CA)s CT; +
10qA164 (CA)s-AA-(CA)s T CT, +
10gA| 100A166 (CA)o-AA-(CA)s T CT, +
10gA174 N.A.

10gA176 | (CA)e-AA-(CA)s T CT; +
10gA180 | (CA)eAA-(CA)s T CT; +

—

OO0 oo

Le chromosome 10q présente également un SSLP a 3,5kb de la premiere répétition D4Z4,
subdivisant 1’alléle 10gA en plusieurs haplotypes : 10gA161, 10gA162, 10gA164, 10gA166,
10gA174, 10gA176 et 10gA180 (Lemmers et al., 2007, 2010a, 2010b) (Tableau 2).

Du fait de cette forte homologie, de nombreuses translocations totales ou partielles des
régions subtélomériques entre le chromosome 4q et le chromosome 10q sont observées dans

différentes populations (van Deutekom et al., 1996a; Lemmers et al., 1998; van der Maarel et
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al., 2000; Matsumura et al., 2002; van Overveld et al., 2000; Wu et al., 2004). La prévalence
des individus qui ont un (monosomie) ou trois (trisomie) chromosomes avec uniquement des
répétitions D4Z4 de type 4q est d’environ 20% (Lemmers et al., 1998). Des chromosomes
hybrides avec un mélange de répétitions D4Z4 issues du chromosome 4q et du chromosome
10q sont également observés dans la population (van Deutekom et al., 1996a; Lemmers et al.,
1998; Matsumura et al., 2002).

La contraction des répétitions D4Z4 en aval d’une région subtélomérique de type 10gA ou
10gB n’est pas associée a la FSHD, méme si ces répétitions proviennent du chromosome 4gA.
Or I’une des principales différences entre le variant subtélomérique 4gA et 10gA réside dans
la perte du signal de polyadénylation en 10gA, démontrant I’importance de cette séquence
pour le développement de la FSHD (Bakker et al., 1995; Cacurri et al., 1998; Lemmers et al.,
1998).

1.3.5. Modifications épigénétiques associéees a la FSHD

La contraction des répétitions D4Z4 n’est observée que chez 95% des patients, appelés
FSHD1. Pour les 5% des patients FSHD restants, appelés FSHD2, qui développent le méme
phénotype clinique que les patients FSHD1, le nombre de répétitions D4Z4 est similaire a
celui d’individus controles (Gilbert et al., 1993; de Greef et al., 2009, 2010). Le facteur
génetique déclencheur de la maladie n’est donc pas uniquement lié a la contraction des
répétitions D4Z4 mais reste dépendant de la présence du chromosome permissif 4gA avec un
signal de polyadénylation fonctionnel (Gilbert et al., 1993; de Greef et al., 2009, 2010).
Associé au fait que la contraction des répétitions D4Z4 sur un chromosome permissif 4gA
avec un signal de polyadénylation fonctionnel ne soit pas suffisant pour déclarer la FSHD,
comme le démontre des patients asymptomatiques, ces observations suggérent qu’une
composante épigénétique intervient dans le développement de la FSHD (Galluzzi et al., 1999;
Lunt et al., 1989; Ricci et al., 1999; Tonini et al., 2004).

1.3.5.1. Modifications de la condensation de la chromatine dans la FSHD

La chromatine est une structure nucléoprotéique stable et hautement organisée qui permet

d’empaqueter environ 2m d’ADN dans un noyau d’un diameétre de 10um en moyenne. Cette
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structuration est permise par l’interaction de ’ADN avec des histones, des protéines non
histones et des ARNs. La chromatine est une structure dynamique, non homogéne dans le
noyau interphasique. En effet, en microscopie électronique, des régions de chromatine plus
denses aux électrons se différencient de régions moins denses. Ces régions denses
correspondent a de la chromatine sous un état tres condensé ou hétérochromatine, en
opposition a de la chromatine sous un état plus relaché ou euchromatine (Heitz, 1928). La
région 4q35, incluant les répétitions D4Z4, correspond a de 1’hétérochromatine (Masny et al.,
2004; Tam et al., 2004).

L’hétérochromatine se décompose en une hétérochromatine constitutive et une
hétérochromatine facultative. L’hétérochromatine constitutive est une chromatine hautement
condensée, stable, et généralement localisée au niveau de régions trés riches en répétitions.
Ces régions d’hétérochromatine constitutive sont, en theorie, identiques d’une cellule a une
autre au sein d’un méme organisme (Dimitri et al., 2009; Saksouk et al., 2015).
L’hétérochromatine facultative, quant a elle, peut étre transitoire et évoluer vers des états

chromatiniens plus relachés (Trojer and Reinberg, 2007).

La fréquence de transcription d’un géne dépend de la présence de facteurs de transcription
mais aussi de sa localisation dans une région d’hétérochromatine ou d’euchromatine
(Feinberg, 2007). De fagon simplifiée, I’euchromatine est compatible avec une fréquence de
transcription élevée a I’inverse de 1’hétérochromatine, dans laquelle les promoteurs des génes
sont difficilement accessibles (Dillon, 2004). Néanmoins, des changements dans 1’état de
condensation de la chromatine peuvent modifier la fréquence de transcription d’un géne, 1’état
de condensation de la chromatine étant dynamique. Ces changements d’états chromatiniens
conduisent donc a des modifications fonctionnelles de 1’expression des genes, héritables par
mitose et méiose mais qui n’impliquent pas de modifications de la séquence nucléotidique de
I’ADN. Autrement dit, ce sont des modifications épigénetiques. Deux mecanismes majeurs
interagissent pour modifier 1’état de condensation de la chromatine : les modifications post-

traductionnelles de la queue des histones et la méthylation des dinucléotides CG (ou CpG).
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1.3.5.1.1. Modifications post-traductionnelles de la queue des histones dans la
FSHD

1.35.1.1.1. Généralités

L’ADN, chargé négativement par son squelette sucre-phosphate, est associé dans la cellule a
des protéines histones, formant ainsi le nucléosome (Alberts et al., 2002). Un nucléosome se
compose d’un noyau protéique de deux exemplaires de chacune des histones H2A, H2B, H3
et H4, autour duquel s’enroule 146pb d’ADN (Kornberg and Lorch, 1999; Ridgway and
Almouzni, 2001) (Figure 6). Chaque cceur de nucléosome est séparé du suivant par une région
d’ADN dit de liaison, et dont la longueur varie de quelques nucléotides a 80 nucléotides. La
succession des nucléosomes forme un nucléofilament ou « collier de perles » de 11nm de
diamétre (Kornberg and Lorch, 1999; Oudet et al., 1975).

Ceeur
d’histones

FIGURE 6. Structure du nucléosome. Un nucléosome est composé d’un noyau protéique de deux
exemplaires de chacune des histones (en gris sur I’image du haut ou en couleur sur ’image du bas)
H2A (en bleu), H2B (en jaune), H3 (en rouge) et H4 (en vert), autour duquel s’enroule 146pb d’ADN
(en rouge et noir sur I’image du haut et en gris sur I’image du bas) (adapté de Jiang and Pugh, 2009;
Melters et al., 2015).

Les histones, comme de nombreuses protéines, peuvent subir des modifications post-

traductionnelles. Ces maodifications peuvent étre des méthylations, des acétylations, des
phosphorylations, des ubiquitinylations ou encore des SUMOylations (Tan et al., 2011). Les

groupements chimiques sont ajoutés ou retirés par des enzymes sur les résidus lysine,
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arginine, sérine, thréonine, proline ou tyrosine présents au niveau de I’extrémité N-terminale
non structurée des histones qui pointe a I’extérieur du nucléosome (Portela and Esteller,
2010). Certaines de ces modifications post-traductionnelles sont retrouvées associées de
maniére spécifique a des régions d’hétérochromatine comme la triméthylation de la lysine 9
de I’histone H3 (H3K9me3). Au contraire, I’acétylation de la lysine 9 de I’histone H3

(H3K9ac) constitue une marque de I’euchromatine.

1.3.5.1.1.1. Perte des marques épigénétiques répressives aux histones chez les patients
FSHD

Les régions contenant les répétitions D4Z4 sont formées a la fois d’euchromatine
(principalement au niveau de la premiere répétition proximale) et d’hétérochromatine (Zeng et
al., 2009). En effet, des modifications épigenétiques propres aux deux états chromatiniens ont
été identifiées (Bernstein et al., 2005; Das and Chadwick, 2016; Peters et al., 2003; Rice et al.,
2003; Vakoc et al., 2005; Zeng et al., 2009, 2014) :

- diméthylation de H3K4 (H3K4me2) et acétylation de H3K9 (H3K9Ac) pour

I’euchromatine ;
- triméthylation de H3K9 (H3K9me3) et triméthylation de H3K27 (H3K27me3) pour

I’hétérochromatine.

Chez les patients FSHD (FSHD1 et FSHD2), la marque d’hétérochromatine répressive
H3K9me3 est perdue au niveau des motifs D4Z4 sur le chromosome 4q. Au contraire, les
autres marques épigénétiqgues comme H3K27me3 ne sont pas quantitativement modifiées
(Cabianca et al., 2012; Zeng et al., 2009). Cette perte de la marque H3K9me3 chez les
patients FSHD concerne également les motifs D4Z4 du chromosome 10q. Cette modification
est indépendante du nombre de répétitions D4Z4, et est retrouvée a I’identique chez les
patients FSHD dans différents types cellulaires dont les fibroblastes, les myoblastes et les
lymphoblastes (Cabianca et al., 2012; Zeng et al., 2009).

Par ailleurs, les marques H3K9me3 permettent un recrutement direct de protéines HP1
(Heterochromatine protein 1) aux régions d’hétérochromatine. Ces protéines sont connues
pour leur réle dans la répression de la transcription (Bannister et al., 2001; Lachner et al.,
2001). Chez les individus contréles, au niveau des répétitions D4Z4, c’est plus précisément le
variant HP1y qui est associé a I’hétérochromatine (Zeng et al., 2009, 2014). Cette protéine
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HP1y, par I’intermédiaire d’une interaction avec le facteur Scc2 (Sister Chromatid Cohesion
protein 2), recrute ensuite la cohésine. Les cohésines peuvent interagir entre elles, ce qui
conduit a la formation de boucles a 1’échelle de la chromatine, difficilement accessibles pour
les facteurs de transcription (Bernard et al., 2001; Ciosk et al., 2000; Huichalaf et al., 2014;
LeRoy et al., 2009; Nonaka et al., 2002; Zeng et al., 2009). De ce fait, chez les individus
controles, HP1y et la cohésine pourraient contribuer a la mise en place d’une interaction
physique entre des segments de répeétitions D4Z4 ainsi que d’autres régions génomiques
distantes en cis ou trans (Figure 7). Par ce mécanisme, 1’hétérochromatine diffuse sur
plusieurs centaines de kb (Gruber et al., 2003; Horike et al., 2005; Li et al., 2003; Lomvardas
et al., 2006; Spilianakis et al., 2005; Tolhuis et al., 2002). Une perte des marques H3K9me3
aux repétitions D4Z4 compromettrait le recrutement de HP1ly et de la cohésine dans les
cellules musculaires. 1l en résulterait une perte des interactions de la chromatine et une levée

de I’inhibition de la transcription dans cette région (Zeng et al., 2009, 2014) (Figure 7).

D474 H3K9me3 D474
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FIGURE 7. Modele des changements chromatiniens aux répétitions D4Z4 liés a la perte des marques
épigénétiques H3K9me3 chez les patients FSHD. Les marques épigénétiques H3K9me3 (triangle noir)
chez les individus controles permettent le recrutement du variant protéique HP1y (hexagone gris) et de

la cohésine (rectangle gris clair) aux répétitions D4Z4 (triangle gris). HP1y et la cohésine pourraient

contribuer a la mise en place d’une interaction physique entre les régions D474 et d’autres régions
génomiques distantes en cis ou en trans, permettant ainsi une diffusion de I’hétérochromatine. Chez
les patients FSHD, les marques épigénétiques H3K9me3 sont perdues aux répétitions D4Z4 sur le
chromosome 4q et 10q. Les protéines HP1y et cohésines ne sont plus recrutées. Les interactions entre
les différentes régions chromatiniennes sont perdues, conduisant a I’expression des genes localisés
dans cette région (adapté de Zeng et al., 2009).

La triméthylation de H3K9 au niveau des répétitions D4Z4 est mise en place par I’histone
méthyltransférase H3K9 SUV39H1 (Suppressor of Variegation 3-9 Homolog 1) (Rea et al.,
2000; Zeng et al., 2009, 2014). Cependant, cette enzyme n’est pas mutée chez les patients
FSHD et le niveau global de H3K9me3 (i.e. dans le génome) est similaire entre patients
FSHD et individus contrbles (de Greef et al., 2007; Zeng et al., 2009). La perte des marques
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H3K9me3 au niveau des répétitions D4Z4 est donc probablement due a un défaut dans un
cofacteur de SUV39H1 ou dans un autre facteur de modification des marques épigénétiques

associees aux histones au niveau des répétitions D4Z4.

1.3.5.1.2. Modifications du profil de méthylation de I’ADN dans la FSHD

1.3.5.1.2.1. Généralités

La méthylation de I’ADN est une modification épigénétique fondamentale dans de nombreux
processus physiologiques dont le développement embryonnaire (Cantone and Fisher, 2013; Li
et al., 1993; Sharp et al., 2011; Smith and Meissner, 2013). Des variations dans le profil de
méthylation de I’ADN peuvent étre associées a diverses pathologies (Bergman and Cedar,
2013; Robertson, 2005; Robertson and Wolffe, 2000; Wilson et al., 2007). Cette modification
épigénétique, catalysée par des ADN méthyl-transférases, consiste en 1’ajout d’un groupe
méthyle sur le carbone en position 5 de la cytosine d’un dinucléotide CpG (Goll and Bestor,
2005).

Dans le génome humain, entre 70 a 90% des CpG sont méthylés, selon le type cellulaire. La
répartition des CpG et leur méthylation ne sont pas aléatoires dans le génome (Lander et al.,
2001). Par exemple, les sites d’initiation de la transcription au niveau de la majorité des
promoteurs (70%), sont des regions tres denses en CpG, tout comme les sequences répétées
(IMingworth and Bird, 2009; Lander et al., 2001; Larsen et al., 1992; Saxonov et al., 2006).
Ainsi, la fréquence de transcription d’un géne peut étre régulée par la méthylation ou non de
I’ADN au niveau de sa séquence promotrice (Moore et al., 2013). La méthylation de I’ADN
est une marque associee a la répression de la transcription (Cedar and Bergman, 2012;
Robertson, 2005).

1.3.5.1.2.1. Hypométhylation aux régions D4Z4 chez les patients FSHD

Le locus de la FSHD représente I'un des plus grands ilots CpG présent dans le génome
(Neguembor and Gabellini, 2010). En effet, les répétitions D4Z4 sont trés riches en GC (ratio
C+G de 70% contre 42% en moyenne dans le génome) avec une forte fréquence de
dinucléotides CpG (10% de CpG pour une fréquence moyenne de 1% dans le génome). Pas

moins de 325 CpG par répétitions D4Z4 sont dénombrés. De ce fait, les motifs D4Z4 sont des
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bons candidats pour une régulation épigénétique par méthylation de I’ADN (Gabriéls et al.,
1999; Hewitt et al., 1994; Jabbari and Bernardi, 2004; Tsien et al., 2001).

Chez les patients FSHD1 et les patients FSHD2, les répétitions D4Z4 sont hypométhylées
comparées a celles des individus contrbles (Gaillard et al., 2014; de Greef et al., 2007, 2009,
2010; Hartweck et al., 2013; Jones et al., 2014, 2015, van Overveld et al., 2003, 2005;
Sacconi et al., 2012). Ces changements du profil de méthylation entre individus contréles et
patients FSHD sont limités aux répétitions D4Z4. Ils sont, de plus, observés a I’identique dans
diverses cellules somatiques dont les cellules musculaires, les cellules mononuclées du sang
périphérique ou encore les fibroblastes (de Greef et al., 2007, 2009; Hartweck et al., 2013;
Jones et al., 2014; Lemmers et al., 2015a). Chez les patients FSHD1, cette hypométhylation
ne concerne que le chromosome porteur d’une contraction des répétitions D4Z4,
indépendamment de 1’haplotype : on parle d’hypométhylation contraction dépendante. Au
contraire, chez les patients FSHD2, qui ne possedent pas de contraction des répétitions D4Z4
sur le chromosome permissif, ce sont les chromosomes 4q et 10q qui sont hypométhylés,
indépendamment donc du nombre de répétitions : on parle d’hypométhylation contraction
indépendant. Ceci implique, pour les patients FSHD2, I’existence d’un défaut génétique
responsable de la perte de méthylation aux répétitions D4Z4 (de Greef et al., 2007, 2009, van
Overveld et al., 2003, 2005). Par ailleurs, la méthylation n’est pas uniforme au sein d’une
répétition D4Z4 ou entre les répétitions D4Z4 (Das and Chadwick, 2016; Gaillard et al., 2014;
de Greef et al., 2009; Hartweck et al., 2013; Huichalaf et al., 2014). En résumé, que le patient
FSHD soit porteur ou non d’une contraction des répétitions D4Z4 (respectivement, qu’il soit
FSHD1 ou FSHDZ2), une hypométhylation est toujours observée au niveau des répétitions

D4Z4, au moins sur le chromosome permissif 4gA.

Il n’y a pas de corrélation clairement averée entre le nombre de répétitions et le niveau de
méthylation (Gaillard et al., 2014; de Greef et al., 2009; Lemmers et al., 2015a; van Overveld
et al., 2005). En effet, les porteurs asymptomatiques, dont les répétitions D4Z4 sont
contractées sur le chromosome permissif 4gA, présentent un niveau de méthylation des
répétitions D4Z4 comparable a celui d’individus contréles (Gaillard et al., 2014). Cependant,
ces observations suggerent un lien entre le niveau de méthylation des répétitions D4Z4 et le
développement des symptémes de la FSHD, permettant d’expliquer en partie la pénétrance de
cette pathologie (Gaillard et al., 2014; de Greef et al., 2009; Lemmers et al., 2015a; van
Overveld et al., 2005).
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1.3.5.1.2.2. Loci associés aux patients FSHD2

SMCHD1

Afin d’expliquer la cause de I’hypométhylation contraction indépendante observée chez les
patients FSHD2, des défauts dans des facteurs génétiques ont été recherchés. Des mutations
dans un modulateur épigénétique, SMCHD1 (Structural Maintenance of Chromosomes
flexible Hinge Domain containing protein 1), localisé sur le chromosome 18, ont été
identifiées (Lemmers et al., 2012a, 2015a; Mitsuhashi et al., 2013b).

SMCHDL1 est un gene de 48 exons de la famille des protéines SMC (Structural maintenance
of chromosomes protein). Il code une protéine de 2 005 acides aminés pour un poids
moléculaire de 230kDa. D’un point de vue structural, la protéine SMCHD1 est composée, en
région C-terminale, d’un domaine charniere SMC (HD SMC Hinge domain), entouré de part
et d’autre de régions en double-hélice (CC coiled-coil region) et en région N-terminale, d’un
motif GHKL ATPase (DNA Gyrase, Heat shock protein 90, Histidine kinase, DNA mismatch
repair protein MutL) et d’un domaine homologue au domaine BAH (Bromo-Adjacent
Homology) (Brideau et al., 2015; Dutta and Inouye, 2000) (Figure 8).

Extremite GIKL BAH cc|l m |cc P
N-terminale C-terminale

FIGURE 8. Structure de la protéine SMCHD1. SMCHD1 est composée en région C-terminale d’un
domaine charniére SMC (HD SMC Hinge domain), entouré de part et d’autre de régions en double-
hélice (CC coiled-coil region). SMCHD1 est composée en région N-terminale d’un motif GHKL
ATPase (DNA Gyrase, Heat shock protein 90, histidine kinase, DNA mismatch repair protein MutL) et
d’un domaine homologue au domaine bromo-adjacent homolgy (BAH) (adapté de Brideau et al.,
2015).

D’un point de vue mécanistique, SMCHD1 s’homodimérise dans un premier temps par une
interaction entre les domaines SMC (Figure 9). Dans un second temps, I’homodimére se
positionne en formant une sorte de pince autour de I’ADN (Figure 9). Ce positionnement est
réversible et contrdlé par 1’activité ATPase du motif GHKL (Brideau et al., 2015; Chen et al.,
2016b; Hirano, 2006).
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FIGURE 9. Mécanisme d’homodérisation des protéines SMCHD1. Les protéines SMCHD1
s’homodimérisent par une interaction de leur domaine charniére HD (HD SMC Hinge domain).
L’homodimere vient ensuite se positionner sur I’ADN a la maniere d’une pince. Cette fixation a

I’ ADN est contrblée par 1’activité ATPase du motif GHKL (adapté de Brideau et al., 2015).

SMCHDL1 intervient dans différents processus cellulaires dont la mise en place et le maintien
de la méthylation de I’ADN de certains sous-ensembles d’ilots CpG lors de I’inactivation du
chromosome X, au niveau de séquences répétées ou encore au niveau de genes autosomaux
exprimes de maniére monallélique (empreinte parentale). SMCHD1 intervient également dans
la réparation des cassures double-brin de I’ADN (Blewitt et al., 2008; Coker and Brockdorff,
2014; Gendrel et al., 2013; Mould et al., 2013; Nozawa et al., 2013; Tang et al., 2014).

Chez 80% des patients FSHD2, SMCHD1 est muté pour I’un des all¢les (Blewitt et al., 2008;
van den Boogaard et al., 2015; Larsen et al., 2015; Lemmers et al., 2012a, 2015a, 2015b;
Mitsuhashi et al.,, 2013b; Sacconi et al., 2013; Winston et al., 2014). Les mutations
répertoriées chez les patients FSHD2, et associées a une hypométhylation des répétitions
D4z4, sont des mutations faux-sens, des mutations non-sens ou de petites délétions qui
parfois affectent les sites d’épissages (Figure 10). Ces mutations sont réparties dans tout le
géne SMCHD1. Lorsque les mutations affectent le cadre ouvert de lecture (ORF Open
Reading Frame), les transcrits mutants génerés sont instables et dégradés. De ce fait, la
quantité de transcrits SMCHDL1 totale (comprenant les transcrits naturels ou wild-type et
quelques transcrits mutants non dégradés) est diminuée chez les patients FSHD2 comparés
aux individus contrdles. Ainsi, le nombre potentiel de monomeres SMCHD1 fonctionnels est
réduit, suggérant un mécanisme d’haploinsuffisance lorsque les mutations affectent le cadre
ouvert de lecture. Les mutations faux-sens, quant a elles, ne modifient pas la stabilité des
transcrits mutants. Des quantités équivalentes de transcrits issus de I’alléele mutant et de

transcrits issus de 1’alléle wild-type sont présentes dans la cellule. Les protéines mutantes
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peuvent donc s’homodimériser et former des hétérodimeres avec les protéines wild-type. Il en
résulte une activité moindre de SMCHD1 ou un mode d’action selon un mécanisme trés

délétére de dominants négatifs (Lemmers et al., 2015a).

ATG ATPase domain
Protein I I = I T 1
12 | 1
o [T T2 e8] ] Le<<e] (o< =] [5] 5 }2 19 ) a0 (
| ; * [ *
SS(Rf833) S3(Rf702) [ SS5(Rf394) M(Rf1196)| M(Rf739) ‘ M(Rf}‘)Q)J\ i " S5(Rf268)
D(Rf973) i  M(RF1247) [otar 33 M(Rf300) | S5(RF696) S3(Rf644) ss(msa())‘ M(R{917) M(Rf676)
M(Rf866)  M(Rf1142) T M(Rf742, Rf959) D(Rf393)" S3(Rf549) S5(Rf1353)
- T I I ]
@@>23 | [ Il = I| ZCER | N B EXED T ECEI| KTl = D234
1 *
D(Rf909 S5(Rf725 i SS(H‘EH Rf874) M(Rf941) SS‘R{{)J‘), Rf1203) S5 Rf(1354) SS(RH‘)Z,R[]UI!P
S5 ‘(Rf 80, Rf936) 53(R(13SZ‘; é%(Rf879i M(Rf1126) M4(Rf683)
SS(Rf878,Rf1309) D(Rf753)
Hinge domain STOP PAS
O | |
(o] [ <o)y [P 5 >>al( % I
* *
|
S3(Rf1043)
Exons Mutations
5 Spllce site 3’ Splice site S3 3’ Splice site
+0 S5 5’ Splice site
D D +0 M  Missence
[ « W 1
K + 2
CI %  Frameshift mutation

FIGURE 10. Spectre des mutations dans SMCHD1 retrouvées chez les patients FSHD2. Les mutations
peuvent étre de type non-sens (en bleu), faux-sens (en violet), délétions (en vert), dans des sites
d’épissages en 3” ou 5’ (en rouge) et induire un décalage du cadre de lecture (astérisque). Les 48 exons
de SMCHD1 sont numérotés (1 a 48). La localisation des régions codantes pour les domaines APTase
et HD est indiquée au-dessus des exons (tiré de Lemmers et al., 2015a).

SMCHD1 est donc un bon candidat pour expliquer les modifications épigénétiques observées
chez les patients FSHD2 portant entre 10 et 20 répétitions D4Z4 (Lemmers et al., 2015a). En
effet, bien que son rdle dans 1’établissement et le maintien de la chromatine dans un état
réprimé ne soit a ce jour pas connu, il a été montré que SMCHDL1 interagit indirectement avec
les marques épigénétiques H3K9me3, par I’intermédiaire des protéines LRIF1 (Ligand
dependent nuclear receptor interacting factor 1) ou HBiX1 (Human inactive X chromosome
1) et HP1y (Brideau et al., 2015; Eberl et al., 2013; Hayakawa et al., 2003; Minc et al., 2000;
Nikolov et al., 2011; Nozawa et al., 2013; Zeng et al., 2014) (Figure 11). Or, les loci
préférentiellement régulés par LRIF1, HP1ly et la marque épigénétique H3K9me3 sont les
télomeres et les repétitions D4Z4 (Canudas et al., 2011; Déjardin and Kingston, 2009;

Lemmers et al., 2012a; Zeng et al., 2001) (Figure 11). Ainsi, dans le cas d’un mécanisme
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d’haploinsuffisance ou de dominants négatifs, la quantité de protéines SMCHD1 actives
pouvant se fixer au niveau des répétitions D4Z4 est probablement insuffisante pour maintenir
la chromatine dans un état réprimé (Figure 11). Malgré tout, 19% des patients FSHD2 avec
une mutation dans SMCHD1, une hypométhylation des répétitions D4Z4 et un haplotype

permissif sont asymptomatiques (Lemmers et al., 2012a).

Individus controles
(>11 répétitions D4Z4)

A H3K9me3
Etat hétérochromatinien ? CpG méthylé
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(1 & 10 répétitions D4Z4)
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FIGURE 11. Mod¢le d’interaction entre les différents facteurs épigénétiques aux répétitions D474
chez des individus contr6les et chez des patients FSHD. Chez les individus contrdles, les marques
épigénétiques de type H3K9me3 (triangle noir) et CpG méthylé (rond noir), permettent le recrutement
de SMCHDI1 par I’intermédiaire des protéines LRIF1 (ou HBiX1) et HP1y. Ces facteurs maintiennent
la chromatine dans un état condensé. Chez les patients FSHD, ces marques épigénétiques sont
perdues, ce qui compromet le recrutement des différentes protéines énoncées précédemment. La perte
de ces marques épigénétiques chez certains patients FSHD2 peut étre liée a une mutation dans
SMCHD1 (adapté de Himeda et al., 2015).

Par ailleurs, SMCHDL1 est un modificateur de la sévérité de la pathologie dans les familles
FSHD1 a 7-10 répétitions D4Z4. En effet, la combinaison d’une contraction des répétitions
D474 et d’une mutation dans SMCHD1 est associée a un développement précoce et une

progression plus rapide de la pathologie (Larsen et al., 2015; Sacconi et al., 2013).

Récemment, des mutations dans SMCHD1 ont été montrées comme impliquées dans le
développement de ’arhinie (absence congénitale partielle ou totale de nez) et le syndrome de
Bosma (Gordon et al., 2017; Shaw et al., 2017). Bien que certaines des mutations soient
identiques a celles identifiées chez des patients FSHD, aucune atteinte musculaire n’est
rapportée dans les cas d’arhinie ou de syndrome de Bosma. Inversement, une absence

congénitale partielle ou totale de nez n’est pas décrite chez les patients FSHD. Ces
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observations soulévent donc des questions quant au rble exact de SMCHD1 dans le

développement de ces pathologies au phénotype trés différent.

DNMT3B

Uniquement 80% des cas de FSHD2 peuvent s’expliquer par des mutations dans SMCHD1.
D’autres défauts dans des facteurs génétiques ont donc été recherchés. Récemment, des
mutations dans le modulateur épigénétique DNMT3B (DNA (cytosine-5)-methyltransferase 3
beta) localisé sur le chromosome 20, ont été mises en évidence chez des patients FSDH2 (van
den Boogaard et al., 2016).

DNMT3B est un gene de 23 exons appartenant a la famille des ADN méthyl-transférases 3
(DNMT3, qui compte les variants DNMT3A, DNMT3B et DNMT3L) et codant une protéine
de 853 acides aminés pour un poids moléculaire de 95kDa. DNMT3B posséde un domaine N-
terminal régulateur composé d’un motif PWWP et d’une région en doigt de zinc riche en
cystéine appelée domaine ADD (ATRX-DNMT3-DNMT3L) (Figure 12). Le domaine C-
terminal est un domaine catalytique méthyltransférase avec six motifs conserves (I, 1V, VI,
VIII, IX et X) dans la famille des protéines DNMT (Bestor, 2000; Chen et al., 2004; Cheng
and Blumenthal, 2008; Goll and Bestor, 2005; Lukasik et al., 2006; Qiu et al., 2002; Zhang et
al., 2010) (Figure 12).

Domaine catalytique MTase
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FIGURE 12. Structure de la protéine DNMT3B. DNMT3B posséde un domaine N-terminal régulateur
composé d’un motif PWWP et d’une région en doigt de zinc riche en cystéines appelée domaine ADD
(ATRX-DNMT3-DNMT3L). Le domaine C-terminal est un domaine catalytique méthyltransférase
avec six motifs conserveés (1, IV, VI, VI, IX et X) dans la famille des protéines DNMT.

Ces différentes structures sont impliquées dans la mise en place de la méthylation de novo des
CpG (Goll and Bestor, 2005; Okano et al., 1999). Ce role est particulierement important lors
des étapes précoces de I’embryogenése, notamment lors de la reprogrammation épigenétique
et la mise en place de ’empreinte parentale (Geiman and Muegge, 2010; Kim et al., 2009a; Li
etal., 1992, 1993). Le patron de méthylation établit par I’action de DNMT3A et DNMT3B est
ensuite maintenu au cours des divisions cellulaires par DNMT1, une autre ADN méthyl-
transférase (Goll and Bestor, 2005; Song et al., 2012). Cependant, DNMT3A et DNMT3B

participent également au maintien de la méthylation, notamment aux loci des genes de la
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lignée germinale ou des éléments répétés (Chen et al., 2003; Goll and Bestor, 2005; Liang et
al., 2002; Walton et al.,, 2011). De maniére intéressante, 1’un des mécanismes décrit
permettant de cibler spécifiqguement certaines regions genomiques lors de la mise en place de
la méthylation de novo, est une interaction directe de DNMT3A et DNMT3B avec la protéine

HP1 liee aux marques épigénétiques H3K9me3 (Lehnertz et al., 2003; Noh et al., 2016).

Chez certains patients FSHD2, des mutations dans ce modulateur épigénétique DNMT3B sont
associées a une hypométhylation des répétitions D4Z4 (van den Boogaard et al., 2016; Das
and Chadwick, 2016; Huichalaf et al., 2014). DNMT3B est donc aussi un bon candidat pour
expliquer les modifications épigénétiques observées chez les patients FSHD2 avec un faible
nombre de répétitions D4Z4 (entre 10 et 30). DNMT3B jouerait par ailleurs un role de
modificateur de la sévérité de la pathologie chez les patients FSHD1. En effet, des patients
avec neuf répétitions D4Z4 et porteurs d’une mutation dans DNMT3B ont un score de sévérité
clinique corrigé par 1’age, plus important que des patients portant uniquement neuf répétitions
D4z4. Cependant, une mutation dans DNMT3B avec un faible nombre de répétitions D4Z4
sur le chromosome permissif 4gA n’est pas toujours suffisante pour développer la FSHD (van
den Boogaard et al., 2016).

Parmi les deux principales modifications épigénétiques, a savoir la méthylation de I’ADN et
la modification post-traductionnelle de la queue des histones, il est difficile a ce jour de savoir
laguelle prédomine dans la FSHD. En effet, les modifications spécifiques des histones servent
généralement de marques pour le recrutement d’ADN méthyltransférases qui permettent alors
la méthylation de I’ADN. Mais dans certains cas, la méthylation de ’ADN peut également
promouvoir la modification post-traductionnelle spécifique de la queue des histones (Cedar
and Bergman, 2012; Jones et al., 1998; Lachner et al., 2001; Nan et al., 1998; Sarraf and
Stancheva, 2004). La perte de 1’une, de 1’autre, voire de ces deux marques, pourrait étre
suffisante pour lever une répression transcriptionnelle au locus FSHD (Das and Chadwick,

2016; Li, 2002). Ces hypothéses restent a confirmer.

En résumé, il existe deux classes de FSHD génétiquement différentes mais phénotypiquement
identiques. Les patients FSHD1 (95% des patients) présentent une contraction des répétitions
D4Z4 sur le chromosome permissif 4gA, associée a une perte des marques épigéenétiques
répressives au niveau de ce macrosatellite (Figure 13). Les patients FSHD2 (5% des patients),
quant a eux, ne présentent pas de contraction des répétitions D424, mais sont hypométhylés et
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ont perdu la marque répressive H3K9me3 aux niveaux des motifs D4Z4, en raison d’une
mutation dans le modulateur épigénétigue SMCHD1 ou le modulateur épigénétique DNMT3B
ou d’autres facteurs encore non identifiés (Figure 13). Le point commun entre la FSHD1 et la
FSHD?2 est donc une perte des marques épigénétiques répressives aux repétitions D424 sur le

chromosome permissif 4gA (Figure 13).

Centromere Télomere Légende :
\l/ ® Marques épigénétiques répressives
Chromosome4 : | |mf (]) Régiondg3s D Répétition DAZ4 (3,3kb)
11 4 100 répétitions D4Z4
? Télomere
43S / Non FSH
K K K K K K K K K K K K K K
FSHD1 (95%) | FSHD2 (5%)
Contraction du nombre de 1 a 10 répétitions 10 a 100 répétitions | Mutation dans SMCHD !
répétitions D474 D4Z4 D474 ouDNMT3B
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FIGURE 13. Caractéristiques génétiques et épigénétiques des patients FSHD1 et FSHD2. Le locus
FSHD est localisé en région subtélomérique 4g35. Dans cette région a 40-60kb du télomere, se trouve
un macrosatellite d’un motif de 3,3 kb appelé D4Z4 (représenté par un triangle gris), délimité par les

sites de restriction reconnue par I’enzyme Kpnl (K). Les individus controles possedent dans cette

région entre 11 et 150 répétitions D4Z4. Les patients FSHD1 possédent, quant a eux, entre 1 et 10

répétitions D4Z4. Par ailleurs, cette contraction des répétitions D4Z4 est associée a une perte des
marques épigénétiques répressives (méthylation de I’ADN, H3K9me3). Les patients FSHD2 ne sont
pas contractés au niveau des répétitions D4Z4 mais ont également perdu les marques épigénétiques
répressives en raison de mutations dans les modificateurs épigénétiques SMCHD1 ou DNMT3B ou
d’autres facteurs non identifiés.

1.3.5.1.3. Activité insulateur des répétitions D4Z4

Les insulateurs sont des séquences d’ADN avec deux fonctions distinctes non-exclusives.
Lorsque I’insulateur est situé entre un enhancer et un promoteur, il permet de bloquer I’action
de I’enhancer sur le promoteur. Les enhancers sont des séquences d’ADN allant d’une
dizaine a quelques centaines de nucléotides, sur lesquels se fixent des protéines qui permettent
de stimuler la transcription de génes, parfois localisés a une distance de plus de 100kb du
géne. De ce fait, bloquer I’action d’un enhancer sur un promoteur a pour conséquence de

réguler négativement la transcription du géne en aval. Dans d’autres situations, 1’insulateur
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peut jouer le rble d’une « barriere chromatinienne » en empéchant la diffusion de
I’hétérochromatine le long de la chromatine (West et al., 2002). Les répétitions D4Z4 ont ces

propriétés d’insulateur (Ottaviani et al., 2009a).

Plus précisément, chaque répétition D4Z4 contient un site de fixation pour la protéine CTCF
(CCCTC-binding Factor) (position 382 a 814 a partir du site de restriction Kpnl de chaque
répétition D4Z4). CTCF est une proteine multifonctionnelle intervenant dans la répression ou
I’activation de la transcription. Elle est impliquée dans les mécanismes insulateurs et favorise
I’attachement de séquences spécifiques a la périphérie nucléaire (Filippova, 2008; Gaszner
and Felsenfeld, 2006; Yusufzai et al., 2004). La fixation de CTCF sur une séquence ADN est
altérée par la méthylation de I’ADN (Bell and Felsenfeld, 2000; Hark et al., 2000; Kanduri et
al., 2000; Wang et al., 2012). La protéine CTCF est nécessaire mais pas suffisante a la
régulation de 1’activité insulateur des répétitions D4Z4. En effet, une autre interaction, avec
les lamines A/C le long des répétitions D424, a proximité de la sequence reconnue par CTCF,
intervient également dans la régulation de cette activité insulateur du motif D424 (Ottaviani et
al., 2009a, 2009b, 2010). Ainsi, il est supposé que dans un contexte non contracté et
hyperméthylé, la protéine CTCF n’est pas liée aux répétitions D4Z4. Les répétitions D4Z4
pourraient alors jouer un réle de répresseur. Au contraire, une réduction du nombre de
répétitions D4Z4, associee a une hypométhylation, favorise la fixation de CTCF et des
lamines A/C. La fonction biologique des répétitions D4Z4 est modifiée. Les motifs D4Z4
jouent alors le réle d’un insulateur et peuvent protéger une partie de la région 4q35 de la
diffusion de I’hétérochromatine associée a la région subtélomérique (Ottaviani et al., 2009a,
2010).

1.3.5.1.4. Localisation nucléaire des répétitions D4Z4

Un autre niveau de régulation de I’expression des genes est celui de I’architecture nucléaire,
c’est-a-dire ici la localisation de la chromatine dans le noyau mais également son interaction
dynamique avec d’autres composants nucléaires (Andrulis et al., 1998; Cremer and Cremer,
2001; Csink and Henikoff, 1996; Francastel et al., 2000; Jackson, 2003; Marshall, 2003). Le
noyau est structuré en différents compartiments dans lesquels une fonction bien spécifique,
comme la transcription ou la réplication, est realisee (Spector, 2001). Ainsi, un chromosome
ou une région chromosomique occupe un espace distinct et défini dans le noyau en fonction

de sa densité en sequences codantes, de son activité transcriptionnelle, mais aussi de sa taille

53



(Sun et al., 2000; Tanabe et al., 2002). De fagon simplifiée, les régions riches en
hétérochromatine sont principalement retrouvées a la périphérie nucléaire au contraire des
régions riches en euchromatine dispersées dans le noyau (Cockell and Gasser, 1999; Finlan et
al., 2008; Kalverda et al., 2008; Reddy et al., 2008; Shopland et al., 2003). L’accés des
facteurs de transcription a un géne est alors fonction de la position relative du gene dans le
noyau (Baxter et al., 2002; Kurz et al., 1996). Cette organisation tridimensionnelle du noyau
dépend d’une interaction entre des segments chromosomiques et la lamina qui recouvre la
surface interne de 1’enveloppe nucléaire (Guelen et al., 2008; Malhas et al., 2007; Marshall,
2003; Mattout-Drubezki and Gruenbaum, 2003). Ainsi, il a été proposé que la contraction des
répétitions D4Z4 pourrait altérer la localisation de la région 4q35 dans le noyau et de facto
modifier le profil transcriptionnel des génes localisés dans cette région chromosomique
(Bickmore et al., 2003; Masny et al., 2004; Tam et al., 2004; Winokur et al., 2003a).

La région subtélomérique 4q35, chez les patients FSHD et les individus controles, est
localisée a proximité de I’enveloppe nucléaire dans un compartiment dit d’hétérochromatine.
Au contraire, la région homologue subtélomeérique 10935 présente une localisation nucléaire
plus centrale (Masny et al., 2004; Ottaviani et al., 2009b; Tam et al., 2004). Cette localisation
de la région 4q35 a proximité de I’enveloppe nucléaire chez les patients FSHD et les individus
controles, dépend d’une interaction avec les lamines A/C constituant la lamina (Guelen et al.,
2008; Masny et al., 2004; Ottaviani et al., 2009b, 2010; Tam et al., 2004). Elle est commune
a différents types cellulaires (Masny et al., 2004; Tam et al., 2004).

Cependant, bien que la région 4q35 soit localisée a proximité de I’enveloppe nucléaire chez
les patients FSHD et les individus contréles, une contraction des répétitions D4Z4 modifie
Iégerement cette localisation nucléaire du locus 435 a proximité de I’enveloppe nucléaire. En
effet, un locus 4q35, avec un grand nombre de répétitions D4Z4, présente une localisation un
peu moins périphérique qu’un locus 4q35 avec peu de répétitions D4Z4 (Ottaviani et al.,
2009b) (Figure 14). Plus précisément, le locus 4935 des individus contrbles est attaché a
I’enveloppe nucléaire par une interaction entre les lamines A/C et une séquence localisée en
amont des répétitions D4Z4 (Guelen et al., 2008; Masny et al., 2004; Ottaviani et al., 2009b,
2010; Tam et al., 2004) (Figure 14). Ce systéme d’ancrage a ’enveloppe nucléaire confére
une certaine mobilité a la région 4q terminale. Chez les patients FSHD, les répétitions D4Z4
sont contractées et hypoméhtylées, ce qui permet le recrutement de CTCF (Ottaviani et al.,
2009a, 2009b, 2010; van Overveld et al., 2003). Or la protéine CTCF, outre son implication
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dans I’activité insulateur de D4Z4, et de par son association aux lamines A/C, contribue
également a I’ancrage a I’enveloppe nucléaire des motifs D474 (Ottaviani et al., 2009b, 2010)
(Figure 14). Ainsi, chez les patients FSHD, la combinaison d’un ancrage médié par une
séquence localisée en amont des répétitions D4Z4 et d’un ancrage médié par la protéine
CTCEF, le tout dépendant des lamines A/C, limite la diffusion du locus 4qg35 vers le centre du
noyau (Ottaviani et al., 2009b, 2010) (Figure 14). Ce changement d’environnement

périphérique pourrait impacter 1’expression des genes avoisinants.
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FIGURE 14. Modeéle de localisation nucléaire de la région subtélomérique 435 chez des individus
controles et des patients FSHD. Chez les individus contréles, le locus 4q35 est attaché a I’enveloppe
nucléaire par une interaction entre les lamines A/C et une séquence (rond blanc) localisée en amont
des répétitions D424 (rectangle gris). Chez les patients FSHD, la perte des marques épigénétiques
permet le recrutement de CTCF (rond noir) a chaque répétition D4Z4. Outre le rdle insulateur de
CTCF, I’association de CTCF et des lamines A/C contribue a la mise en place d’un second ancrage a
I’enveloppe nucléaire des motifs D4Z4. Ce changement de localisation nucléaire peut induire des
dérégulations géniques au locus 4935 (adapté de Ottaviani et al., 2009b, 2010).

Par ailleurs, dans le noyau interphasique, la chromatine est organisée en boucles attachées au
squelette ou a la matrice nucléaire via des séquences d’ADN spécifiques appelées SIMARSs
(Scaffold / Matrix Associated Regions) (Buongiorno-Nardelli et al., 1982; Cockerill and
Garrard, 1986; McCready et al., 1979; Mirkovitch et al., 1984; Vassetzky et al., 2000a). Ces
séquences d’ADN de 200 a 1000bp, généralement riches en AT ou GC, correspondent
souvent a des fragments d’ADN courbes qui peuvent s’ouvrir localement (Fiorini et al., 2006;
Kohwi-Shigematsu and Kohwi, 1990; Liebich et al., 2002; Razin, 2001; Vassetzky et al.,

2000a, 2000b). Les S/MAR sont localisés dans des régions non transcrites, et plus
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précisément dans les introns, a proximité de régions codantes ou de séquences régulatrices
(Cockerill and Garrard, 1986; Gasser and Laemmli, 1986; K&s and Chasin, 1987; Keaton et
al., 2011; Vassetzky et al., 2000a). Certains S/MARs peuvent avoir un role d’insulateur
(Antes et al., 2001; Bode et al., 2000; Gombert et al., 2003; Vassetzky et al., 2000a; West et
al., 2002; Yusufzai et al., 2004).

Individus controles

Vers le
télomére

Vers le
centromére

Patients FSHD
\
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Vers le Vers le
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Matrice nucléaire |

FIGURE 15. Modéle d’attachement de la chromatine a la membrane nucléaire interne au niveau de la
région subtélomérique 4q35 chez des individus contrdles et des patients FSHD. Une séquence d’ADN
spécifique S/IMAR (rectangle noir) localisée juste en amont des répétitions D4Z4 (triangle gris) permet
une interaction avec la matrice nucléaire. Cette interaction isole les répétitions D4Z4 au sein d’une
boucle chromosomique. Chez les patients FSHD, la modification des marques épigénétiques (et la
contraction des répétitions D4Z4) induit la perte de I’interaction entre la séquence S/MAR et la
matrice nucléaire. Les répétitions D4Z4 ne sont plus isolées. Ce changement de localisation de la
chromatine peut conduire a une dérégulation génique dans cette région (adapté de Petrov et al., 2006).

Le locus 4qg35 contient une séquence S/IMAR juste en amont des répétitions D4Z4 (Figure
15). Ainsi, dans des cellules non musculaires et des myoblastes controles, les répétitions
D474 sont isolées au sein d’une boucle (Petrov et al., 2006) (Figure 15). Chez les patients
FSHD, I’interaction entre le S/MAR en amont des répétitions D4Z4 et la matrice nucléaire est
diminuée d’environ 30%. Les répétitions D474 et les génes avoisinants du locus 435 sont
alors regroupés sur la méme boucle (Petrov et al., 2006) (Figure 15). L’absence d’interaction
entre la séquence S/IMAR au locus 4935 et la matrice nucléaire chez les patients FSHD serait
due aux modifications épigénétiques locales. En effet, la perte des marques épigénétiques

répressives aux histones et I’hypométhylation de I’ADN réduisent le recrutement de protéines
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associées aux S/MAR et impliquées dans I’interaction avec la matrice nucléaire, dont MECP2
(Methyl Cytosine Binding Protein 2) (Horike et al., 2005; Kisseljova et al., 2014; Klose et al.,
2005; van Overveld et al., 2003; Stratling and Yu, 1999). Ce changement dans 1’organisation
des domaines de la chromatine pourrait conduire a une dérégulation de 1’expression des génes

en cis au locus FSHD (Petrov et al., 2006, 2008).

1.3.5.1.5. Role de la taille des télomeres dans la FSHD

En raison de la localisation des répétitions D4Z4 en région subtélomérique, un effet de
position télomérique a également été recherché (Stadler et al., 2013). Les téloméres, ces
séquences d’ADN non codantes répétées en tandem (TTAGGG chez ’Homme) situées a
I’extrémité de la chromatine et trés conservées, voient leur longueur diminuer au cours des
cycles cellulaires (Harley, 1991; Harley et al., 1990; Hastie et al., 1990; de Lange, 2004;
Meyne et al., 1989; Moyzis et al., 1988; Shay and Wright, 2011). Lorsque les télomeéres
atteignent une taille critique, la cellule rentre dans un état de quiescence ou en sénescence
(Harley, 1991; Shay, 2003). Le raccourcissement des téloméres peut étre contré par 1’action
d’une enzyme, la télomérase, qui permet de maintenir la longueur des télomeres dans les
cellules germinales et certaines cellules somatiques cancéreuses (Collins and Mitchell, 2002;
Greider, 1991; Greider and Blackburn, 1985; Shay and Wright, 2011). Les télomeres ont un
role protecteur contre la perte de 1’information génétique, mais aussi contre les exonucléases
et évitent que les extrémités chromatiniennes ne soient reconnues comme des cassures
double-brin  (Shay, 2003; Shay and Wright, 2011). Une autre conséquence du
raccourcissement des télomeéres est la modification de 1’expression des génes environnants.
En effet, les téloméres sont des régions fortement condensées. L’hétérochromatine
télomérique, en 1’absence de barriéres subtélomériques, peut se propager et induire une
répression transcriptionnelle des genes a proximité (Ottaviani et al., 2008). C’est I’effet de
position télomérique (Baur et al., 2001; Gottschling et al., 1990; Koering et al., 2002; Lou et
al., 2009; Pedram et al., 2006; Zakian, 2012). Logiquement, plus le géne sera éloigné de la
région télomérique, moins la réduction de la taille du télomere aura d’impact sur son niveau

d’expression.

Au niveau du chromosome 4q, la longueur des télomeres, dans un systeme artificiel, est
inversement corrélée au niveau d’expression des génes localisés en 4q35 (Robin et al., 2015;

Stadler et al., 2013). La réduction de la longueur des télomeéres pourrait donc aider a la
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modification de I’expression des génes en 4qg35 dans la FSHD (Robin et al., 2015; Stadler et
al., 2013). En effet, et malgré le fait qu’aucune étude n’ait encore démontré une différence
dans la longueur des teloméres entre patients FSHD et individus contréles, la réduction des
télomeéres est accélérée dans certaines dystrophies musculaires en raison de la forte division
des cellules satellites au cours des processus de régénération, plus nombreux. Cela pourrait
étre également le cas dans la FSHD (Decary et al., 2000). De plus, la variation de la longueur
des télomeres inter-individus pourrait étre un élément explicatif de la penétrance de la FSHD
(Stadler et al., 2013). En effet, des individus avec des télomeéres courts pourraient développer
la FSHD plus tot et avec une plus grande probabilité que des individus avec des télomeres

plus longs.

1.3.5.1.6. Reégulations épigenetiques au locus 4g35 par des complexes protéiques
et des ARN non codants

Un autre niveau de régulation de la transcription des génes fait intervenir des facteurs
protéiques qui reconnaissent des séquences spécifiques d’ADN. Ces facteurs protéiques
peuvent activer ou au contraire empécher I’expression de génes. De ce fait, un des
mécanismes proposé pour la FSHD est une modification des interactions protéiques aux
répétitions D4Z4 impactant le profil d’expression des génes du locus 4g35 (Gabellini et al.,
2002).

Chaque répétition D4Z4 contient une sequence de 27bp appelée DBE (D4Z4 Binding
Element) (CCATTCATGAAGGGGTGGAGCCTGCCT) (Gabellini et al., 2002). Cette
séquence est un élément de répression transcriptionnelle. Elle permet le recrutement de
protéines du complexe Polycomb dont notamment le facteur de transcription YY1 (Yin Yang
1), la protéine EZH2 (Enhancer of Zeste Homolog 2), la protéine associée a la chromatine
non-histone HMGB2 (High-Mobility Group Protein B2) et la nucléoline qui compose
plusieurs complexes de facteurs de transcription (Cabianca et al., 2012; Déjardin and
Kingston, 2009; Gabellini et al., 2002; Hanakahi et al., 1997; Infante et al., 2015; Margueron
and Reinberg, 2011; Schulz et al., 2001; Thomas and Seto, 1999; Thomas and Travers, 2001,
Ying et al., 2000). De maniere intéressante, HMGB2 peut interagir avec HP1 pour former un
complexe de répression transcriptionnelle (Lehming et al., 1998). Les protéines du complexe

Polycomb sont également retrouvées enrichies en amont des répétitions D4Z4, au niveau d’un
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élément appelé NDE (NonDeleted Element) (Cabianca et al., 2012). Le complexe Polycomb,
et le complexe antagoniste Trithorax, constituent des groupes d’éléments qui modifient
I’architecture de la chromatine et par consequent I’expression des génes a proximité de leurs
sites de fixation (Ringrose and Paro, 2004; Schuettengruber et al., 2007). La présence de
protéines du complexe Polycomb aux répétitions D4Z4 et en amont des répétitions D424 chez
les individus contrdles induit une répression des génes avoisinants par mise en place
d’hétérochromatine (Cabianca et al., 2012; Gabellini et al., 2002).

Cependant, le motif DBE n’est pas uniquement un Site de recrutement des protéines du
complexe Polycomb. Chez les patients FSHD, la séquence démarrant au motif DBE et se
poursuivant au-dela du site NDE localisé en amont des répétitions D4Z4, est transcrite en un
long ARN non codant (dit antisens) nommé DBE-T (D4Z4 Binding Element-Transcript)
(Block et al., 2012; Cabianca et al., 2012) (Figure 16). DBE-T joue un role positif sur la
transcription des genes en cis au locus 4935. En effet, il permet de modifier la structure
chromatinienne en recrutant des protéines du complexe Trithorax, dont ASH1L (ASH1 Like
histone lysine methyltransferase) (Cabianca et al., 2012; Gregory et al., 2007,
Schuettengruber et al., 2007). Par ailleurs, dans un schéma de boucle rétro-positive, ASH1L

active la transcription de DBE-T (Cabianca et al., 2012).

Ainsi, il est supposé que chez les individus contrbles, le recrutement de protéines du
complexe Polycomb principalement aux séquences DBE de chaque répétition D4Z4, ainsi
qu’au motif NDE, induit une répression de la transcription des génes au locus 4q35 par
¢établissement d’une structure d’hétérochromatine (Cabianca et al., 2012; Gabellini et al.,
2002) (Figure 16). Chez les patients FSHD, la réduction du nombre de répétitions D4Z4 a
pour conséquence une réduction de la fixation du nombre de complexes répresseurs totaux et
une transcription de I’ARN non codant DBE-T (Figure 16). La production de DBE-T permet
alors le recrutement de protéines du complexe Trithorax et donc une levée de la répression des
genes de la région 4qg35 par perte des marques épigénétiques répressives (Bodega et al., 2009;
Cabianca et al., 2012; Gabellini et al., 2002) (Figure 16). Cependant, un réle de DBE-T dans
le développement de la FSHD est & moduler. En effet, des patients FSHD présentant des
délétions majeures juste en amont des répétitions D4Z4, incluant la sequence NDE, ont été
décrits (Deak et al., 2007; Lemmers et al., 2003). Chez ces patients, un role de DBE-T dans le
développement de la FSHD est donc exclu.
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FIGURE 16. Modéle de la régulation transcriptionnelle des génes au locus 4q35 médiée par les
protéines du complexe Polycomb et Trithorax chez des individus contrdles et des patients FSHD. Chez
les individus contrdles, des protéines du complexe Polycomb (rond gris foncé) sont recrutées aux
séquences DBE présentes au niveau de chaque répétition D424 (triangle gris). Le complexe Polycomb
permet une répression transcriptionnelle des génes du locus 4g35. Chez les patients FSHD, la
contraction des répétitions D4Z4 réduit le recrutement du nombre de complexes Polycomb totaux et
permet une transcription de I’ARN non codant DBE-T. La production de DBE-T induit le recrutement
de protéines du complexe Trithorax (rond noir). La répression transcriptionnelle des génes en 435 est
levée (adapté de Cabianca et al., 2012; Gabellini et al., 2002).

La conséquence de la perte des marques épigénétiques associées a 1’hétérochromatine est
donc une potentielle levée de la répression transcriptionnelle des génes localisés a proximité
du locus FSHD. Cette idée est confortée par la découverte d’un enhancer au niveau du motif
D4Z4 (position 1 & 170) (Petrov et al., 2008). L activité de cet enhancer est dépendante de la
fixation du facteur de transcription KLF15 (Krippel-Like Factor 15) (Dmitriev et al., 2011).
L’expression de KLF15 est contrdlée par les facteurs de transcription myogéniques comme
MyoD. Par conséquent, KLF15 est exprimé durant la différenciation musculaire. Par ailleurs,
les facteurs de transcription myogéniques sont plus exprimés dans les cellules de patients
FSHD comparées aux cellules d’individus contréles (Broucgsault et al., 2013; Dmitriev et al.,
2011). 1l en résulte une augmentation plus importante de la fréquence de transcription de
KLF15 dans les myoblastes et myotubes de patients FSHD, en comparaison aux myoblastes et
myotubes d’individus controles. L’activité enhancer des répétitions D4Z4 est alors plus

importante dans les cellules de patients FSHD (Dmitriev et al., 2011).

Ainsi, il est supposé qu’au cours de la différenciation musculaire, en présence de marques
épigénétiques répressives (méthylation de 1’ADN, modification post-traductionnelles de la

queue des histones) (associées ou non a la contraction des répétitions D4Z4), I’enhancer n’est
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pas accessible a la faible quantité de protéines KLF15. De ce fait, la transcription des genes au
locus FSHD n’est pas favorisée (Figure 17). A I’inverse, chez les patients FSHD, une forte
expression de KLF15, associée a la perte des marques epigénetiques répressives aux
répétitions D4Z4, permet la fixation de KLF15 a I’enhancer, et par conséquent, 1’activation
transcriptionnelle des genes en 435 dont la dérégulation confere un phénotype FSHD
(Dmitriev et al., 2011) (Figure 17).

Expression de KLF15
faible .

Individus contrles x

4q35
Facteurs de transcription Telomere
myogeniques (ex MyoD) . Heétérochromatine
\ . K—»
Chromosome 3 KLFI5 . KLF15
Les facteurs de transcription myogéniques sont plus Expression de KLF15 ®  CpG méthylé
exprimés chez les patients FSHD que les individus contréles élevée . P Y
Patients FSHD @
+++
1q35 B B —

. Telomére
Euchromatine

FIGURE 17. Modéle d’activation de I’enhancer aux répétitions D424 par le facteur de transcription
KLF15 au cours de la différenciation musculaire chez des patients FSHD ou des individus controles.
L’expression de KLF15 est controlée par les facteurs de transcription myogéniques. Chez les individus
controles, peu de protéines KLF15 sont produites. De plus, les marques chromatiniennes répressives
empéchent la fixation de KLF15 aux séquences enhancer présentes au niveau de chaque répétition
D4Z4. La transcription des genes du locus FSHD n’est pas favorisée. A I’inverse, chez les patients
FSHD, la fréquence de transcription de KLF15 est plus ¢élevée en raison d’une expression plus
importante des facteurs myogéniques. Cette forte expression de KFL15, associée a une perte des
marques épigénétiques répressives, permet la fixation de KFL15 a I’enhancer. 1l en résulte une
activation transcriptionnelle des génes en 435 et un phénotype FSHD (adapté de Dmitriev et al.,
2011)

1.3.6. Génes candidats pour la FSHD

L’une des priorités de la recherche sur la FSHD est de déterminer quels sont les génes
dérégulés dans la FSHD et de comprendre comment ces dérégulations peuvent conduire au
phénotype FSHD. Les modé¢les précédemment décrits suppose qu’une combinaison entre la
contraction des repetitions D4Z4 et la perte des marques épigénétiques répressives pourrait
induire une modification globale de la structure de la chromatine conduisant, par effet de

position, a un changement du profil de transcription des génes a proximité des répétitions
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D4Z4 (Hewitt et al., 1994; Jiang et al., 2003; Winokur et al., 1994). Bien que plusieurs genes
soient localisés en aval des répétitions D424, seuls certains sont proposés comme dérégulés
dans la FSHD : ANT1 (ou SLC25A4), FAT1, FRG1, FRG2 (Tableau 3, Figure 18).

TABLEAU 3. Liste des génes présents en région subtélomérique 4g35. Pour chaque gene, son nom
ainsi que sa position en kb par rapport a la premiére répétition D4Z4 sont indiqués. Les genes
potentiellement dérégulés dans la FSHD sont indiqués en gras (adapté de Masny et al., 2010).

Géne Nom Distance en kb des répétitions D424
FRG2 FSHD region gene 2 35
TUBB4Q Tubulin 4q pseudogene 97
DUX4c Double homeobox protein 4c 42
FRG1 FSHD region gene 1 141
FAT1 FAT tumor suppressor homolog 3508
F11 Coagulation factor XI 3816
KLKB1 Kallikrein B 3855
CYP4V2 Cytochrome P450, family 4 3890
TLR3 Toll-like recepetor 3 4012
SORBS2 (ARGP2) Sorbin and SH3 domain containing 2 4540
ALP (PDLIM3)  PDZ and LIM domain 3 4581
LRP2BP LRP2-binding protein 4717
SNX25 Sorting nexin 25 4888
ANT1 (SLC25A4) Adenine Nucleotide Translocase 1 4936
HELT Hey-like transcriptional repressor 5060
IRF2 Interferon regulatory factor 2 5702
ING2 Inhibitor of growth family, member 2 6574

Chromosome 4q .
I::> <i // <::| Telomere
ANTI Earr 1/ FRGI FRG2 Motif D474
i < 55kb >
</ 3,5Mb
4,9Mb

FIGURE 18. Localisation des différents génes en région subtélomérique 4935 pouvant étre impliqués
dans le développement de la FSHD. Pour chaque géne (représenté par une fléche grise), sa distance
vis-a-vis de la premiére répétition D4Z4 (triangle gris) est reportée en kb ou Mb (adapté de Masny et
al., 2010).

1.3.6.1. FRG1

FRG1 (FSHD Region 1) a été propose pour la premiére fois en 1996 comme un géne candidat
de la FSHD (van Deutekom et al., 1996b). Ce gene est localisé a 141kb en amont des

62



répétitions D4Z4 sur le chromosome 4q (Masny et al., 2010). L’ORF FRG1, composé de neuf
exons, produit un transcrit de 1042bp traduit en une protéine de 258 acides aminés (van
Deutekom et al., 1996b). FRG1 (29kDa) posséde deux NLS (Nuclear Localization Signal), un
motif lipocaline, impliqué dans le transport de petites particules hydrophobes et un domaine
central fascin-like, permettant une interaction avec le cytosquelette d’actine (Edwards and
Bryan, 1995; Flower, 1996; Kureishy et al., 2002; Liu et al., 2010).

FRGL1 est une protéine multifonctionnelle a localisation nucléaire et cytoplasmique (Hanel et
al., 2011; Liu et al., 2010; Sun et al., 2011). Au niveau nucléaire, la protéine FRG1 est
retrouvée aux sites de synthése des ARNs (nucléoles, corps de Cajal) ou elle intervient
comme activateur du complexe d’épissage des ARNs (Bessonov et al., 2010; Jurica et al.,
2002; van Koningsbruggen et al., 2004, 2007; Makarov et al., 2002; Rappsilber et al., 2002).
FRGL1 interagit également avec TAP (Transporter associated with Antigen Processing), une
protéine impliquée dans I’export nucléaire, dont celui des ARNs (Griter et al., 1998). Au
niveau cytoplasmique, FRGI interagit avec le cytosquelette d’actine (Liu et al., 2010; Sun et
al., 2011). Ainsi, il est supposé que dans le noyau, FRG1 s’associc a I’ARNmM en cours de
synthese pour permettre dans un premier temps son épissage puis dans un second temps son
export par la voie TAP-NXT1. Une fois dans le cytoplasme, le complexe ARNm-FRG1 se
fixe au cytosquelette d’actine pour rejoindre un lieu de traduction de ’ARNm (Sun et al.,
2011). Dans la cellule musculaire, la protéine FRG1 est en plus retrouvee localisée au niveau

des sarcomeres, plus particulierement des disques Z (Hanel et al., 2011; Liu et al., 2010).

Une surexpression de FRG1 dans plusieurs modeles animaux (murin, Xenopus ou
Caenorhabditis elegans) montre que FRG1 intervient dans le développement musculaire et
vasculaire (Gabellini et al., 2006; Hanel et al., 2009; Liu et al., 2010; Wuebbles et al., 2009,
2010). Ces modéles permettent de récapituler la majorité des signes cliniques, musculaires et
vasculaires, associés & FSHD a I’exception de 1’asymétrie (Gabellini et al., 2006; Hanel et al.,
2009; Liu et al., 2010; Wuebbles et al., 2009). Plus précisément, dans un modéle de souris
surexprimant FRG1, des analyses histologiques ont montré une augmentation de la taille des
fibres musculaires, la présence de noyaux centraux caractérisant une régénération musculaire
suite a une lésion et une nécrose des fibres (Gabellini et al., 2006). Une surexpression de
FRGL1 altere la myogenese, ainsi que la prolifération et la migration des cellules satellites ou
des myoblastes (Chen et al., 2011; Hanel et al., 2009; Wuebbles et al., 2009). Par ailleurs, une
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surexpression de FRG1 conduit a une augmentation de 1’angiogenése et une dilatation des

vaisseaux sanguins (Wuebbles et al., 2009).

Ces modeles ont également permis d’étudier le role de FRGI1 dans 1’apparition des
symptdmes dystrophiques, et ce a un niveau moléculaire. Il a notamment été montré que
FRG1, en diminuant la stabilit¢ de I’ARNm, régule négativement I’expression du facteur
d’épissage RBFOX1 (RNA Binding Protein FOX1) exprimé dans le cerveau, le muscle
squelettique et le cceur (Damianov and Black, 2010; Fukumura et al., 2007; Kuroyanagi,
2009; McKee et al., 2005; Pistoni et al., 2013; Tang et al., 2009). Une conséquence de la
diminution de RBFOX1, et donc de la surexpression de FRGI1, est une augmentation du
transcrit CAPN3 (Calpain 3) ou I’exon 6 est exclu (Pistoni et al., 2013). CAPN3 appartient a
la famille des protéases calcium-dépendantes solubles et non lysosomales. Cette protéine
permet de maintenir I’intégrit¢ du muscle et donc sa fonction, notamment au cours de la
différenciation (Beckmann and Spencer, 2008). L’exon 6 de CAPN3 code une séquence
d’acides aminés impliqués dans 1’auto-inhibition de la protéine (Beckmann and Spencer,
2008). Cette isoforme de CAPN3 ou 1’exon 6 est exclu, n’est pas présente dans le muscle
adulte contr6le mais semble intervenir au cours du développement et de la régénération
musculaire. Une surexpression de CAPN3 sans exon 6 dans un muscle adulte résulte en un
développement musculaire anormal (Pistoni et al., 2013). A noter que les souris exprimant
cette isoforme de CAPN3 présentent le méme phénotype que des souris surexprimant FRGL.
De plus, le niveau d’expression de CAPN3 sans exon 6 est corrélé au degré de dystrophie dans
les différents muscles et ce a différents ages. Cela pourrait expliquer les différences de
susceptibilité des muscles a la surexpression de FRG1, et donc la progression variable de la
pathologie (Pistoni et al., 2013).

Dans le modéle de souris surexprimant FRG1, d’autres ARNm présentant des épissages
aberrants ont été identifiés et peuvent expliquer le phénotype dystrophique (Buj-Bello et al.,
2002; Chaudhuri et al., 2005; Gabellini et al., 2006; Galinska-Rakoczy et al., 2008; Gordon et
al., 2000; Perry, 1998; Sancisi et al., 2014):
- TNNT3 (Fast Skeletal Muscle Troponin T3) impliqué dans la contractibilité musculaire
- MTMR1 (Myotubularin-related Protein 1) qui régule ’atrophie musculaire.
Ces transcrits aberrants ont également été déetectés dans des cellules dérivées de patients
FSHD sans pour autant pouvoir effectuer un lien direct avec une surexpression de FRG1
(Gabellini et al., 2006).
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Néanmoins, I’implication de FRG1 dans la FSHD n’est pas clairement établie. En effet, ces
modeles animaux constituent des cas de surexpression d’une protéine dans des cellules
musculaires, ce qui peut induire un phénotype dystrophique indépendamment de la
fonctionnalité réelle du géne. Par ailleurs, bien que certaines études aient montré une
surexpression de FRG1 dans des biopsies musculaires ou des cellules dérivant de patients
FSHD, notamment au cours de la différenciation (Bodega et al., 2009; Broucgsault et al.,
2013; Gabellini et al., 2002), de nombreuses autres études contredisent ces résultats,
empéchant toutes conclusions quant au réle de FRG1 dans la FSHD (Arashiro et al., 2009;
Celegato et al., 2006; van Deutekom et al., 1996b; Jiang et al., 2003; Klooster et al., 2009;
Masny et al., 2010; Osborne et al., 2007; Winokur et al., 2003a). L’obtention de ces résultats
contradictoires pourrait étre due a la présence de plusieurs homologues de FRG1 un peu
partout dans le génome (Grewal et al., 1999). Le signal FRG1 détecté dans ces études pourrait
donc correspondre a des transcrits issus de ces séquences homologues, éliminant un effet en
cis de la contraction des répétitions D4Z4 sur la transcription du gene FRG1 localisé sur le
chromosome 4 (Masny et al., 2010). Une action en trans sur I’expression de FRG1 reste

néanmoins une possibilité.

1.3.6.2. FRG2

FRG2 (FSHD Region 2), localisé a 55kb en amont des répétitions D4Z4 sur le chromosome
4q, a été aussi proposé comme un géne candidate pour la FSHD (Masny et al., 2010; Rijkers
et al., 2004). FRG2, composé de quatre exons, est transcrit en un ARNm de 2084bp traduit en
une protéine de 278 acides aminés d’une masse de 30kDa (Rijkers et al., 2004). La protéine
FRG2 présente une localisation nucléaire mais sa fonction au noyau n’est pas connue a ce jour
(Rijkers et al., 2004).

Le role de FRG2 dans le développement de la FSHD est controversé. Certaines études ont
détecté une expression de FRG2 uniquement dans des muscles de patients FSHD ou dans des
myoblastes dérivants de patients FSHD en cours de différenciation (Gabellini et al., 2002;
Rijkers et al., 2004). Ces études mettent également en évidence une corrélation inverse entre
le niveau d’expression de FRG2 et le nombre de répétitions D4Z4, permettant d’avancer
1I’hypothése d’un rdle inhibiteur des répétitions D4Z4 sur la transcription de FRG2 (Gabellini
et al., 2002; Klooster et al., 2009; Rijkers et al., 2004; Thijssen et al., 2014). Cependant,
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FRG2 possede de nombreux homologues un peu partout dans le génome, dont un homologue
sur le chromosome 10q qui differe seulement de quatre acides aminés. Aucun de ces travaux
n’a confirmé que le transcrit détecté provenait bien du chromosome 4q et non du chromosome
10qg (Gabellini et al., 2002; Rijkers et al., 2004). A I’inverse, certains auteurs montrent une
absence de surexpression de FRG2 dans des biopsies ou des myoblastes dérivant de patients
FSHD (Broucgsault et al., 2013; Masny et al., 2010; Osborne et al., 2007). Par ailleurs, des
individus avec des délétions majeures, jusqu’a 60kb en amont des répétitions D4Z4, incluant
FRG2, développent tout de méme un phénotype FSHD, excluant FRG2 comme géne candidat
majeur de la FSHD (Deak et al., 2007; Lemmers et al., 2003).

1.3.6.3. ANT1

ANT1 (Adenine Nucleotide Translocator 1 / ADP/ATP translocator), localisé a 4,9 Mb en
amont des répétitions D4Z4 sur le chromosome 4q, a €té le premier gene candidat proposé
pour la FSHD (Haraguchi et al., 1993; Li et al., 1989; Masny et al., 2010; Wijmenga et al.,
1993). Ce géne contenant quatre exons, est transcrit en un ARNm de 1300bp et code une
protéine de 298 acides aminés appartenant a la famille des protéines ANT (Doerner et al.,
1997; Li et al., 1989). Les protéines ANT existent sous quatre isoformes, ANT1, ANT2,
ANT3 et ANT4, homologues a 77-79% (Doerner et al., 1997; Dolce et al., 2005; Li et al.,
1989; Stepien et al., 1992). Les protéines ANT, qui sont les protéines les plus abondantes dans
la mitochondrie, catalysent 1’échange entre les molécules d’ADP et d’ATP produites au cours
de la respiration mitochondriale au niveau de la membrane interne de la mitochondrie
(Klingenberg, 2008; Li et al., 1989). L’activité des protéines ANT est essentielle au maintien
de P’activité de I’ATP synthase (Brand et al., 2005). L’expression des isoformes ANT est
tissu-specifique. La protéine ANTL est exprimée uniquement dans le cerveau, le cceur et le
tissu musculaire, ANT2 est abondante dans les cellules en prolifération, ANT3 est produite de
maniere ubiquitaire et la protéine ANT4 est retrouvée spécifiquement dans les cellules
germinales (Brower et al., 2007; Doerner et al., 1997; Haraguchi et al., 1993). Néanmoins,
dans un méme tissu, plusieurs isoformes ANT peuvent étre exprimées séquentiellement. Par
exemple, le gene ANT1 est fortement transcrit au cours des derniéres étapes de la
différenciation des myoblastes en myocytes alors qu’auparavant, c’est 1’isoforme ANT2,
absente des tissus différenciés, qui prédomine dans le myoblaste (Doerner et al., 1997;
Stepien et al., 1992).
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Des mutations dans ANT1 ont été répertoriées dans plusieurs pathologies neuromusculaires
mitochondriales dont [I’ophtalmoplégie externe progressive (myopathie tubulaire
mitochondriale) ou le syndrome de Senger (syndrome de cataracte congénitale-
cardiomyopathie hypertrophique-myopathie mitochondriale) (Liu and Chen, 2013; Sharer,
2005). Ces pathologies ont permis de mettre en évidence les roles directs ou indirects de
ANT1 dans la régulation de 1’apoptose et la production d’espéces réactives a 1’oxygéne (Liu

and Chen, 2013; Sharer, 2005).

L implication de ANT1 dans le développement de la FSHD est trés controversée. En effet,
alors que des études ont détecté une surexpression de ANTL1 dans des biopsies ou des
myoblastes dérivants de patients FSHD (Gabellini et al., 2002; Laoudj-Chenivesse et al.,
2005), d’autres travaux ne montrent aucune variation de 1’expression de ANT1 chez des
patients FSHD comparés a des individus controles (Jiang et al., 2003; Klooster et al., 2009;
Masny et al., 2010; Osborne et al., 2007).

1.3.6.4. FAT1

FATL1 (FAT Atypical cadherin 1), proposé également comme gene candidat de la FSHD, est
localisé a 3,5Mb en amont de la premiére répétition D4Z4 sur le chromosome 4q (Dunne et
al., 1995; Masny et al., 2010). Composé de 28 exons repartis sur une région de 139kb, FAT1
est transcrit en un long ARNm de 15kb et traduit en une protéine transmembranaire de 4 594
acides aminés pour un poids moléculaire de 506kDa (Dunne et al., 1995). Trois autres géenes
FAT existent : FAT2, FAT3 et FAT4 (Dunne et al., 1995; Hoeng et al., 2004; Katoh and
Katoh, 2006; Mitsui et al., 2002; Nakayama et al., 2002). Les protéines FAT appartiennent a
la famille des super-cadhérines en raison de leur grand nombre de répétitions cadhérines
(Nollet et al., 2000). La protocadherine FAT1 posséde dans sa région extracellulaire 34
répétitions cadhérines associées a cing motifs EGF (Epidermal Growth Factor) et un domaine
laminine A-G localisé entre le 1" et le 2" motif EGF (Dunne et al., 1995; Mahoney et al.,
1991; Ponassi et al., 1999) (Figure 19). Ces motifs permettent des interactions cellule-cellule
dépendantes du calcium et 1’adhésion cellulaire (Davis, 1990; Dunne et al., 1995; Shapiro et
al., 1995; Takeichi, 1995; Tepass et al., 2000). Une unique région transmembranaire est suivie

d’un domaine cytoplasmique contenant des domaines PDZ et deux sites de fixation des [-
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caténines qui permettent une liaison au cytosquelette (Cox et al., 2000; Dunne et al., 1995;
Kemler, 1993; Ponassi et al., 1999; Provost and Rimm, 1999) (Figure 19).

ODomaine cadhérine A Domaine laminine Bl Domaine intracellulaire avec domaines PDZ et
sites de fixation des P-caténines

H Motif EGF D Domaine transmembranaire

FIGURE 19. Structure de la protéine FAT1. La protocadherine FAT1 posséde dans sa région
extracellulaire, 34 répétitions cadhérines (rond gris clair) associées a cing motifs EGF (Epidermal
Growth Factor) (rectangle gris) et un domaine laminine A-G (triangle noir). Une unique région
transmembranaire (rectangle blanc) est suivie d’un domaine cytoplasmique (rectangle gris foncé)
contenant des domaines PDZ et deux sites de fixation des B-caténines, qui permettent une liaison au
cytosquelette.

FAT1 est une protéine modulatrice de la polarité planaire. Elle joue un réle dans la
morphogenese tissulaire de par son implication dans la mobilité cellulaire, dans la polarité
cellulaire, dans la voie de signalisation Hippo (contrdle de la croissance des organes au cours
du développement) ou encore dans le contact cellule-cellule (Bennett and Harvey, 2006; Cho
et al., 2006; Harumoto et al., 2010; Hou and Sibinga, 2009; Moeller et al., 2004; Simons and
Mlodzik, 2008; Skouloudaki et al., 2009; Sopko and McNeill, 2009; Tanoue and Takeichi,
2004). La majorité de ces fonctions implique une régulation de la dynamique de 1’actine ou
des microtubules (Tanoue and Takeichi, 2004). FAT1 est exprimé au cours du développement
dans les muscles et les tissus épithéliaux, dont la peau, le rein, les poumons ou encore le
neuro-épithelium (Caruso et al., 2013; Cox et al., 2000; Ponassi et al., 1999; Smith et al.,
2007). La protéine FAT1 est également exprimée dans les fibres musculaires différenciées,
enrichie au niveau de I’interface entre les tubules-T et les unités contractiles, a proximité du
récepteur dihydropyridine, un canal calcium voltage-dépendant (Caruso et al., 2013). Des
études ont montré que le niveau d’expression de FAT1 varie au cours du temps. Trés élevée
au début du stade feetale, son expression diminue d’environ 90% a la fin du développement
(Mariot et al., 2015).

Une délétion constitutive de FAT1 chez la souris entraine une mortalité néonatale, confirmant
I’importance de cette protéine au cours du développement (Ciani et al.,, 2003). Plus
précisément, chez des souris homozygotes Fatl-/-, la léthalité est probablement due a la
présence de podocytes, cellules épithéliales au niveau du glomérule rénal, anormaux. Ce

défaut de développement du rein peut étre associé & une holoprosencéphalie (défaut de
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développement du cerveau antérieur) et une microphthalmie-anophthalmie (défaut de
développement des yeux) (Ciani et al., 2003). Un autre modele murin existe : des souris
homozygotes hypomorphiques Fatl avec une délétion d’une partie des répétitions cadhérines,
du domaine lamine A-G et des motifs EFG. Ce modele est un peu moins sévere et présente un
taux de mortalité de I’ordre de 50% dans les trois mois suivant la naissance (Caruso et al.,
2013). De maniere intéressante, ces souris avec des anomalies développementales rénales,
récapitulent le phénotype musculaire et non musculaire de la FSHD, y compris 1’asymétrie et
la rétinopathie. FAT1 a donc probablement un réle dans le développement de la FSHD
(Caruso et al., 2013). L’expression d’une protéine hypomorphique Fatl module la polarité
migratoire des myoblastes au stade feetus chez la souris. Aux stades postnataux, les souris
présentent alors une réduction sélective de la masse musculaire, au niveau des muscles des
épaules et de la face. Aux stades plus avancés, une dystrophie musculaire étendue est

observée (Caruso et al., 2013).

Par ailleurs, des études montrent un niveau d’expression de FAT1 plus faible chez les patients
FSHD comparés a des individus contréles (Caruso et al., 2013; Mariot et al., 2015). En effet,
le niveau de FAT1 est réduit de cinq fois dans le deltoide de certains patients FSHD comparé
a des individus controles (Caruso et al., 2013). A cela s’ajoute une variabilité intra-
individuelle. FAT1 est exprimé, dans des feetus controles, plus faiblement dans les muscles
précocement atteints comme le deltoide versus les muscles tardivement atteints comme le
quadriceps (Mariot et al., 2015). Les faibles niveaux de FAT1 peuvent étre corrélés au niveau
de sévérité de la pathologie (Caruso et al., 2013; Mariot et al., 2015). L’ensemble de ces
résultats suggerent un role de FAT1 dans la FSHD. Cette hypothése est appuyée par la
découverte d’un polymorphisme délétere dans une potentielle séquence régulatrice intronique
dans le locus FATL et qui ségrége avec la FSHD (Caruso et al., 2013). De plus, récemment,
un groupe de patients FSHD ne présentant pas de contraction des répétitions D4Z4 mais
possédant des protéines FAT1 mutées a été décrit (Puppo et al., 2015).

Il est donc proposé que des individus avec un plus faible niveau de FAT1 comparé au niveau
moyen quantifié dans la population générale, soient plus susceptibles de développer la FSHD
(Mariot et al., 2015). Les muscles dans lesquels FAT1 est faiblement exprimé, pourraient étre
plus sensibles & une dérégulation des génes. Cependant, plusieurs zones d’ombres demeurent.
Notamment la raison pour laquelle un groupe musculaire précis est affecté par la perte de

FAT1 n’est pas claire.
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Par ailleurs, la souris hypomorphique Fatl présente des atteintes du rein, ce qui n’est pas

observé chez les patients FSHD (Caruso et al., 2013). Deux hypotheses sont envisageables

(Caruso et al., 2013; Reynolds et al., 2010) :

1) T’effet de ’absence de FAT1 au niveau du rein chez les patients FSHD est contrecarré par
une autre protéine ;

2) les patients avec une perte sévére de la fonction de FATL et des dysfonctionnements
rénaux décedent probablement avant 1’apparition des symptomes musculaires, et ne sont

ainsi pas classifiés FSHD.

La FSHD ne peut pas étre uniquement considérée comme une pathologie due a une mutation
dans FAT1, mais FAT1 semble tout de méme jouer un role dans le développement de cette

pathologie.

1.3.6.5. DUX4

Les unités D4Z4 jouent un réle fondamental dans le développement de la pathologie puisque
pour développer la FSHD, il faut posséder au moins une répétition D4Z4 (Tupler et al.,
1996b).

1.3.6.1.1. Localisation de ’ORF de DUX4 dans le motif D4zZ4

Chaque motif D4Z4, dont les extréemités sont délimitées par les sites de restriction Kpnl,
contient plusieurs motifs génétiques (Figure 20). Les répétitions D4Z4, identiques entre elles,
sont caractérisées par la présence d’une séquence LSau (LongSau3A unités répétées sur 400 a
500bp) riche en GC et associée a de I’hétérochromatine (position 1 a 340), d’une région A
(position 869 a 1071), d’une sequence hhspm3 (hypomethylated sperm-specific sequence 3)
(position 1313 a 1780bp) et de deux séquences homéoboites localisées au sein d’un ORF
(position 1792 a 3063) (Gabriéls et al., 1999; Hewitt et al., 1994; Lee et al., 1995; Meneveri et
al., 1993; Ottaviani et al., 2009a; Zhang et al., 1987) (Figure 20). Un promoteur lié a cet ORF
a ete détecté. 1l est composé des eléments régulateurs que sont une boite CATT, une boite GC
(a 179bp en 5’ de ’ORF), une boite TACAA (au lieu de TATAA) (a 149bp en 5° de I’ORF)
et une boite E contenant une séquence initiatrice GCACCTG (Dixit et al., 2007; Gabriéls et
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al., 1999) (Figure 21). La région pLAM contient également une séquence LSau, une séquence
hhspm3 et un petit ORF avec une homéoboite (Gabriéls et al., 1999; Hewitt et al., 1994).

Une répétition D474
Kpnl Kpnl
1 340 869 1071 1313 1780 3063 3296

FIGURE 20. Structure génétique d’une répétition D4Z4. Le motif D424 de 3,3kb, délimité par les
sites de restriction Kpnl, se compose d’un motif LSau, d une région A, d’une séquence hhspm3 et d’un
ORF contenant deux séquences homéoboites. La position de chacune de ces régions est indiquée. La
position +1 correspond au début de la répétition D4Z4 (adapté de Jiang et al., 2003).

L’OREF, présent dans chaque unité D4Z4, code une protéine a double homéodomaine appelée
DUX4 (Double homeobox chromosome 4) (Gabriéls et al., 1999; Hewitt et al., 1994; Holland
et al., 2007; Lee et al., 1995; Lyle et al., 1995; Winokur et al., 1997). Le gene DUX4,
apparenté aux rétrogenes, serait issu de la rétrotransposition de I’ARNm DUXC (Clapp et al.,
2007).

Boite Boite

CATT GC TACAA Boite E ORF

FIGURE 21. Structure génétique du promoteur li¢ a I’ORF présent dans chaque répétition D4Z4. Ce
promoteur est composé d’éléments régulateurs que sont la boite CATT, la boite GC, la boite TACAA
et la boite E.

1.3.6.1.2. Différents variants de PARNm DUX4

L’ARNm DUX4 se compose de trois exons dans les cellules somatiques (Dixit et al., 2007;
Snider et al., 2009). Chaque répétition D4Z4 contient les séquences des deux premiers exons :
I’exon 1 (1466bp) dans lequel est retrouvé I’ORF DUX4 et I’exon 2 (92bp) (Figure 22).
L’ORF DUX4 démarre soit au codon start MKG (Met-Lys-Gly), soit au codon start
initialement identifié MAL (Met-Ala-Leu) (Dixit et al., 2007; Snider et al., 2009, 2009)
(Figure 22). L exon 3 (198bp) est localisé, quant a lui, en aval de la derniére répétition D424,
dans la région pLAM, sur le chromosome permissif 4gA uniquement (Dixit et al., 2007;
Lemmers et al., 2004a, 2002, 2010a; Rossi et al., 2007; Snider et al., 2009; Thomas et al.,
2007) (Figure 22).
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FIGURE 22. Structure du gene DUX4 et localisation des différents exons de DUX4 au sein des
répétitions D4Z4. Chaque répétition D4Z4 contient I’exon 1 et 2 (E1 et E2 respectivement) du géne
codant pour le facteur de transcription DUX4. L’ORF DUX4 n’est cependant présent que dans 1’exon
1. L’exon 3 est localisé en aval de la derniére répétition D4Z4, dans la région pLAM, et contient le
signal de polyadénylation ATTAAA pour les variants 4gA.

Ce dernier exon, I’exon 3, joue un role fondamental car il contient un signal de
polyadénylation consensus ATTAAA, qui permet 1’ajout d’une queue polyadénylée
(poly(A)), et donc une stabilisation de I’ARNm (Dixit et al., 2007; Sachs, 1990; Snider et al.,
2009). Par conséquent, et malgré le fait que chaque répétition D4Z4 posséde le promoteur et
I’ORF de DUX4, il est supposé que I’ARNm DUX4 transcrit a partir des répeétitions D4Z4
internes est instable car celui-ci n’est pas polyadénylé. A I’inverse, I’ARNm DUX4 transcrit a
partir de la derniére répétition D4Z4 directement suivie de I’exon 3 contenant le signal de
polyadénylation, est stable. Il est ensuite traduit en protéine DUX4 (Dixit et al., 2007;
Lemmers et al., 2010a) (Figure 23).

L’importance de ce signal de polyadénylation a été démontrée grace a 1’étude du chromosome
10gA. En effet, le chromosome 10gA contient également cette sequence pLAM en aval de la
derniere répétition D4Z4 (Lemmers et al., 2010b). Pour autant, une contraction des répétitions
D4Z4 sur le chromosome 10gA ne conduit pas a la pathologie (Bakker et al., 1995; Cacurri et
al., 1998; Lemmers et al., 1998). Ceci est di a un polymorphisme dans la séquence du signal
de polyadénylation (ATTAAA devient ATCAAA ou ATTTAA) du chromosome 10qA,
conduisant a la perte de fonctionnalité de celui-ci (Beaudoing et al., 2000; Lemmers et al.,
2010a; Tian et al., 2005) (Figure 23). Ainsi, aucun ARNm DUX4 stable ne peut étre trancrit a
partir des répétitions internes ou de la derniére répétition D4Z4 du chromosome 100A
(Lemmers et al., 2010a) (Figure 23). L’échange entre le chromosome 4gA et le chromosome
10gA, d’un fragment comprenant la derniére répétition D4Z4 et se poursuivant au-deld de la
séquence pLAM, conduit au développement de la FSHD chez des individus porteurs d’une

contraction sur le chromosome 10q, normalement non pathologique, alors qu’ils ne présentent
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aucune contraction des répétitions D4Z4 sur le chromosome 4gA (Lemmers et al., 2010a).
Dans ce cas, la translocation du chromosome 4gA vers le chromosome 10gA apporte un
signal de polyadénylation fonctionnel permettant de stabiliser les transcrits DUX4 issus du

chromosome 10gA.

4gA

Centromere
P —

3 Telomére
B-safeflite =

PRt \ - ..’ /\/\/\/AAAA
TN T VAVAV AT
a R YN

ARNm DUX4 instable ARNm DUX4 stable
Exon 1-2 Exon 1-2-3

10gA

Centromere

Telomere
B-safeflite ———

Mutation dans le polyA:

ATCAAA U ATTTAA
L J L J L J
T T T
,-‘_"\_/ .. ,—'\_,’\I .7
/ -‘\', Vo ~.7 /l—‘\., A7 ~.”
,' .‘-./ \.,‘ L ,' .‘-./ \-,‘ LT
ARNm DUX4 instable ARNm DUX4 instable
Exon 1-2 Exon 1-2-3

FIGURE 23. Modéle de la stabilité des ARNm DUX4 transcrits a partir des répétitions D4Z4 internes
ou de la derniere répétition D424 sur le chromosome 4gA et 10gA. Bien que chaque répétition D4Z4
posséde le promoteur et I’ORF de DUX4, I’ARNm transcrit a partir des répétitions D4Z4 internes est
instable car celui-ci n’est pas polyadénylé. A I’inverse, I’ARNm DUX4 transcrit a partir de la derniére
répétition D4Z4, qui est directement suivie de I’exon 3 contenant un signal de polyadénylation, est
stable. Sur le chromosome 10gA, le signal de polyadénylation est muté. Aucun ARNm DUX4 stable
n’est transcrit & partir du chromosome 10gA.

Différents variants de I’ARNm DUX4 ont été décrits, classés en deux catégories (Dixit et al.,
2007; Snider et al., 2009, 2010). Deux variants longs, les ARNm DUX4-fl, qui donnent tous
deux naissance a une protéine DUX4 entiére et fonctionnelle (Figure 24). Ces deux variants,
composés des exons 1-2-3, different par 1’épissage ou non de I’intron 1 (136bp) en 3’'UTR
(Untranslated region) de ’ARNm (Figure 24). L’intron 2 (362bp) est quant & lui toujours
épissé (Figure 24). Le role de ces deux variants qui codent pour une méme protéine n’est pas

établi a ce jour. Un autre variant court, ’ARNmM DUX4-s, donne naissance a une protéine
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tronquée, DUX4-s. Ce variant se caractérise par ’utilisation d’un site d’épissage cryptique
situé dans 1I’exon 1 donnant un ARNm avec les exons 1s-2-3 (1s signifiant ici que 1’exon 1 est
tronqué) (Dixit et al., 2007; Snider et al., 2009, 2010) (Figure 24). La protéine DUX4-s
possede toujours son domaine N-terminal de fixation a I’ADN mais ne présente plus de
domaine C-terminal, domaine de transactivation (Bosnakovski et al., 2008; Kawamura-Saito
et al., 2006; Snider et al., 2010). La protéine DUX4-s n’est pas toxique pour les cellules
(Geng et al., 2011).

Dans la lignée germinale, deux autres variants de I’ARNm DUX4 sont exprimés (Geng et al.,
2012; Snider et al., 2010). Ces variants font intervenir des exons supplémentaires notés 4-5-6-
7 et localisés a plus de 6000bp en aval de I’exon 3 sur les chromosomes 4qA et 10gA. Les
deux ARNm DUX4 transcrits utilisant ces exons sont : un ARNm composé de I’exon 1-2-6-7
et un ARNm composé de I’exon 1-2-4-5-7 (Figure 24). L’exon 3 est toujours exclu. Le signal
de polyadénylation utilisé lors de la transcription de ces deux ARNm est localisé dans I’exon
7. Ainsi un ARNm DUX4 long et stable est transcrit a partir du chromosome 4gA ou 10gA en
quantité équivalente. Le signal de polyadénylation situé¢ dans ’exon 7 ne semble pas étre

utilisé dans les cellules somatiques (Snider et al., 2010).

PolyA PolyA

arnmpuxs-s IR 3 ]

ORF pUX4 |} 1 orr oux+ EG
ARNmM DUX4-
MO [ e 52l 5 | [ ISR |[2][+]5][6][7]
dans les cellules somatiques dans les cellules germinales

FIGURE 24. Récapitulatif des différents variants de I’ARNmM DUX4 transcrits dans les cellules
somatiques ou les cellules germinales. Dans les cellules somatiques, trois ARNm DUX4 peuvent étre
générés a partir de la derniere unité D4Z4. Tous les ARNm contiennent 1I’exon 2 et ’exon 3. L’ARNm
DUX4-s résulte d’un épissage cryptique démarrant dans I’exon 1. Il est exprimé dans les myoblastes
controles et dans les tissus somatiques. Les deux ARNm DUX4-fl contiennent I’exon 1 en entier. Ces
deux ARNm DUX4-fl différent par la présence ou non de I’intron 1. Cependant, ces deux variants sont
tous deux associés a la FSHD et sont exprimés dans les myotubes d’haplotype 4qA. Dans les cellules
germinales, deux autres ARNm DUX4 sont transcrits. Ces ARNm sont composés de 1’exon 1-2-6-7 ou
1-2-4-5-6-7. L’exon 3 est toujours exclu. Le signal de polyadénylation utilisé ici est localisé dans
I’exon 7.
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1.3.6.1.3. Profil d’expression des différents transcrits DUX4

Les expressions des différents transcrits DUX4, DUX4-fl et DUX4-s, ont été étudiées dans des
biopsies d’adultes, des cultures de cellules musculaires issues de patients FSHD (FSHD1 et
FSHD?2) ou d’individus contréles porteurs du chromosome permissif (Dixit et al., 2007; Jones
et al., 2012; Snider et al., 2010; Tsumagari et al., 2011). Une expression de DUX4-fl est
détectée dans toutes les cultures de cellules musculaires de patients FSHD, et dans 50 a 80%
des biopsies de patients FSHD. De maniére surprenante, et selon les mémes études, DUX4-fl
est également exprimé sporadiquement dans 0 a 40% des cultures de cellules musculaires
d’individus contrdles, et dans 0 a 10% des biopsies d’individus controles. Le transcrit DUX4-s
est quant a lui détecté dans 100% des biopsies ou cultures de cellules musculaires d’individus
contréles et a hauteur de 30 a 40% dans des biopsies ou cultures de cellules musculaires de
patients FSHD (Jones et al., 2012; Snider et al., 2010; Tsumagari et al., 2011). D’autres
études, réalisées sur des biopsies feetales FSHD et contrdles, ont permis de mettre en évidence
une expression de DUX4-fl dans les cellules feetales FSHD et contrdles (Broucqgsault et al.,
2013; Ferreboeuf et al., 2014a).

pLAM

435 DME2— DMEI llte
PolyA Telomere

Pas de transcription des

*  CpG méthylé ARNm DUX4-I stables
?  CpG non méthylé

4q35 I p-safellite
—
PolyA Telomére
5 Transcription des ARNm
DUX4-fl stables

FIGURE 25. Mode¢le de régulation de 1’expression de DUX4 par les enhancers myogénique DMEL1 et
DMEZ2. Dans la majorité des myocytes, les régions DME1 et DME2 sont dans un état dit permissif
(i.e. hypométhylées mais associées a de nombreux nucléosomes). Ces régions ne permettent pas la

transcription de DUX4. Dans certaines cellules, et en réponse a un signal, des facteurs de transcription

(FT) se fixent a ces enhancers, les activant. DME1 et DMEZ2 induisent alors la transcription de DUX4

(adapté de Himeda et al., 2014).
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Au sein de la cellule musculaire, 1’expression de DUX4-fl est induite durant la différenciation
cellulaire, supposant une régulation par des enhancers myogéniques (Ferreboeuf et al., 2014a;
Himeda et al., 2014). Deux régions en amont des répétitions D4Z4 pouvant jouer ce réle,
DME1 (DUX4 myogenic enhancer 1) et DME2 (DUX4 myogenic enhancer 2), ont été
identifiées (Figure 25).

Les régions DME1 et DME2 sont actives seulement dans les cellules musculaires en
différenciation. Ces régions contiennent de nombreux éléments caractéristiques des enhancers
ainsi que des sites reconnus par les facteurs de transcription comme MyoD, myogenine ou
encore PAX (Paired box), impliqués dans le développement précoce et la spécification-
différenciation du muscle strié squelettique. Dans la majorité des myocytes, ces régions
DMEL et DME2 sont dans un état dit permissif : hypométhylées, elles sont associées a de
nombreux nucléosomes et ne peuvent interagir avec les promoteurs des genes (Figure 25).
Dans de rares cellules, en réponse & un signal encore non déterminé, des facteurs de
transcription se fixent a ces enhancers permissifs qui deviennent actifs (Figure 25). Par un
changement de conformation de la chromatine, ces enhancers interagissent alors avec le
promoteur de DUX4 hypométhylé et induisent I’expression de DUX4-fl (Himeda et al., 2014)
(Figure 25).

Malgré tout, I’expression de DUX4-fl n’est pas limitée au tissu musculaire et peut concerner
également, a faible fréquence, des tissus non affectés (Broucgsault et al., 2013; Das and
Chadwick, 2016; Geng et al., 2012; Snider et al., 2010).

Les fibroblastes contrbles expriment DUX4-s. Lorsque ces cellules contrdles sont
reprogrammeées en iPS (induced Pluripotent Stem cells), elles n’expriment plus DUX4-s mais
DUX4-fl. Aprés différenciation en corps embryoides, ces cellules expriment de nouveau
DUX4-s. Les fibroblastes FSHD, reprogrammeés en iPS, puis différenciés en corps
embryoides, expriment, quant a eux, uniqguement DUX4-fl (Snider et al., 2010). Cette
variation observée dans 1’expression des variants de I’ARNm DUX4 en fonction de 1’état de la
cellule est corrélée avec une modification des marques épigénétiques répressives a la
chromatine (de type H3K9me3) au niveau des répetitions D4Z4 (Snider et al., 2010). Or, il a
été montré que 1’épissage alternatif peut-étre régulé par des modifications des marques
épigénétiques (Luco et al., 2010). Ainsi dans les fibroblastes contrdles ou les cellules
controles différenciées en corps embryoides, une modification des marques épigénétiques
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répressives post-traductionnelles au niveau de la queue des histones pourrait favoriser un

épissage vers la forme DUX4-s (Snider et al., 2010).

DUX4-fl est donc exprime tres tot, des le développement feetal, majoritairement dans les tissus
musculaires. En conséquence, les événements moléculaires conduisant a un phénotype FSHD
sembleraient se mettre en place durant le développement feetal. Cependant, la FSHD est décrit
comme une myopathie de ’adulte avec I’apparition de symptomes au cours de 1’adolescence
tardive. Plusieurs hypothéses peuvent étre proposées pour expliquer ce décalage
temporel (Ferreboeuf et al., 2014a) :

- la fibre musculaire ne pourrait tolérer qu’une certaine quantité de DUX4 uniquement
pendant une durée de temps limitée ;

- DUX4 aurait un role positif sur le développement du muscle squelettique au stade
feetal. Par la suite, son expression doit étre réduite via des mécanismes épigénétiques, ce sans
quoi I’individu développerait un phénotype FSHD ;

- la présence ou I’absence d’un géne qui facilite ou empéche I’action néfaste de

DUX4, réle qui pourrait étre joue par FAT1.

1.3.6.1.4. DUX4 : un facteur de transcription

DUX4 est un facteur de transcription de 424 acides aminés pour un poids moléculaire de
52kDa (Gabriéls et al., 1999; Geng et al., 2011). Le domaine C-terminal de la protéine est un
activateur transcriptionnel. Le domaine N-terminal de la protéine contient quant a lui deux
homéodomaines similaires entre eux. Ces homéodomaines sont également homologues a ceux
des protéines a un seul homeodomaine PAX3 (Protein paired box 3) et PAX7 (Protein paired
box 7), impliquées dans le développement du muscle squelettique et dans le maintien des
cellules satellites (Bosnakovski et al., 2008; Buckingham, 2006; Holland et al., 2007
Kawamura-Saito et al., 2006). Les homéodomaines (environ 60 acides aminés) sont codés par
des seéquences nucléotidiques de 180bp appelées homeoboites. Les homéodomaines
contiennent un NLS et interagissent avec I’ADN par I’intermédiaire de trois hélices alpha qui
forment un motif en hélice-tour-hélice (Ostlund et al., 2005; Scott et al., 1989). Les

homéodomaines sont caractéristiques d’un certain nombre de facteurs de transcription.
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En tant que facteur de transcription, DUX4 reconnait et se fixe a la séquence
consensus TAAYBBAATCA (nomenclature IUPAC; Y =CouT,B =CouGouT) (Geng
etal., 2012; Zhang et al., 2016). Cette sequence, détectée au niveau de sequences non répétées
mais aussi des séquence associées aux MaLR (Mammalien apparent Retro-transposons),
contient le motif consensus de fixation des homéodomaines (TAAT), en deux copies séparées
par un nucléotide. L’affinité et I’activité de DUX4 sont les plus élevées pour une fixation a la
séquence TAATCTAATCA. Par ailleurs, les génes cibles de DUX4 possédant un seul motif
reconnu par DUX4 dans leur promoteur, présentent une activation transcriptionnelle
relativement faible comparée a celle des genes cibles qui possedent au moins deux motifs
reconnus par DUX4 (Zhang et al., 2016).

Les protéines avec un homéodomaine de la famille Paired box, dont font partie PAX3/7, se
lient généralement a I’ADN sous forme de dimeres (Wilson et al., 1993). Chaque
homéodomaine interagit avec la séquence TAAT selon une configuration ou le dimére est en
position symétrique par rapport a I’axe de I’ADN. Par conséquent, le deuxiéme
homéodomaine du dimere se fixe a la sequence complémentaire ATTA. Les protéines avec un
homéodomaine de la famille Paired box reconnaissent donc les séquences palindromiques
TAAT-(N)x-ATTA. Pour PAX7, le nombre de nucléotides entre les deux séquences TAAT et
ATTA est de deux, alors qu’il est de trois pour PAX3 (Czerny and Busslinger, 1995;
Soleimani et al., 2012). Les homéodomaines de DUX4 sont physiquement tres proches
(séparés de 15-20 acides aminés) impliquant probablement une fixation de la protéine sur le
méme brin d’ADN, d’ou la reconnaissance de la séquence non palindromique TAAT-(N)x-
TAAT avec ici X=1 (Ansseau et al., 2016; Ding et al., 1998; Zhang et al., 2016). L’étude de

la structure du complexe DUX4-ADN permettra de confirmer ou d’infirmer cette hypothése.

Par ailleurs, du fait de la forte similitude entre les homéodomaines de DUX4 et ceux de
PAX3/7, ces facteurs de transcription peuvent entrer en compétition lors de la modulation de
I’expression de génes cibles communs. Ainsi, DUX4 pourrait venir interférer avec PAX7 dans
la fonction de maintien des cellules satellites ou encore altérer I’expression de certains génes
cibles de PAX3/7, dont MyoD, et inversement (Bosnakovski et al., 2008; Relaix et al., 2006;
Tajbakhsh et al., 1997).

78



1.3.6.1.5. Dérégulations génétiques liées a ’expression de DUX4

Lors de la surexpression de DUX4-fl (ou DUX4-s) dans des myoblastes contrdles, environ
710 genes sont dérégulés (38 pour DUX4-s) (Geng et al., 2012). Plus précisément, 466 génes
voient leur expression augmentée tandis que 244 génes voient leur expression réduite (37 et 1
respectivement pour DUX4-s) (Geng et al., 2012). D’autres études sont venues compléter
celle-ci (Rickard et al., 2015; Sharma et al., 2013; Yao et al., 2014). Au final, seul un peu plus
de 90 de ces genes ont été démontrés comme dérégulés dans des biopsies ou des cellules
dérivant de patients FSHD (Bosnakovski et al., 2008; Geng et al., 2012; Rickard et al., 2015;
Sharma et al., 2013; Tsumagari et al., 2011; Yao et al., 2014). Parmi ces genes, certains sont
impliqués dans le développement de la lignée germinale et des cellules souches, d’autres
jouent un réle dans la modification des ARNs comme PABPN1 (Poly(A) Binding Protein
Nuclear 1) qui est une protéine de liaison a la queue poly(A). Certains des génes inhibés
appartiennent a la voie de I'ubiquitine ou sont engagés dans I’immunité et la défense innée
comme DEFB103 (Defensin beta 103) qui inhibe la réponse immunitaire innée et la
différenciation musculaire. D’autres génes négativement régulés interviennent, quant a eux,
dans le contréle du cycle cellulaire, ou encore dans la réponse au stress et la transduction des
signaux (Bosnakovski et al., 2008; Geng et al., 2012). Les genes surexprimes en présence de
DUX4 et couramment utilisés comme marqueurs de la FSHD sont :
- ZSCAN4 (Zinc Finger and SCAN domain containing 4) qui a un rdle dans la stabilité
du génome et le contrdle de la longueur des télomeéres ;
- MBD3L2 (Methyl-CpG Binding protein-like) qui code une protéine se liant aux ilots
CpG méthylés ;
- TRIM43 (Tripartite Motif-containing 43) qui est impliqué dans I’implantation de
I’embryon.

Un autre gene dérégulé dans les biopsies de patients FSHD est PITX1 (Paired like
homeodomain 1), un membre des facteurs de transcription a homéodomaine (Dixit et al.,
2007; Geng et al., 2012; Tassin et al., 2013; Wallace et al., 2011a). Pitx1 est un géne impliqué
dans I’identité des membres postérieurs et dans la mise en place de la symétrie droite —
gauche chez la souris (Cole et al., 2003; Lanctot et al., 1999; Logan and Tabin, 1999; Marcil
et al., 2003; Pandey et al., 2012; Shapiro et al., 2004; Szeto et al., 1999; Tanaka et al., 2005).
Des souris surexprimant Pitx1 présentent une réduction de leur masse musculaire due a une

atrophie musculaire (Pandey et al., 2012). En plus de son rdle dans le développement
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musculaire, PITX1 induit également I’apoptose par une voie dépendante du facteur p53 dont
il active la transcription (Liu and Lobie, 2007; Yamaguchi et al., 2010). PITX1 pourrait donc
jouer un role dans le développement de la FSHD et étre impliqué dans ’atteinte asymétrique
des muscles. Des expériences de genes rapporteurs fusionnés au promoteur Pitx1 de la souris,
montrent une activation transitoire du gene rapporteur en présence de DUX4 (Dixit et al.,
2007). Chez la souris, la séquence qui pourrait étre reconnue par DUX4 dans le promoteur de
Pitx1 est CGGATGCTGTCTTCTAATTAGTTTGGACCC (Dixit et al., 2007). Cette
séquence ne contient pas le motif en tandem TAAT mais posséde les deux séquences
palindromiques TAAT et ATTA en position chevauchante (i.e. TAATTA) qui permettrait une
reconnaissance du promoteur Pitx1 par DUX4 (Dixit et al., 2007; Wallace et al., 2011a). Ainsi
la dérégulation de PITX1 observée dans les biopsies de patients FSHD pourrait étre DUX4
dépendante. Cependant, aucune interaction directe entre DUX4 et le promoteur de Pitx1 n’a
été confirmée (Zhang et al., 2016). De plus, il est difficile de généraliser a I’humain le
mécanisme de derégulation de Pitx1 qui est observé chez la souris. En effet, la séquence
promotrice (et notamment la séquence potentiellement reconnue par DUX4 chez la souris) est
trés peu conservée entre les deux especes (Zhang et al., 2016). Un eventuel réle de PITX1

dans la FSHD n’est donc pas clairement établi a ce jour.

Au contraire de DUX4-fl, la protéine DUX4-s n’a pas ou peu d’impact sur 1’expression des
genes dans le myoblastes : DUX4-s n’est pas toxique pour la cellule. Par ailleurs, la co-
expression de DUX4-fl et DUX4-s permet de supprimer 1’activation des geénes cibles de
DUX4-fl (Geng et al., 2012; Mitsuhashi et al., 2013a). En effet, DUX4-s partage avec DUX4-
fl les acides amineés 1 a 159 en region N-terminale, incluant les deux homéodomaines, mais
est dépourvu du domaine C-terminal (acides aminés 160 a 424). Or la fixation de DUX4 au
promoteur de ses genes cibles s’effectue par le domaine N-terminal alors que 1’activation
transcriptionnelle est quant a elle permise par le domaine C-terminal (Kawamura-Saito et al.,
2006). Ainsi, DUX4-s peut entrer en compétition avec DUXA4-fl en se fixant aux mémes
séquences promotrices, sans pour autant pouvoir activer la transcription des génes. DUX4-s

agit a la maniére d’un dominant négatif (Geng et al., 2012; Mitsuhashi et al., 2013a).

En résumé, DUX4 est un facteur de transcription qui dérégule I’expression d’un grand

nombre de génes, dont certains codent eux-mémes pour d’autres facteurs de transcription.
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1.3.6.1.6. Conséquences cellulaires de I’expression de DUX4

DUX4, exprimé dans les muscles affectés ou les lignées cellulaires de patients FSHD, semble
donc jouer un réle dans le développement de la FSHD en modifiant I’expression de centaines
de genes. Cependant, a ce jour, aucun lien précis n’est établi entre son expression ou son

activité de facteur de transcription et le phénotype FSHD observe.

Une surexpression de DUX4-fl semble étre toxique pour la cellule (Bosnakovski et al., 2008;
Kowaljow et al., 2007; Mitsuhashi et al., 2013a; Vanderplanck et al., 2011; Wuebbles et al.,
2010). En effet, dans des cellules surexprimant DUX4-fl, et parfois dans les muscles de
patients FSHD, de nombreux marqueurs spécifiques de 1’apoptose sont observés, incluant une
activation des caspases 3/6/7/8/9, une fragmentation de la chromatine, et un marquage a
I’annexine V positif (Bosnakovski et al., 2008; Kowaljow et al., 2007; Sandri et al., 2001,
2001; Winokur et al., 2003a; Wuebbles et al., 2010). A cela s’ajoute une désorganisation de
I’enveloppe nucléaire marquée par une redistribution de 1I’émérine (Kowaljow et al., 2007). Le
cycle cellulaire est également perturbé, avec une augmentation de p21, un inhibiteur des
complexes cycline/kinase dépendante des cyclines, et une diminution de la cycline E
(Bosnakovski et al., 2008; Winokur et al., 2003b). Cependant, ces dérégulations moléculaires
sont peu probables in vivo au cours des premiers stades de la pathologie, puisque DUX4 est
faiblement exprimé dans des muscles atteints de patients FSHD (Dixit et al., 2007; Winokur
et al., 2003b). Or, méme si une faible expression de DUX4 n’induit pas une mort cellulaire
dans un premier temps, cette expression peut néanmoins réduire la prolifération cellulaire et
modifier la morphologie des cellules. En effet, il a notamment été observé une réduction de la
taille des cellules musculaires dans la FSHD : on parle d’atrophie musculaire (Barro et al.,
2010; Bosnakovski et al., 2008; Vanderplanck et al., 2011). Le processus d’atrophie
musculaire peut-étre medié par plusieurs voies cellulaires. L’une d’elle consiste en
I’activation de la transcription de deux génes qui codent pour des E3 ubiquitines ligases
spécifiques du muscle : Atroginl/MAFbx (Muscle atrophy F-box) et MurF1 (Muscle-specific
RING Finger 1) (Bodine and Baehr, 2014; Bodine et al., 2001; Foletta et al., 2011; Gomes et
al.,, 2001; Lecker et al., 1999). Ces ubiquitines ligases reconnaissent et permettent
I’ubiquitinylation de protéines myofibrillaires, dont la myogénine ou MyoD qui sont
impliquées dans la différenciation des myoblastes et la formation du myotube (Lagirand-
Cantaloube et al., 2009; Tintignac et al., 2005). L’ubiquitinylation des protéines

myofibrillaires aboutit a leur dégradation par le protéasome. Il en résulte alors ’apparition
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d’un phénotype atrophique, notamment par inhibition de la fusion et de la différenciation en
myocytes (Barro et al., 2010; Bodine and Baehr, 2014; Bosnakovski et al., 2008; Lagirand-
Cantaloube et al., 2009; Tintignac et al., 2005). Or, une surexpression de DUX4 induit une
activation de I’expression de MurF1 et de Atroginl/MAFDbx, ce qui permet de faire un lien
entre I’expression de DUX4 et I’atrophie musculaire observée (Vanderplanck et al., 2011). Par
ailleurs, une surexpression de DUX4 est associée a une activation de p53 (ou TP53, Tumor
protein 53) (Fox et al., 2014; Vanderplanck et al., 2011; Wallace et al., 2011a). Le
suppresseur de tumeur p53 a différentes fonctions. Chez la souris, son expression stable et
chronique induit notamment une atrophie musculaire (Tyner et al., 2002). Le suppresseur de
tumeur p53 est également un facteur pro-apototique (Ozaki and Nakagawara, 2011).
L’apoptose détectée lors d’une expression de DUX4 pourrait donc étre dépendante de p53.
Cependant, aucun lien direct entre 1’activation de p53 et DUX4 n’a pour le moment été établi
(Wallace et al., 2011a). Un mécanisme potentiel impliquerait une activation de p53 par
PITX1, qui serait lui-méme activé (directement ou indirectement) par DUX4 (Dixit et al.,
2007; Liu and Lobie, 2007; Pandey et al., 2012; Vanderplanck et al., 2011; Wallace et al.,
2011a).

Une expression de DUX4, méme faible, est donc associée a une diminution de I’expression de
certains facteurs myogéniques comme MyoD, Pax7, la myogénine ou encore la desmine
(Bosnakovski et al., 2008; Celegato et al., 2006; Mitsuhashi et al., 2013a; Vanderplanck et al.,
2011; Winokur et al., 2003b). Concernant MyoD, il ne s’agit pas uniquement d’un facteur de
transcription impliqué dans la formation et la différenciation de la fibre musculaire. Ce facteur
de transcription régule également I’expression de certains genes jouant un role dans la réponse
au stress, notamment oxydant (Guttridge et al., 2000). Ainsi une diminution de MyoD médiée
par DUX4, induit également une diminution du niveau d’expression des protéines de réponse
au stress dont des enzymes impliquées dans le métabolisme redox du glutathion (Bosnakovski
et al., 2008). De ce fait, les cellules exprimant DUX4 sont plus sensibles a un stress oxydant,

ce qui pourrait également expliquer la mort cellulaire observée (Winokur et al., 2003b).

L’ensemble des processus dérégulés par DUX4, i.e. la myogenese et le stress oxydant, sont
des processus biologiques affectés chez les patients FSHD (Barro et al., 2010; Celegato et al.,
2006; Dellavalle et al., 2007; Laoudj-Chenivesse et al., 2005; Macaione et al., 2007; Winokur
et al.,, 2003b). Cependant, les mécanismes moléculaires précis qui font le lien entre

I’expression de DUX4 et le phénotype FSHD ne sont pas totalement €lucidés a ce jour. De
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plus, tous les types cellulaires ne présentent pas la méme sensibilité a différents niveaux
d’expression de DUX4 (Bosnakovski et al., 2008). 1l est tout de méme important de souligner
que d’autres ¢études contredisent les résultats précédents. En effet, des travaux ont montr¢,
dans un contexte de surexpression de DUX4, une augmentation de 1’expression de MyoD et
aucune altération de la différenciation ou de la fusion des myoblastes (Broucgsault et al.,
2013; Krom et al., 2012; Sharma et al., 2013; Tsumagari et al., 2011).

Malgré tout, et au vu de ’ensemble de ces données, DUX4 semble étre un géne candidat
légitime dans le développement de la FSHD, son expression induisant potentiellement des
changements moléculaires majeurs incompatibles avec le maintien d’une intégrité musculaire

normale.

1.3.6.1.7. Faible expression de DUX4 dans les cellules FSHD

La protéine DUX4 est tres faiblement exprimée chez les patients FSHD : la protéine est
détectée dans 0,5 a 9% des noyaux, tandis que ’ARNm est seulement exprimé dans 1 noyau
sur 1000 (Block et al., 2013; Ferreboeuf et al., 2014a; Snider et al., 2010; Tassin et al., 2013).
Peu de laboratoires arrivent a détecter DUX4 par PCR (Polymerase Chain Reaction). Or,
I’expression de DUX4, méme faible, induit une dérégulation quantifiable d’un certain nombre
de génes cibles (Bosnakovski et al., 2008; Geng et al., 2012; Rickard et al., 2015; Yao et al.,
2014).

Gradient de protéine DUX4

FIGURE 26. Modc¢le de diffusion de la protéine DUX4 au sein d’un myotube. L’ARNm DUX4 est
transcrit dans un noyau. Cet ARNm est traduit localement dans le cytoplasme a proximité du noyau
émetteur. La protéine diffuse ensuite dans la fibre avant d’étre importée dans les nombreux noyaux
avoisinants ou elle induit des dérégulations génétiques majeures. Ainsi le long de la fibre musculaire,
un gradient de protéines DUX4 est observé.
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Des expériences de co-cultures de myoblastes murins et de myoblastes humains dérivant de
patients FSHD, ainsi que le suivi de la protéine par fluorescence, ont permis d’expliquer ces
résultats. L’ARNm DUX4 est exprimé a partir d’un noyau (Figure 26). Cet ARNm est traduit
localement dans le cytoplasme a proximité du noyau émetteur (Figure 26). Les protéines
DUX4 diffusent ensuite dans la fibre musculaire avant d’étre importées dans les nombreux
noyaux avoisinants ou elles induisent des dérégulations génétiques majeures (Ehrlich and
Lacey, 2012; Ferreboeuf et al., 2014b; Rickard et al., 2015; Tassin et al., 2013) (Figure 26).
Le phénotype FSHD diffuse ainsi dans toute la fibre (Figure 26). Par ailleurs, la forte
activation transcriptionnelle des genes cibles de DUX4 observée dans toute la fibre peut se
faire selon deux modeles : i) un modele de forte activation transcriptionnelle des génes cibles
dans un nombre limité de noyaux ou ii) un modele de faible activation transcriptionnelle des
genes cibles dans plusieurs noyaux. Le dernier modele semble étre privilégié (Ferreboeuf et
al., 2014b).

1.3.6.1.8. Boucle de rétro-contrdéle positif de I’expression de DUX4 ?

Le nonsense-mediated decay (NMD) est un mécanisme de contrble qualité des ARNm.
Lorsquun ARNm est considéré comme aberrant, il est pris en charge par les protéines
effectrices du NMD et dégradé. Les substrats du NMD sont principalement les ARNm avec
un long 3’UTR ou possédant des introns aprés un codon stop et les ARNm présentant un
codon de terminaison précoce, PTC (Premature Termination Codon), ce qui conduit a la
synthése d’une protéine tronquee. Les PTC, localisés plus de 50 nucléotides en aval de la
derniere jonction exon-exon, ont plusieurs origines : mutations du géne, épissages aberrants,
réarrangements géniques ou insertions de retrotransposons (Chang et al., 2007; Kervestin and
Jacobson, 2012; Nagy and Maquat, 1998; Nicholson et al., 2010).

Dans des cellules exprimant DUX4, I’efficacit¢é du NMD est réduite (Feng et al., 2015).
DUX4 induit une dégradation de UPF-1 (Up-Frameshift Suppressor 1) par le protéasome.
UPF-1 est une protéine effectrice du NMD. Sa dégradation a pour conséquence
I’accumulation d’ARNm aberrants, toxiques pour la cellule. Le mécanisme médié par DUX4
qui provoque la dégradation de UPF-1 n’est pas connu. Cependant, DUX4 pourrait induire
des dysfonctionnements du systéme ubiquitine-protéasome, dysfonctionnements qui auraient

pour conséquence la dégradation de UPF-1 (Feng et al., 2015).
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De maniére intéressante, la longue région 3’UTR composée d’introns des variants DUX4-fl
font d’eux des substrats du NMD. Plus précisément, le codon stop de DUX4 est situé : soit a
92 nucléotides de la derniere jonction exon-exon, lorsque I’intron 1 est épissé, soit a 236
nucléotides de la derniéere jonction exon-exon, lorsque I’intron 1 n’est pas épissé. Or, il est
établi qu’un ARNm présentant un codon stop localisé plus de 50-55 nucléotides en amont de
la jonction exon-exon la plus en 3’, est pris en charge par le NMD (Nagy and Maquat, 1998).
Ceci est confirmé par 1’observation d’une augmentation de 1’expression de DUX4 dans des
cellules UPF-1 knock-down (K.D.). Ainsi, les variants DUX4-fl sont normalement éliminés
par le NMD (Feng et al., 2015).

En résumé, la protéine DUX4 inhibe le NMD tandis que le NMD dégrade I’ARNm DUX4
(Figure 27). Cette boucle de régulation complexe permettrait a DUX4, en inhibant le NMD,
de stabiliser son propre ARNm localement mais aussi au niveau des noyaux avoisinants suite
a la diffusion de la protéine dans la fibre musculaire (Figure 27). Le phénotype FSHD se
propage ainsi dans la fibre musculaire. Cependant, il n’est pas établi si I’augmentation de
I’expression de la quantité relative d’ARNm DUX4 est la conséquence d’une augmentation du
nombre de transcrits DUX4 au noyau initialement émetteur ou une augmentation du nombre

de noyaux produisant le transcrit DUX4 (Feng et al., 2015) (Figure 27).

Conséquence : stabilisation
de PARNm DUXY

ARNm DUX4
P

NS
s /\f 1 dégradé
\ ] AT g ‘ Dérégulation du systéme
R ! ' ubiquitine/protéasome

ARNm aberr{ Dégradation par le ;
dégradés ’ protéasome Dkl

Conséquence : diminution
de Pactivité du NMD

FIGURE 27. Boucle de rétro-contrdle positif de I’expression de DUX4 par le NMD. La protéine
DUX4 inhibe le NMD en augmentant, selon un mécanisme non déterminé, la dégradation par le
protéasome de UPF-1, une protéine effectrice du NMD. Cette inhibition du NMD permet une
stabilisation de I’ARNm DUX4, une cible du NMD. La stabilisation de I’ARNm DUX4 a pour
conséquence une augmentation de la quantité de protéines DUX4. Ces protéines diffusent et propagent
le phénotype FSHD dans la fibre musculaire.
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En conclusion, bien que plusieurs genes candidats aient été proposés pour la FSHD, et malgré
le fait que I’expression de DUX4 n’ait pas encore €té directement liée au phénotype des
patients FSHD, il est admis par la communauté scientifique que DUX4 joue un réle majeur
dans cette pathophysiologie car (i) il faut au moins une répétition D4Z4 pour développer la
maladie, (ii) seuls les alléles dits permissifs de type 4gA, possédant le signal de
polyadénylation de DUX4 localisé en aval de la derniere répétition D4Z4, sont associés a la
FSHD, (iii) la contraction des répétitions D4Z4 homologues sur le chromosome 10gA, qui
porte en aval de la derniére répétition un signal de polyadénylation muté, ne conduit pas a la
FSHD, (iv) certains individus asymptomatiques portent les contractions D4Z4 mais sans la
perte des marques épigénétiques répressives et ne présentent pas de signes de la maladie, (v)
I’expression de geénes en aval de DUX4 est une signature moléculaire de la FSHD et (vi)

I’expression de DUX4 est le point commun entre la FSHD1 et la FSHD2.

1.3.7. Diagnostic génétique de la FSHD

Le diagnostic de la FSHD est, a I’heure actuelle, avant tout clinique. Un diagnostic génétique
peut ensuite étre réalisé pour confirmer ou infirmer le diagnostic clinique. Le diagnostic
génétique est basé, a ce jour, uniguement sur la détermination du nombre de répétitions D4Z4

en région subtélomeérique du chromosome 4.
1.3.7.1. Diagnostic génétique par southern blot

La méthode la plus couramment utilisée dans le diagnostic genétique de la FSHD est le
southern blot. L’ADN génomique est digéré par I’enzyme de restriction Ecorl (ou le couple
d’enzymes de restriction Ecorl et HindlIl) qui permet de couper de part et d’autre de la région
formée de répétitions D4Z4. Les fragments d’ADN sont ensuite séparés par électrophorése sur
gel ou par électrophorése en champ pulse. L’électrophorése sur gel permet d’étudier des
fragments d’ADN entre 3 et 50kb, alors que 1’électrophorése en champ pulsé, plus résolutive,
permet de séparer des fragments de quelques centaines de kb. Le nombre de répétitions D4Z4
est déterminé aprés transfert sur une membrane de nylon et hybridation avec la sonde p13E-
11. La sonde p13E-11 reconnait une région de 0,1kb immédiatement en amont de la premiere
répétition D4Z4 (Hewitt et al., 1994; Wright et al., 1993b). Les fragments obtenus ont une
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taille variant entre 10kb et 38kb pour les patients FSHD1 et entre 40kb et 350kb pour les
individus contr6les (Ehrlich et al., 2007; Lemmers et al., 2012b) (Tableau 4).

La détermination du nombre de répétitions D4Z4 sur le chromosome 4q est compliquée du
fait de la forte homologie entre la région subtélomérique du chromosome 4q et celle du
chromosome 10q, I’homologie incluant la région d’hybridation de la sonde p13E-11. Pour
discriminer le chromosome 4q du chromosome 10q, des digestions supplémentaires des
fragments d’ADN sont réalisées. En raison de polymorphismes nucléotidiques, des sites de
restriction différents entre les deux chromosomes sont présents dans les répétitions D4Z4
(Figure 28). Ainsi, une double digestion avec le couple d’enzymes de restriction ECORI et Binl
fragmente les répétitions D4Z4 du chromosome 10q mais laisse celles du chromosome 4q
intactes (Figure 28). Au contraire, une double digestion avec le couple d’enzymes de
restriction EcoRI et Xapl fragmente les répétitions D4Z4 du chromosome 4q et laisse celles

du chromosome 10q intactes (cf review Lemmers et al., 2012b) (Figure 28).

TABLEAU 4. Tableau de conversion de la taille du fragment digéré en nombre de répétitions D4Z4 en
fonction des enzymes utilisées. La premiére colonne indique le nombre de répétitions. La deuxieme, la
troisieme et la quatrieme colonne donnent la taille attendue du fragment D4Z4 en southern blot apres
une digestion par EcoRI ou le couple EcoRI/Hindlll ou le couple Ecorl/BInl respectivement (adapté de
Lemmers, 2017).

Nombre de EcoRl  EcoRI/Hindlll  Ecorl/Binl

répétitions D4Z4 (en kb) (en kb) (en kb)
1 10.2 8.1 7.0
2 135 11.4 10.3
3 16.8 14.7 13.6
4 20.1 18.0 16.9
5 23.4 21.3 20.2
6 26.7 24.6 23.5
7 30.0 27.9 26.8
8 33.3 31.2 30.1
9 36.6 34.5 334
10 39.9 37.8 36.7
11 43.2 41.4 40.0
12 46.5 44.4 43.3
13 49.8 47.7 46.6

Le nombre de répétitions est alors calculé selon les formules suivantes (Lemmers, 2017)
(Tableau 4, Figure 28)) :
Digestion Ecorl : Nombre de répétitions = [(Taille du fragment — 6900) / 3300)]

87



Digestion Ecorl/Hindll : Nombre de répétitions = [(Taille du fragment — 4800) / 3300)]
Digestion Ecorl/BlInl : Nombre de répétitions = [(Taille du fragment — 3700) / 3300)]

Cependant, dans 20% des cas, des échanges subtélomériques entre le chromosome 4q et 10q
sont observés (van Deutekom et al., 1996a; Lemmers et al., 1998; Matsumura et al., 2002).
Ainsi, des unités D4Z4 issues du chromosome 10g et Xapl résistantes, peuvent étre
transloquées en place et lieu de répétitions D4Z4 Blnl résistantes du chromosome 4q. A cela
s’ajoute, dans 1 a 3% des cas, une delétion dans la région en amont des répétitions D4Z4, ne
permettant plus & la sonde p13E-11 de s’hybrider et conduisant a I’obtention de faux négatifs
(Deak et al., 2007; Lemmers et al., 2003, 2004c). L’interprétation du southern blot devient
alors compliquée. D’autres sondes, en complément de la sonde p13E-11, peuvent étre utilisées

pour pallier a certains de ces problémes (Ehrlich et al., 2007).

E XX X X X H
| | [ Telomeére
49A — m»— w»— I
p13Ell p-satellite
Digestion E : 13,5kb
Digestion E/H : 11,4kb
Digestion E/B : 10,3kb
——————————————————————— Digestion X
E H B XX X X B E H
| | | // Telomeére
4qB == m—’ m,’ 77
p13Ell
Digestion E : 14,9kb
Digestion E/H : 12,8kb
Digestion E/B : 10kb
————————————————— Digestion X
E XX B B B X E B H
| | [ Telomére
pl13Ell B-satellite

Digestion E : 13,5kb
Digestion E/H : 11,4kb
—————————————————————— Digestion E/B

Digestion X : 8kb

FIGURE 28. Schéma des profils attendus en southern blot aprés digestion par différentes enzymes de
restriction de la région subtélomérique des chromosomes 4gA/B et 10gA, suivie d’une hybridation
avec la sonde p13E-11. Les profils de digestion présentés sont ceux attendus pour une digestion des

chromosomes 4gA/B et 10gA avec deux répétitions D424 de 3,3kb. Les différents sites de restriction

utilisés sont positionnés avec E : EcoRI, H : Hindlll, B : Blinl et X : Xapl. La taille de chaque produit
de digestion est indiquée en kb (adapté de Ehrlich et al., 2007).
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1.3.7.2. Diagnostic génétique par peignage moléculaire

Une autre technique utilisée aujourd’hui dans le diagnostic de la FSHD est celle du peignage
moléculaire. Le peignage moléculaire permet de visualiser directement 1’organisation
génomique d’une molécule d’ADN a I’aide de sondes fluorescentes. Sa résolution est de 1kb,
donnant lieu a des cartographies précises (Bensimon et al., 1994; Lebofsky and Bensimon,
2003). D’un point de vue technique, I’ADN préparé est déposé sur une lame en verre traitée
avec du silane (SiHa4), ce qui favorise la fixation de I’ADN par 1’une de ses extrémités a la
lame, et ce avec une haute affinité. Par action mécanique, qui consiste a retirer la solution
dans laquelle se trouvait I’ADN a une vitesse constante de 300um/s, les molécules d’ADN
sont étirées, separées et alignées sur la lame. Enfin, des sondes fluorescentes de plusieurs
couleurs sont utilisées simultanément pour une hybridation a des régions spécifiques sur ces
molécules d’ADN (Bensimon et al., 1994).

Dans le cadre de la FSHD, plusieurs sondes sont utilisées pour différencier visuellement les
alleles des chromosomes 4qA, 4qB, 10gA et 10gB (Figure 29). Deux sondes bleues
s’hybrident & la région de 42kb en amont des répétitions D4Z4, région commune aux
chromosomes 4q et 10g (Figure 29). En amont de cette région de 42kb, des sondes rouges
s’hybrident sur les régions spécifiques du chromosome 4q et 10q, permettant ainsi leur
discrimination (sondes de 10kb pour le chromosome 4q et de 5kb pour le chromosome 10q)
(Figure 29). D’autres sondes s’hybrident a la région subtélomerique. Plus précisément, une
sonde rouge spécifique de I’haplotype 4/10gA et une sonde bleue spécifique de 1’haplotype
4/10gB sont utilisées (Figure 29). Le télomere est quant a lui marqué par une sonde rouge
(Figure 29). Des sondes vertes s’hybrident a chacune des répétitions D4Z4 (Figure 29). La
longueur du signal vert est proportionnel au nombre de répétitions D4Z4 (Nguyen et al., 2011,
Vasale et al., 2015) (Figure 29).

Le peignage moléculaire permet donc de visualiser les différents haplotypes des chromosomes
4q et 10q en une seule expérience, alors que de multiples digestions sont nécessaires avec la
technique du southern blot. Par ailleurs, le peignage moléculaire permet d’effectuer un
diagnostic méme en cas de délétions ou de réarrangements chromosomiques des régions en
amont, en aval ou des répétitions D4Z4, du fait d’une observation directe des chromosomes.

De plus, 40% des cas de novo de FSHD sont des patients mosaiques (van der Maarel et al.,
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2000). Dans le cadre de I’utilisation d’un southern blot, le mosaicisme est détectable pour un
minimum de 15% de cellules FSHD (van der Maarel et al., 2000). Le peignage moléculaire,

plus sensible, peut identifier un mosaicisme inférieur a 10% (Nguyen et al., 2011).

Reépétitions D474

Telomere
taa  — 7 - S/
ZN: I 7.5 e 10 mrw 10 g o 10 53 20 g // - —a Telomare
10gA
// ﬂ Telomére
10gB //

FIGURE 29. Schéma des profils attendus en peignage moléculaire pour les régions subtélomériques
des chromosomes 4gA/B et 10gA/B. Les chromosomes 4qA/B et 10gA/B sont différenciés par la
combinaison de plusieurs sondes : deux sondes bleues qui s’hybrident a la région de 42kb en amont
des répétitions D4Z4, qui est commune a tous les chromosomes ; des sondes rouges qui s’hybrident en
amont des sondes bleues et sont spécifiques de chaque chromosome (sondes de 10kb pour le
chromosome 4q et de 5kb pour le chromosome 10q) ; une sonde rouge spécifique de 1’haplotype
4/10gA et une sonde bleue spécifique de I’haplotype 4/10gB en aval des répétitions D4Z4 ; une sonde
rouge télomérique ; des sondes vertes qui s’hybrident a chaque répétition D474 et qui générent un
signal dont la longueur est proportionnelle au nombre de répétitions D4Z4. Un exemple de peignage
moléculaire obtenu pour différents chromosomes est présenté, avec, en encadré blanc, la visualisation
théorique attendue. La taille en kb de la région formée par 1’ensemble des répétitions D4Z4 pour
chaque échantillon testé est indiquée (adapté de Nguyen et al., 2011; Vasale et al., 2015).
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FIGURE 30. Récapitulatif des différentes étapes actuelles et futures dans le diagnostic de la FSHD
(adapté de Larsen et al., 2015).

Les précédentes techniques de diagnostic sont adaptées uniquement pour le diagnostic de
patients FSHD avec des contractions des répétitions D4Z4, ce qui n’est pas le cas des patients
FSHD2. Il est donc propose de développer, dans les années a venir, un diagnostic genétique
évaluant également le niveau de méthylation de I’ADN au niveau des répétitions D4Z4 pour
confirmer le diagnostic clinique de patients FSHD2. Plusieurs méthodes, utilisées en
recherche fondamentale, sont possibles pour quantifier le niveau de méthylation des
répétitions D4Z4 : séquengage aprés traitement bisulfite, immunoprécipitation de I’ADN
méthylé (MeDIP Methylated DNA Immunoprecipitation) ou encore southern blot aprés une
digestion par des enzymes de restriction sensibles a la méthylation (Gaillard et al., 2014;
Jones et al., 2015; Larsen et al., 2015). Ainsi, pour un individu présentant les signes cliniques
de la FSHD, un alléle permissif 4gA, mais aucune contraction des répétitions D4Z4, si le taux
de méthylation moyen au niveau de ses répétitions D4Z4 est inférieur a 25% comparé a celui
des individus contrdles, le patient pourra étre considéré comme FSHD2. Un séquengage de
SMCHD1 et/ou DNMT3B pourra éventuellement étre réalisé afin de rechercher des mutations
dans ces modificateurs épigénétiques et venir ainsi compléter le diagnostic genétique (van den
Boogaard et al., 2016; Larsen et al., 2015) (Figure 30).
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1.4. Modeles cellulaires et modeles animaux FSHD

Les modeéles cellulaires et animaux sont des outils essentiels pour la compréhension des
facteurs géneétiques et des mecanismes moléculaires impliqués dans les processus

pathologiques, mais également pour le développement de stratégies thérapeutiques.

1.4.1. Modeéles cellulaires FSHD

Les myoblastes humains FSHD ou les biopsies FSHD sont de bons mode¢les pour 1’étude des
dérégulations génétiques et métaboliques chez les patients FSHD ainsi que le test de stratégies
thérapeutiques in vitro. Les myoblastes primaires FSHD sont obtenus par isolation et
purification de cellules, sortant des explants préparées a partir de biopsies de patients FSHD.
Par la suite, des lignées cellulaires immortelles FSHD peuvent étre créées par une
transduction rétrovirale des myoblastes primaires FSHD avec le gene hTERT (human
Telomerase Reverse Transcriptase) et le géne CDK4 (Cycline Dependante Kinase 4) (Krom
et al., 2012; Mamchaoui et al., 2011; Stadler et al., 2011; Zhu et al., 2007). Ce protocole a
notamment été utilisé pour générer plusieurs lignées immortelles de cellules isogéniques
contractées et non contractées aux répétitions D4Z4 a partir de la biopsie d’un patient FSHD
mosaique (Krom et al., 2012). Ces lignées ont I’avantage de posséder le méme génome a
I’exception du nombre de répétitions D4Z4. Ces lignées permettent également de s’affranchir
de toutes les variations entre individus, qui pourraient biaiser les études des mécanismes
menant au developpement de la FSHD. Par ailleurs, ces cellules proviennent d’une méme
biopsie, donc d’un méme muscle, ce qui permet cette fois-ci d’éliminer toutes les variations
liées au degré d’atteinte variable entre les muscles (Krom et al., 2012). Le désavantage de ces
modeéles cellulaires humains FSHD est le faible taux d’expression de DUX4 associé a des
difficultés de détection de la protéine DUX4, rendant I’expérimentation parfois compliquée
(Tassin et al., 2013).

Des modeles artificiels de cellules (humaines, murines) peuvent étre générés par la
transfection ou la transduction de vecteurs exogenes exprimant DUX4. Les vecteurs
inductibles ou non couramment utilisés sont: des variants du plasmide pCINéo-DUX4
(déposé par Alexandra Belayew), qui se caractérise par la présence d’une répétition D4Z4
entiére suivie de la région pLAM ; et des variants du plasmide pCS2-mkgDUX4 (déposé par
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Stephen Tapscott), qui contient uniquement I’ORF de DUX4 (exon 1) immédiatement suivi du
signal de polyadénylation du virus simien 40 (Ansseau et al., 2009; Dixit et al., 2007; Snider
et al., 2009). L’utilisation de ces vecteurs induit une expression de DUX4 non physiologique,
bien plus importante que ce qui peut étre observé dans des cellules humaines primaires FSHD,
pouvant conduire a des erreurs d’interprétations quant au réle de DUX4 dans la cellule. Par
ailleurs, I’expression de DUX4 dans des cellules non humaines peut également augmenter les
erreurs d’interprétations quant au role de DUX4 dans le développement de la pathologie. La
raison est simple : les répétitions D4Z4 contenant le rétrogéne DUX4 sont des éléments
spécifiques des primates de 1’ancien monde (les catarrhiniens) et des Afrotheria (Clapp et al.,
2007; Leidenroth and Hewitt, 2010; Leidenroth et al., 2012). Utiliser un modéle cellulaire non
humain FSHD n’exprimant pas DUX4 de maniére endogene, n’a de sens que si I’expression
exogene de DUX4 est régulée par le méme réseau et active les mémes géenes que ce qui est
observé dans les cellules des primates de I’ancien monde. Or il a été montré qu’une
expression exogéne de DUX4 dans des cellules humaines (rhabdomyosarcomes) ou murines
(C2C12) de la lignée musculaire n’induit pas la méme dérégulation a la fois qualitative et
quantitative des genes dans ces cellules (Sharma et al., 2013). Par ailleurs, cette surexpression
est souvent associée a une forte toxicité et de 1’apoptose (Vanderplanck et al., 2011). Le choix

du modele cellulaire doit donc étre pensé en fonction de la question biologique posée.

1.4.2. Modéles animaux FSHD

La création de modéles animaux FSHD est un réel défi (Lek et al., 2015). Les raisons sont les
mémes que celles évoquées précédemment, c’est-a-dire notamment la présence uniquement
de ’ORF DUX4 chez les primates de 1’ancien monde et les Afrotheria (Clapp et al., 2007). Le
travail avec une espéce animale de laboratoire non transgeénique est donc impossible. La
solution consiste en la généeration de modéles FSHD non-primates par introduction d’une

construction génétique exogéne exprimant DUX4, sortant ainsi le géne de son réseau naturel.

1.4.2.1. Modéle du poisson zebre et du xénope

Un modele de poisson zébre (Danio reio) FSHD a été géneré par 1’injection in vitro dans des
ceufs fécondés au stade une cellule d’ARNm DUXA4-fl (Mitsuhashi et al., 2013a). Une trop
grande quantit¢é d’ARNm DUX4-fl (>1.107 copies) est cytotoxique dans les 24h suivant
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I’injection pour plus de 95% des ceufs fécondés. Une injection d’environ 1 a 2.10° copies,
donnant approximativement une molécule d’ARN par cellule aprés dilution au cours du
développement avant somitogenese, est cytotoxique pour 67% des embryons a quatre jours
apres fertilisation. Les embryons survivants ont une durée de vie trés courte. L’expression de
DUX4-fl est donc extrémement toxique dans ces organismes. Pour les plus faibles quantités
d’ARNm injectées, les embryons de poisson zébre montrent des anomalies asymétriques, a
séverité variable, au niveau des yeux, des oreilles, des nageoires (équivalent des bras), de la
face et/ou du tronc musculaire, a I’image de ce qui est observé dans la FSHD. A cela s’ajoute
une réduction de la capacité de nage. Par ailleurs, les cellules myogéniques présentent une
localisation aberrante dans la région céphalique. A 1’échelle cellulaire, le muscle squelettique
est totalement désorganisé, surtout aux niveaux des sarcomeres ou les disques Z indistincts et
les myosepta sont anormalement alignés. Aucune de ces anomalies n’est obtenue avec une
expression de DUX4-s. La fonction pathogénique de DUX4-fl est donc conservée au moins

dans certains organismes non primates (Mitsuhashi et al., 2013a).

Un autre modele de poisson zebre, cette fois-ci transgénique, a également été généré (Wallace
et al., 2011a). Une séquence contenant DUX4 sous un promoteur muscle spécifigue MHCK?7
(hybrid a-myosin heavy chain enhancer/ MCK enhancer-promoter) est intégré au génome du
poisson zébre, par utilisation du systéme de transposon Tol2 dans des ceufs fécondés au stade
une cellule. Le promoteur MHCK?7 est décrit comme permettant une expression du gene en
aval, trois jours aprés I’injection, ce qui limite I’étude des effets de 1’expression de DUX4 aux
stades plus tardifs de développement, en comparaison au modéle précédent. Chez ces
poissons zebres, quatre jours aprés fécondation, 47% des embryons ont une grossiére
malformation du corps et 81% ont des anomalies musculaires importantes. Le phénotype de
ces poissons zebres est similaire au modele précédemment décrit, auquel s’ajoute une

hypertrophie cardiaque pour certains individus (Wallace et al., 2011a).

Ces modeles de poisson zébre, qui récapitulent les principaux symptémes associés a la FSHD
dont D’atteinte musculaire asymétrique, sont des outils utiles pour la compréhension des
mécanismes physiopathologiques médiés par DUX4 et pour le test de stratégies
thérapeutiques (Mitsuhashi et al., 2013a; Wallace et al., 2011a).

De la méme maniere, des modeles embryonnaires de Xenopus laevis FSHD existent
(Wuebbles et al., 2010). Ces modeles sont générés par injection au stade deux cellules de
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I’ARNm DUX4 ou PITX1 (dont un orthologue est présent chez le xénope). L’expression de
I’'un ou I’autre de ces deux génes conduit a une perte cellulaire massive non restreinte au
muscle du c6té de 1’injection. Une surexpression des protéines DUX4 et PITX1 est toxique, la
cytotoxicité de DUX4 étant plus importante que celle de PITX1 (Wuebbles et al., 2010). Les
modéles xénopes FSHD sont trés peu utilisés en raison de 1’incompatibilité de I’expression de

DUX4 ou PITX1 avec le développement embryonnaire.

1.4.2.2. Modeéle de la drosophile

La drosophile (Drosophila melanogaster) est un organisme modéle déja utilisé avec succes
pour étudier les mécanismes pathogéniques de plusieurs maladies neuromusculaires (Allikian
et al.,, 2007; Chan et al., 2003; Chartier et al., 2006; de Haro et al., 2006; Pantoja and
Ruohola-Baker, 2013). Récemment, un modele de drosophile pour la FSHD a été mis au point
pour étudier les voies de signalisation affectées par 1’expression de DUX4 ou FRG1 (Jones et
al., 2016). Ces lignées de drosophiles transgéniques expriment, sous contrdle du systéme
UAS-GALA4 tissu-spécifique (GAL4-upstream activation sequence), FRG1 dans les muscles
adultes ou DUX4-fl uniquement dans les yeux (Duffy, 2002; Jones et al., 2016). En effet, une
expression ubiquitaire de DUX4-fl au cours du développement chez la drosophile résulte en
une mortalité de 100%. De plus, I’induction de I’expression de DUX4-fl plus tardivement et
specifiquement dans des muscles primaires chez 1’adulte conduit également a une mortalité de
100%. Il est donc impossible de générer des drosophiles exprimant DUX4-fl au cours du
développement ou spécifiquement dans les muscles, méme chez 1’adulte. Cependant, une
expression de DUX4-fl restreinte aux yeux, et ce dés les premiéres étapes du développement,
génere une mortalité moins prononcée chez les males, tandis que la grande majorité des
femelles sont viables. Ainsi, certaines interactions géniques de DUX4-fl peuvent étre étudiees
avec cette lignée de drosophiles transgéniques, a condition que le réseau d’interaction naturel
de DUX4-fl soit aussi présent chez la drosophile et plus particulierement au niveau des yeux

(Jones et al., 2016). L utilisation de ce modéle FSHD DUX4 reste tout de méme restreinte.

Afin d’identifier les voies métaboliques modifiées par une surexpression de FRGI1, des
lignées de drosophiles transgéniques exprimant FRG1 spécifiquement dans les muscles
thoraciques adultes ont été générées (Jones et al., 2016). Ces lignées transgéniques sont

viables. Elles se caractérisent par une réduction de la capacité a voler malgré un
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développement normal des ailes. Ceci s’explique par une perturbation de 1’organisation et de
I’intégrité de la musculature, comparable a ce qui est observé dans d’autres modeéles. Ce
modele transgénique FRG1 represente donc eégalement un outil pour la compréhension des
voies développementales perturbées dans le muscle par I’expression de FRG1 (Jones et al.,
2016).

1.4.2.3. Modéles murins

1.4.2.3.1. Modéles murins exprimant d’autres génes candidats de la FSHD

Plusieurs genes ont été proposés comme impliqués dans le développement de la FSHD. Afin
d’étudier leur role dans la pathologie, plusieurs modéles murins sur-exprimant ou sous-

exprimant ces génes ont été crées (Lek et al., 2015).

1.4.2.3.1.1. Modéle murin sur-exprimant FRG1

Des souris transgéniques sur-exprimant fortement FRG1 sous contréle du promoteur HSA
(Human Skeletal o-actin) développent un phénotype sévere de cyphose (déformation de la
colonne vertébrale) indépendamment d’une déformation du squelette, suggérant une faiblesse
musculaire pour origine (Gabellini et al., 2006). Cette courbure de la colonne vertébrale est
aussi retrouvée chez les patients FSHD. Ces souris se caractérisent également par un
phénotype dystrophique progressif avec une nécrose des fibres musculaires striées
squelettiques, une infiltration de tissu conjonctif accompagnée d’une réduction du poids des
souris et d’une difficulté a la réalisation d’exercices. Par ailleurs, 1’atrophie musculaire chez la
souris FRG1 est variable selon les muscles considérés, comme c’est le cas chez les patients
FSHD (Gabellini et al., 2006).

Au niveau moléculaire, les ARNm TNNT3 et MTMR1 sont anormalement épissés chez les
souris exprimant FRG1. TNNT3 et MTMR1 regulant respectivement la contractilité
musculaire et I’atrophie musculaire, ces deux génes peuvent contribuer au développement
d’une atrophie musculaire dans ce modéle murin mais aussi dans la FSHD (Buj-Bello et al.,
2002; Chaudhuri et al., 2005; Gabellini et al., 2006; Galinska-Rakoczy et al., 2008; Gordon et
al., 2000; Perry, 1998; Sancisi et al., 2014). D’autres ARNm sont potentiellement affectés, et
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pourraient expliquer le phénotype exclusivement musculaire observé chez des souris
exprimant fortement FRG1 (Gabellini et al., 2006).

L’intérét scientifique pour ce modele de souris est tout de méme mitige, compte tenu du fait
qu’une surexpression de FRG1 chez les patients FSHD n’a pas pu étre démontrée par de
nombreux laboratoires (Arashiro et al., 2009; Celegato et al., 2006; van Deutekom et al.,
1996b; Jiang et al., 2003; Klooster et al., 2009; Masny et al., 2010; Osborne et al., 2007,
Winokur et al., 2003a). Cependant, FRG1 étant potentiellement une cible transcriptionnelle de

DUX4, son réle dans la FSHD ne peut étre totalement exclu (Ferri et al., 2015).

1.4.2.3.1.2. Modéle murin sur-exprimant Pitx1

Pour verifier le potentiel role pathogénique d’une surexpression de PITX1 dans la FSHD, des
souris transgéniques sur-exprimant conditionnellement Pitx1 sous promoteur mCK (muscle
specific Creatine Kinase promoter) en 1’absence d’administration de doxycycline, ont été
géneérées (Pandey et al., 2012, 2014). Une sur-expression de Pitx1 pendant cing semaines chez
des souris agées de 10 semaines conduit a une réduction de la masse de certains groupes
musculaires associée a une diminution de la force, qui s’observe, elle, trois semaines apres
I’induction de I’expression de Pitx1l. L’histologie des muscles révéle une atrophie des fibres
musculaires, de la nécrose et des infiltrations inflammatoires, caractéristiques retrouvées chez
les patients FSHD. Au niveau moléculaire, une expression de p53 est détectée dans les

muscles affectés de la souris Pitx1 (Pandey et al., 2012, 2014).

1.4.2.3.1.3. Modéle murin muté pour FAT1

Un modéle murin pouvant étre utile a la compréhension de la FSHD est une souris knock out
(K.O.) pour le gene codant la protocadhérine FAT1 (Caruso et al., 2013). Une inactivation
constitutive de Fatl chez la souris entraine une mortalité néonatale confirmant I’importance
de cette protéine au cours du développement. Des podocytes anormaux sont probablement a
I’origine de cette létalité importante chez les souris homozygotes Fatl-/-. Ce défaut de
développement du rein peut étre associé a un défaut de développement du cerveau antérieur et
un défaut de développement des yeux (Ciani et al., 2003). Un autre modele murin, des souris
homozygotes hypomorphiques Fatl (délétion d’une partie des répétitions cadhérines, du
domaine lamine A-G et des motifs EFG), présente un taux de mortalité de 50% dans les trois
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mois suivant la naissance. Ces souris montrent également des anomalies développementales
au niveau des reins et récapitulent le phénotype musculaire et non musculaire de la FSHD :
aux stades postnataux, ces souris se caractérisent par une réduction selective et asymétrique
de la masse musculaire, au niveau des muscles des épaules et de la face, associée parfois a une
rétinopathie. Aux stades plus avancés, une dystrophie musculaire étendue est observable. A
I’échelle cellulaire, les souris hypomorphiques Fatl présentent des signes de nécrose des
fibres musculaires, des infiltrations inflammatoires et des sarcomeres désorganises.
L’expression de FAT1 étant réduite chez les patients FSHD, ce modéle murin est un outil trés
utile pour la compréhension des mécanismes cellulaires indépendants de DUX4 pouvant étre
impliqués dans le développement de la FSHD (Caruso et al., 2013; Mariot et al., 2015).

1.4.2.3.2. Modéles murins exprimant DUX4

1.4.2.3.2.1. Souris AAV6-DUX4

Plusieurs modéles murins exprimant DUX4 ont été développés ces derniéres années. Un
premier modéle, transitoire, est la souris AAV6-DUX4 (Wallace et al., 2011a). Ce modéle
murin consiste en 1’injection du vecteur adéno-associé (AAV) non-intégratif AAV6-DUX4
dans un tissu musculaire précis de souris, permettant d’initier une expression controlée de
DUX4 dans le temps et I’espace. Ce modéle a été le premier a montrer qu’une surexpression
de DUX4 dans le muscle cause des dommages importants, dont une dégénération des fibres
musculaires en lien avec des infiltrations de cellules mononucléaires et 1’expression de
marqueurs pro-apoptotiques. Ces effets de DUX4 passent par une voie dépendante du
suppresseur de tumeur p53. Ce modéle est transitoire : les souris montrent une faible force
lors de tests d’agrippement, et ce durant les deux semaines suivants 1’injection, avant de
retrouver une force normale dans les trois semaines. Ceci s’explique par le remplacement des
fibres musculaires endommagées exprimant DUX4 par des fibres saines (Wallace et al.,
2011a). Ces resultats laissent penser que le phénotype FSHD induit par I’expression de DUX4
pourrait étre potentiellement inversé par une stratégie thérapeutique inhibant 1’expression de
DUX4.
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1.4.2.3.2.1. Souris iDUXA4(2.7)

Un second modele murin transgénique, nommeé iDUX4(2.7), a été généré par intégration d’un
transgéne DUX4, inductible par la doxycycline. Le transgéne est intégré en amont du géne
HPRT (Hypoxanthine PhosphoRibosyl Transferase), au niveau d’une région d’euchromatine
sur le chromosome X (Dandapat et al., 2014). Le transgene correspond & un fragment d’ADN
génomique de 2,7kb contenant ’ORF de DUX4 et une partie de sa région 3’UTR. Le signal
de polyadénylation est apporté par le signal de polyadénylation SV40.

Dans ce modele, en absence de doxycycline, une faible expression de DUX4 est détectée dans
divers tissus, a I’exception du muscle, conduisant & une létalité embryonnaire chez les males.
Les rares males survivants, non distinguables des souris contrdles a la naissance, développent
rapidement un phénotype extrémement sévere avec une espérance de vie courte (au maximum
deux mois). A six semaines, les souris males iDUX4(2.7) sont plus petits et ont moins de
force que les souris males controles, en raison de muscles plus petits avec moins de fibres
musculaires. Malgré ce phénotype musculaire particulier, les souris males iDUX4(2.7) ne sont
pas clairement dystrophiques. Par ailleurs, DUX4 est également exprimé dans les testicules et
la rétine de ces souris, conduisant a des défauts dans la gamétogenese et des télangiectasies
rétiniennes. Les femelles, quant a elles, ne présentent pas d’atteintes musculaires, ce qui est
biaisé par 1’inactivation aléatoire du chromosome X, dont potentiellement le chromosome X
porteur du transgene. Par ailleurs, I’induction de ’expression de DUX4 par la doxycycline
dans des cellules en culture prélevées chez des souris méales iDUX4(2.7) est délétére. Par
consequent, la transplantation de cellules satellites iDUX4(2.7) dans une souris dont le muscle
tibialis anterior a éte irradie, ne permet pas de régénérer un nouveau muscle en presence de
doxycycline (Dandapat et al., 2014). Ce mode¢le murin iDUX4(2.7) n’est donc pas idéal pour
le test de thérapies géniques du fait du phénotype extrémement sévére et de la courte durée de
vie des souris, mais des cellules dérivant de ces souris peuvent étre utilisées dans 1’étude de la
fonction de DUX4.

1.4.2.3.2.1. Souris D4Z4(2.5) et (12.5)

Les modeles murins transgéniques pathologique D4Z4(2.5) et contréle D4Z4(12.5) sont
générés par introduction dans le génome murin d’un large segment du génome humain
contenant respectivement 2,5 ou 12,5 répétitions D4Z4 associées a 1’haplotype permissif 4gA

(Krom et al., 2013). Des transcrits DUX4 sont détectés en abondance dans les testicules des
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souris D4Z4(2.5) et des souris D4Z4(12.5), en accord avec ce qui est observé quant a
I’expression de DUX4 dans la lignée germinale humaine (Snider et al., 2010). Cependant,
DUX4 est exprimé uniquement chez la souris D4Z4(2.5) mais faiblement et de maniere
extrémement variable dans I’ensemble de 1’organisme. Une expression un peu plus importante
de DUX4 dans les muscles communément affectés chez les patients FSHD, c’est-a-dire les
muscles des membres, du tronc et de la téte, peut-étre observée. DUX4 est également détecté
dans le cervelet, les yeux, la rate ou le rein de la souris D4Z4(2.5). Au contraire, les souris
D4Z4(12.5) expriment DUX4 que dans le tibialis anterior et les muscles du groupe pectoral.
D’un point de vue épigénétique, les répétitions D4Z4 chez les souris D4Z4(12.5) sont
hyperméthylées aux sites CpG, tandis que les répétitions D424 chez les souris D4Z4(2.5) sont
hypométhylées aux sites CpG dans I’ensemble de 1’organisme. Ces modéles murins
récapitulent le profil épigénétique des individus FSHD comparé a celui des individus

contréles (Krom et al., 2013).

La souris D4Z4(2.5) ne présente aucun signe de faiblesse, aucune dégénérescence musculaire
et aucune anomalie morphologique ou histologique. Le seul phénotype parfois observé chez
ces souris D4Z4(2.5) est une kératite progressive qui peut aller jusqu’a la cécité et qui
apparait a I’age de 8-12 semaines (Krom et al., 2013). Ce phénotype n’est pas retrouvé chez
des patients FSHD. Bien que ces modéles murins permettent, dans la majorité des cas, de
récapituler les marqueurs génétiques et épigénétiques de la FSHD, 1’absence d’un phénotype
musculaire ou dystrophique ne fait pas de ce modéle un modéle idéal pour des tests

thérapeutiques nécessitant des mesures de la force du muscle.

1.4.2.3.2.1. Souris FLExDUX4

Depuis peu, un nouvel modéle murin, développé par 1’équipe de Peter Jones, est disponible.
Cette souris transgenique nommée FLExXDUX4, se caractérise par la présence en aval du
promoteur ROSA26, de la séquence en sens inverse de DUX4 (comprenant les exons 1, 2 et 3
plus quelques bases ainsi que les intron 1 et 2). La séquence de DUX4 est encadrée de sites de
recombinaison incompatibles loxP et lox511 (Srinivas et al., 2001; Zambrowicz et al., 1997).
Le géne DUX4 intégré contient quatre mutations dans le site d’épissage en 5° (ou site
donneur) cryptique de I’exon 1 pour la forme DUX4-s. De ce fait, les souris ne peuvent
exprimer que les isoformes DUX4-fl. L’induction par le tamoxiféne de I’expression de la

recombinase Cre chez ces souris, au préalable croisées avec des souris Tg(ACTAL-
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cre/Esrl*)2Kesr/J, permet 1’inversion de la séquence DUX4 et ainsi I’expression du géne. A
noter qu’en 1’absence d’une expression de la Cre, les souris hémizygotes et homozygotes
expriment tout de méme faiblement DUX4-fl. La présence de la recombinase Cre permet
d’augmenter cette expression. Il est donc possible d’induire une expression durable et
contr6lée de DUX4 chez des souris a différents ages, permettant ainsi de s’affranchir de la

Iétalité importante caractérisant certains des autres modéles murins.

Aucun article publié établit a I’heure actuelle le phénotype de ces souris. Néanmoins, une
description succincte de ce modéle murin est présente sur le site The Jackson Laboratory, qui
les commercialise. Les souris FLExDUX4 sont viables, fertiles, avec une espérance de vie
normale et des portées nombreuses. Elles se caractérisent phénotypiquement par une alopécie,
des selles molles, de I’inflammation et une faiblesse musculaire. Les homozygotes sont plus

affectés que les hémizygotes, chez les males comme chez les femelles.

Un autre modéle murin, similaire en bien des points, a été développé par 1’équipe de Scott
Haper. Cette souris, non commercialisée a ce jour, se caractérise par la présence en aval du
promoteur ROSA26 du transgene DUX4 (comprenant le signal de polyadénylation localisé
dans I’exon 3) étiqueté avec 1’épitope V5. Un géne de résistance a la néomycine encadré de
sites de recombinaison lox, est situé entre le promoteur ROSA26 et le transgéne DUXA4,
empéchant une expression de DUX4. L’induction par le tamoxiféne de I’expression de la
recombinase Cre chez ces souris, au préalable croisées avec des souris HSA promoter-CRE-
ERT2, permet de retirer le géne de résistance a la néomycine et d’induire 1’expression du
transgéne. En 1’absence d’une administration de tamoxiféne, ces souris transgéniques sont
viables et n’expriment pas DUX4. En fonction de la dose de tamoxiféne injectée, le phénotype
de ces souris est variable : pour de fortes doses de tamoxiféne administrées, les souris
présentent dans les quelques jours suivant 1’injection une incapacité a bouger ; pour de faibles
doses de tamoxiféne administrées, les souris présentent des difficultés a se déplacer, une
diminution de la force du tibialis anterior et une réduction de I’activité globale. Aucune

information complémentaire sur ces souris n’est encore disponible.

En résumé, diverses techniques ont été utilisées pour générer des modeles murins FSHD
exprimant DUX4. Chaque modele possede ces propres avantages et permet d’apporter des
réponses quant aux roles cellulaires de DUX4 dans le développement de la FSHD. Cependant,

ces modeles ont de nombreux inconvénients. Dans les modéles transgeniques murins
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présentés, I’insertion du transgene s’effectue dans une autre région que la région
subtélomérique du chromosome 4q. De plus, certains de ces transgenes DUX4 sont exprimés
de maniere constitutive et a des doses non physiologiques. Par ailleurs, le gene DUX4 n’est
pas présent initialement chez ces étres vivants, tout comme potentiellement son réseau de
régulation. Il en résulte une perte du contexte génétique et épigénétique naturel de régulation
de D’expression de DUX4. Un autre point est qu’aucun de ces modeles ne récapitule
simultanément tous les symptémes de la FSHD. Ainsi, 1’étude de ces modéles murins peut
apporter des informations sur les mécanismes médiés par DUX4 a I’origine du développement

de la FSHD, mais ces informations peuvent étre biaisées.

Enfin, ces modeles murins (notamment les modéles AAV6-DUX4, iDUX4(2.7) et D4Z4(2,5))
ne permettent pas une étude de I’efficacité de stratégies thérapeutiques sur un long terme. A
noter également que I’utilisation de modeles murins AAV-DUX4 est & exclure dans les essais
de thérapie génique basées sur I’utilisation de virus AAV, en raison des risques de réponses
immunes contre le vecteur viral suite a une premiére exposition a un virus AAV lors de
I’injection de I’AAV-DUX4. Le nouveau modele murin FLEXDUX4 permettra peut-étre de

répondre aux exigences techniques du développement d’une stratégie thérapeutique.

1.4.2.3.3. Modele murin humanisé

Une autre alternative pour étudier in vivo le role de DUX4 dans le développement de la
FSHD, consiste a venir greffer en place et lieu du tibialis anterior, dans la loge antérieure de
la patte arriere de souris immunodéeficientes, des biopsies de patients FSHD. Rapidement, les
muscles humains greffés montrent une vascularisation, une innervation et survivent au moins
40 jours apres transplantation (Zhang et al., 2014). De plus, les greffons sont capables de se
contracter de maniére calcium-dépendante. Le profil d’expression des génes du tissu greffe est
identique au profil des biopsies de patients FSHD. L’avantage de ce modele est que le
contexte génétique et épigenétique des génes impliqués dans le développement de la FSHD
n’est pas modifié. Par ailleurs, les cellules greffées peuvent provenir de patients FSHD1 ou
FSHD2. Le désavantage de ce modele est qu’il a, pour I’instant, une durée de vie limitée et ne
peut étre étendu a tout un organisme. De plus, la mise en place de ces xénogreffes nécessite
des biopsies musculaires, qui ne sont pas toujours disponibles en grande quantité. Malgré tout,

ce modele représente un outil trés intéressant pour 1I’étude in vivo de la FSHD, puisqu’il
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permet de conserver, sans aucune exception, tous les mécanismes génétiques et épigénétiques

associés a la FSHD.

De nombreux modeles cellulaires et animaux dits FSHD sont donc a la disposition de la
recherche pour comprendre les mécanismes conduisant a ’atrophie sélective asymétrique de
certains groupes musculaires dans la FSHD mais aussi pour développer des stratégies
thérapeutiques curatives. Chaque modele posséde ces avantages et ces inconvénients. Le

choix du modele dépend alors de la question scientifique poseée.
1.5. Stratéegies thérapeutiques
1.5.1. Thérapie génique

La dystrophie musculaire de Duchenne (DMD), la dystrophie myotonique, la dystrophie
musculaire oculo-pharyngée (OPMD) et de nombreuses autres maladies forment un groupe
hétérogene de pathologies musculaires monogéniques, c’est-a-dire causées par une ou
plusieurs mutations dans un seul des nombreux genes qui composent notre génome (Emery,
2002). Ces pathologies sont qualifiées de rares car leur prévalence est inférieure a un seuil de
cing personnes touchées sur 10 000 (selon le réglement (CE) N° 141/200 du Parlement
européen et du Conseil du 16 décembre 1999). En conséquence, les centres de recherche et les
compagnies pharmaceutiques ont délaissé pendant longtemps ces maladies pour lesquelles le
développement d’un traitement est peu rentable. De ce fait, ces pathologies sont qualifiées de
pathologies orphelines en raison de 1’absence de traitements curatifs. Les patients ont
uniquement acces a un traitement qui réduit les symptémes ou ralentit la progression de la
maladie. Cela permet d’améliorer leur qualité de vie ainsi que leur longévité. Aujourd’hui, ces
pathologies rares font 1’objet de nombreux programmes de thérapies géniques, souvent

soutenus par des associations de patients ou des organisations académiques.

Le concept de thérapie génique date des années 1970, lorsque Stanfield Roger, puis Theodore
Friedmann et Richard Roblin évoquent la possibilité d’utiliser de I’ADN exogéne pour
remplacer un ADN défectueux chez des individus atteints de pathologies génétiques. Le but
est de traiter la cause de la pathologie plutét que les symptdémes. Aujourd’hui, la thérapie

génique se définit comme le transfert d’une substance active qui contient ou consiste en de
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I’acide nucléique recombinant exogene, en vue de réguler, corriger, remplacer, réparer,
supprimer ou ajouter un gene ou une séquence génique dans une cellule, un tissu ou chez un
individu, et ce uniquement a des fins thérapeutiques (Wirth et al., 2013). 1l existe deux types
de thérapie génique : la thérapie génique germinale et la thérapie génique somatique. La
différence entre ces deux types de thérapie repose sur les cellules ciblées. Dans le cas de la
thérapie génique somatique, le matériel exogene est transféré uniquement dans des cellules
somatiques, sans transmission a la descendance. Au contraire, la thérapie génique germinale
est appliquée aux premiers stades embryonnaires (lorsque les cellules ne sont pas
différenciées) ou aux cellules germinales adultes, ce qui implique une transmission a la
génération suivante de la modification génétique (Wirth et al., 2013). Cette différence est
importante puisqu’en raison de problémes éthiques majeurs, et de crainte de dérives
eugéniques, la législation dans de nombreux pays ne permet pas une thérapie génique
germinale (UNESCO — Report on Human Gene Therapy 1994). Cette interdiction est reportée
en France dans la loi bioéthique n° 94-653 du 29 juillet 1994 relative au respect du corps
humain, Chapitre 2, Article 16-4 « Sans préjudice des recherches tendant a la prévention et
au traitement des maladies génétiques, aucune transformation ne peut étre apportée aux

caractéres génétiques dans le but de modifier la descendance de la personne. ».

Deux stratégies de thérapie génique somatique existent : ex vivo ou in vivo (Crystal, 1999).
Schématiquement, dans la thérapie génique ex vivo, la premiére étape consiste a prélever des
cellules de patients pour les mettre en culture. Puis, I’acide nucléique thérapeutique est
transféré ex vivo dans ces cellules maintenues en culture. Seules les cellules qui ont été
« corrigées » lors du transfert de I’acide nucléique thérapeutique sont sélectionnées et
réimplantées chez le patient (Crystal, 1999; Herrero et al., 2012; Suhonen et al., 2006). Dans
la thérapie génique in vivo, le transfert de I’acide nucléique thérapeutique est direct, par
injection systémique ou locale au niveau du tissu ou de 1’organe cible (Crystal, 1999; Suhonen
et al., 2006).

La thérapie génique a été appliquée pour la premiere fois a ’'Homme en 1990 par 1’équipe de
French Anderson aux Etats-Unis sur deux enfants atteints d’un déficit en adénosine
désaminase (ADA-SCID), une pathologie monogénique conduisant a une immunodéficience
sévere (Bordignon et al., 1995; Ginn et al., 2013; Wirth et al., 2013). Pour cette thérapie, la
technique employée est une technique de transfert ex vivo, sur des cellules lymphocytaires, du
géne manquant qui est I’adenosine deaminase (Bordignon et al., 1995). Une des patientes a
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montré une réponse temporaire a la thérapie génique tandis que chez la deuxiéme patiente, les
effets ont été moindres (Blaese et al., 1995; Wirth et al., 2013). En Europe, le premier essai
clinique de thérapie génique a été mene en 1992, sur des patients également atteints de ADA-
SCID (Bordignon et al., 1995; Wirth et al., 2013). Ces essais cliniques, qui n’ont pas donné
les résultats escompteés, ont conduit en 2000 a un premier succés d’envergure pour une
thérapie génique chez des patients atteints d’un déficit immunitaire combiné sévére lié a I'X
(X1-SCID) (Cavazzana-Calvo et al., 2000; Hacein-Bey-Abina et al., 2002). A ce jour, plus de
2 000 essais cliniques de thérapie génique sont en cours dans différents domaines allant de la
cancerologie aux maladies cardiovasculaires en passant par les maladies infectieuses ou
encore les maladies monogéniques (Ginn et al., 2013; Wirth et al., 2013). Ces essais cliniques
sont majoritairement des études de phase I/ll, qui évaluent la sécurité et I’efficacité du
traitement. Les essais de phase Ill, qui permettent d’établir les bénéfices et les risques du
nouveau traitement comparé a un traitement déja sur le marché ou un placebo, sont encore
peu nombreux (http://www.abedia.com/wiley/indications.php et https://clinicaltrials.gov/)
(Figure 31).

0,
Phase 1T 3,8% Phasfn':\;)m %o
Phase I/ 1,0%__ (=91

(n=23)

Sujets uniques 0,2%
(@=5)

Phase I 17.3%
(n=417)

. Phase I/IT 20,3% Phase I 57,3%
(n=490) (n=1380)

FIGURE 31. Répartition des essais cliniques de thérapie génique en cours (Avril 2017) par études de
phase. Les études de phase I/II évaluent la sécurité et I’efficacité du traitement. Les essais de phase 111
permettent d’établir les bénéfices et les risques du nouveau traitement comparé a un traitement déja sur
le marché ou un placebo. Les études de phase IV sont des suivis sur le long terme du traitement quand
celui-ci est autorisé sur le marché (adapté de http://www.abedia.com/wiley/indications.php).

Rares sont les médicaments de thérapie génique qui ont passé les différents obstacles du
développement clinique. Le premier pays a avoir approuvé la mise sur le marché d’un
médicament de thérapie génique est la Chine en 2003 avec la Gendicine (Peng, 2005; Wilson,
2005). La Gendicine est un vecteur adénoviral portant I’ADN complémentaire (ADNCc) du
gene humain p53, un suppresseur de tumeur. Cette molécule thérapeutique est utilisée pour le
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traitement des carcinomes de la téte et du cou. Bien qu’aucun essai clinique de phase 11l n’ait
été mis en place pour le test de la Gendicine, plus de 10 000 personnes ont regu a ce jour ce
médicament sans effets secondaires notables. En Europe, le premier médicament de thérapie
génique, le Glybera, a été approuve en 2012 (Wirth et al., 2013). Le Glybera est un vecteur de
type AAV, congu pour exprimer la lipoprotéine lipase dans les tissus musculaires chez des
patients déficients pour cette enzyme. De maniére intéressante, le Glybera a recu trois fois des
recommandations négatives avant d’obtenir une autorisation de mise sur le marche en Europe
(Miller, 2012; Wirth et al., 2013; Yl&-Herttuala, 2012). Le développement d’un médicament
de thérapie génique est un processus extrémement long, trés colteux et rarement un succes.
Cependant 1’évolution des technologies en biologie offre a ce jour de nouvelles possibilités
tant dans le développement de nouvelles stratégies thérapeutiques que dans 1’élaboration de

médicaments efficaces et sans risque pour les patients.

1.5.1.1. Diversité des stratégies de thérapie genique

1.5.1.1.1. Complémentation et compensation

Les premiéeres approches de thérapie génique consistent :
- a apporter une copie fonctionnelle du gene muté (complémentation) sans venir pour
autant modifier sa séquence ou son expression ;
- aapporter une copie d’un gene différent mais qui, de par son expression, peut atténuer
les effets du géne muté (compensation).

Dans les deux cas, le géne muté n’est pas corrigé.

La thérapie par complémentation est une stratégie réalisable dans le cas de maladies
récessives a perte de fonction. Cependant, cette technique ne permet pas de contrdler
I’expression du transgéne. Par ailleurs, la complémentation par un gene de grande taille,
souvent administré sous la forme d’ADNc, est difficilement réalisable. Pour des génes
extrémement longs, il est envisageable de raccourcir la séquence codante du géene sans pour
autant modifier la fonction de la protéine. Cette technique a été utilisée dans le cadre de la
DMD. La DMD est une pathologie génétique sévéere du muscle qui affecte les gargons avec
une prévalence de 1 a 9 naissances sur 100 000 (Orphanet, 2017). Le défaut génétique qui
conduit a la DMD est une mutation dans le géne codant pour la dystrophine, une protéine qui
connecte les filaments d’actine au sarcolemme (Koenig et al., 1989; Monaco et al., 1988).

106



Cette mutation abroge 1’expression de la dystrophine. Une stratégie thérapeutique consiste
donc a apporter un géne codant pour la dystrophine. Cependant, I’ADNc de la dystrophine
étant de grande taille (14 kb), un ADNCc réduit de la dystrophine est utilisé, conduisant a la
production d’une micro-dystrophine fonctionnelle qui allége le phénotype DMD (Rodino-
Klapac et al., 2010, 2013; Wang et al., 2000). Des essais cliniques basés sur ce principe sont

actuellement en cours.

La thérapie par complémentation est plus difficile a mettre en place. En effet, il faut
déterminer dans un premier temps les génes pouvant compenser indirectement le défaut
génétique dans la pathologie. Généralement, cette stratégie intervient dans les mécanismes
moléculaires en aval de la déficience, ce qui permet une application a toute une catégorie de
pathologies aux symptémes similaires. Des stratégies de complémentation pour la DMD ont
été développées avec I’apport d’un géne codant pour la follistatine, un inhibiteur de la
myostatine ou I’apport d’un géne codant 1’utrophine (Bish et al., 2011; Gillis, 2002; Haidet et
al., 2008; Mendell et al., 2015; Qiao et al., 2008; Tinsley et al., 1998).

Les thérapies par complémentation et compensation peuvent parfois étre combinées (Rodino-
Klapac et al., 2013).

1.5.1.1.2. Manipulation du génome par les nucléases

Pendant de nombreuses années, les scientifiques ont recherché des moyens de modifier ou de
manipuler directement la séquence ADN des génes chez les plantes et les animaux. L’édition
du génome par des nucléases qui reconnaissent des séquences spécifiques d’ADN est devenue
une réalité et semble étre une stratégie prometteuse pour le traitement de maladies génétiques
dont les pathologies musculaires (Bengtsson et al., 2017; Carroll, 2008; Long et al., 2014,
2016; Nelson et al., 2016; Urnov et al., 2005).

1.5.1.1.2.1. Méganucléases

Les premiers outils qui ont permis de répondre a cette demande sont les meganucleases (Silva
et al., 2011; Stoddard, 2005). Les méganucléases sont des endonucléases qui reconnaissent de
larges séquences spécifiques d’ADN (>14 bp) au niveau desquelles elles catalysent des
coupures double-brin (Chevalier and Stoddard, 2001; Thierry and Dujon, 1992). Des
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centaines de méganucléases naturelles existent. Cependant, et ce malgré le développement en
paralléle de techniques de production de méganucléases artificielles, la probabilité de trouver
une méganucléase reconnaissant le site d’intérét a cibler est faible (Arnould et al., 2006;
Ashworth et al., 2006; Chevalier and Stoddard, 2001; Smith et al., 2006). Ainsi, les

méganucléases sont peu ou pas utilisées en thérapie génique.

1.5.1.1.2.2. Nucléases a doigt de zinc

La stratégie d’édition du génome a pris un nouveau tournant il y a quelques années avec la
découverte des domaines de liaisons spécifiques a I’ADN de type doigt de zinc (ZF). Les ZF
sont retrouvés dans de nombreuses protéines chez les eucaryotes. Un module ZF est composé
d’environ 30 acides aminés organisés en une hélice a et un feuillet B. Le feuillet  se compose
de deux brins antiparalléles stabilisés par des interactions hydrophobes et par une liaison, via
une chaine de deux résidus cystéines et de deux résidus histidines, a un atome de zinc. Les
acides aminés a la surface de I’hélice a sont en contact avec les bases du grand sillon de
I’ADN et reconnaissent une séquence spécifique de trois paires de bases (Dreier et al., 2001;
Lee et al.,, 1989; Miller et al., 1985; Pavletich and Pabo, 1991; Wolfe et al., 2000).
L’assemblage de plusieurs modules ZF permet une fixation spécifique a des séquences
d’ADN de tailles variables (Beerli et al., 1998, 2000; Desjarlais and Berg, 1993; Kim and
Pabo, 1998; Liu et al., 1997; Wolfe et al., 1999). La fusion d’une combinaison appropriée de
modules ZF et du domaine catalytique non spécifique de la nucléase Fokl (FN) a permis de
créer des nucleases a doigt de zinc (ZFN Zinc Finger Nuclease) capables de couper I’ADN en
une région spécifique (Kim et al., 1996; Sugisaki and Kanazawa, 1981; Wah et al., 1997)
(Figure 32).

Cependant la nucléase Fokl se doit d’étre sous la forme d’un dimére pour cliver I’ADN
(Smith et al., 2000; Vanamee et al., 2001) (Figure 32). Par conséquent, deux sites spécifiques
indépendants, dans une conformation queue a queue, separés de cing a sept bases, doivent étre
reconnus par les ZFN, pour favoriser le rapprochement de deux unités Fokl (Bibikova et al.,
2001) (Figure 32). La dimérisation de Fokl conduit alors a la formation d’une coupure
double-brin au niveau de la région d’intérét (Bibikova et al., 2001; Kim et al., 1996; Vanamee
etal., 2001) (Figure 32).
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FIGURE 32. Structure et mécanisme d’action des nucléases a doigt de zinc. Un module ZF est
composé d’une hélice a et d’un feuillet p de deux brins antiparalléles. Les acides aminés a la surface
de I’hélice a reconnaissent une séquence spécifique d’ADN de trois paires de bases. L’association de

plusieurs modules ZF permet d’augmenter la taille de la séquence nucléotidique reconnue (ici 12
nucléotides en bleu ou orange sont reconnus par une association de quatre modules ZF). Les modules
ZF sont fusionnés au domaine catalytique non spécifique de la nucléase Fokl, formant une nucléase a

doigt de zinc (ZFN). La nucléase Fokl ne présentant une activité nucléase que sous la forme d’un
dimére, deux sites indépendants, séparés par 5 a 7 bases, sont nécessairement reconnus par deux ZFN
pour permettre une dimérisation de Fokl et la formation d’une coupure double-brin au site ciblé
(adapté de Urnov et al., 2010).

1.5.1.1.2.3. Transcription Activator-Like Effector Nucleases (TALENS)

Récemment, de nouvelles classes de nucléases séquences spécifiques ont émergé. Parmi elles,
les TALENSs (Transcription Activator-Like Effector Nucleases) (Joung and Sander, 2013;
Sanjana et al., 2012). Les TALENs sont composées en partie de I’effecteur TAL
(Transcription Activator-Like) qui se fixe a des séquences spécifiques de I’ADN (Boch et al.,
2009; Moscou and Bogdanove, 2009). La protéine TAL, issue d’une bactérie phytopathogéne
du genre Xanthomonas, contient en son domaine central des répétitions (7 a 34) en tandem
d’un motif de 33 a 35 acides aminés (Figure 33). Chaque répétition permet de reconnaitre un
nucléotide : au niveau de chacune de ces répétitions, deux acides aminés variables en position
12 et 13, qui forment le domaine RVD (Repeat-Variable Di-residues), conférent la spécificité
de fixation a ’ADN (Figure 33). Les nucléotides C, T, A et G sont reconnus respectivement
par les paires d’acides aminées 12/13 HD, NG, NI et NN (avec ici H : Histidine, D : Acide
aspartique, G : Glycine, | : Isoleucine, N : Asparagine) (Boch et al., 2009; Deng et al., 2012;
Mak et al., 2012; Moscou and Bogdanove, 2009) (Figure 33). Le nombre de répétitions en
tandem des motifs de 33 a 35 acides aminés (idéalement entre 15 et 20), le type de résidus en

position 12/13 dans chaque motif et ’ordre des répétitions des motifs déterminent la
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spécificité de reconnaissance de la séquence ADN cible (Bogdanove and Voytas, 2011; Miller
et al., 2011; Mussolino et al., 2011). De maniere identique aux ZFN, ’activité nucléase est
apporté par le domaine catalytique non specifique a activité nucléase Fokl (Christian et al.,
2010; Li et al., 2011b; Mahfouz et al., 2011; Miller et al., 2011). La fusion d’un TAL et du
domaine catalytique non spécifique de la nucléase Fokl conduit a la production d’'un TALEN
(Figure 33). Les TALENS fonctionnent également sous la forme d’un dimére. La fixation d’un
couple de TALENS au niveau de deux séquences cibles d’ADN, dans une conformation queue
a queue et séparées de 10 a 30 bases, permet une dimérisation des sous unités Fokl et la

catalyse d’une cassure double-brin au site d’intérét (Christian et al., 2010) (Figure 33).

NG=T
HD =C
RVD _A
=G ouA Domaine catalytique
non specifique de la

nucléase Fokl
LTPEQWAIAS@GKQALETVQRLLPVLCQAHG

34 acides aminés
NH, COOH
T T TATRTAT TR TR TR
- v Y A ’1 A.l.l A.A.. Séquence reconnue par le TALE
5 TTATTCCCTGTGGTCC AGCTTGCAGTTCGAGTGG CGCTTAGCTGACCGTA 3
3> AATAAGGGACACCAGG TCGAAC L2
V Vi
|
NH

ADN génomique .
Séquence reconnue par le TALE

2

Région de clivage

FIGURE 33. Structure et mécanisme d’action des TALENSs. Les TALENS sont composés pour partie
de I’effecteur TAL, qui permet une fixation spécifique a une séquence d’ADN. Le domaine central de
la protéine TAL est composé de répétitions (7 a 34) en tandem d’un motif de 33 a 35 acides aminés.
Chacune de ces répétitions permet de reconnaitre spécifiquement un nucléotide par I’intermédiaire du
domaine RDV. Le domaine RVD se caractérise par la présence de deux acides aminés variables en
position 12 et 13 (entouré en rouge ici). Les nucléotides C, T, A et G sont reconnus respectivement par
les paires d’acides aminées 12/13 HD, NG, NI et NN (avec H : Histidine, D : Acide aspartique, G :
Glycine, | : Isoleucine, N : Asparagine). Les effecteurs TALSs sont fusionnés au domaine catalytique
non spécifique de la nucléase Fokl, formant un TALEN capable de générer une cassure double-brin
d’ADN. La nucléase Fokl ne présentant une activité nucléase que sous la forme d’un dimere, deux
sites indépendants, séparés par 10 a 30 bases, sont nécessairement reconnus par deux TALENSs pour
permettre une dimérisation de Fokl et la formation d’une coupure double-brin au site ciblé (adapté de
Sanjana et al., 2012).

1.5.1.1.2.4. RNA Guided Nucleases (RGNs)

Plus récemment, les RGNs (RNA-Guided Nucleases) ont été décrites comme des outils de
thérapie génique (Bassett et al., 2013; Gratz et al., 2013; Hsu et al., 2014; Yu et al., 2013). Les
RGNSs sont basées sur le systtme CRISPR/Cas9 (Clustered Regularly Interspaced Short

Palindromic Repeats / CRISPR associated 9) identifié pour la premiere fois en 1987 chez la
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bactérie Escherichia coli. Ce systeme a été démontré, plus tard, comme étant a la base du
systtme de défense des bactéries et des archées contre I’invasion d’acides nucléiques
étrangers, dont ceux des virus (Barrangou et al., 2007; Gasiunas et al., 2012; Ishino et al.,
1987; Jinek et al., 2012; Wiedenheft et al., 2012). Dans le systeme CRISPR/Cas9 de type I,
le locus CRISPR code pour un long ARN composé d’une série de séquences uniques et
répétées. Ce long ARN est ensuite transformé en petits ARNs CRISPR (crRNA). Chaque
crARN consiste en des séquences répétées associees a un court fragment ARN nommé
« spacer » et complémentaire d’une séquence ADN double-brin exogene. De nouvelles
séquences « spacer » peuvent étre créées par I’intégration de fragments d’ADN exogenes
dans les loci CRISPR (Amitai and Sorek, 2016). Dans un second temps, le crARN s’apparie
par ses séquences répétées a un autre ARN, le tractrARN (Trans-acting crRNA). Le tracrARN

permet, quant a lui, une interaction avec 1’endonucléase Cas9 (Figure 34).

¢rARN + tracrARN =

sgARN
Boucle de liaison

crARN tracrARN
Séquence reconnue
par I’ARN guide

ADN génomique cible

Cas9

FIGURE 34. Structure et mécanisme d’action du systéme CRISPR/Cas9. Un long ARN composé
d’une série de séquences uniques et répétées transcrit a partir du locus CRISPR est transformé en
petits ARNs CRISPR (crARN en bleu). Ce crARN se décompose en une région de séquences répétées
et un court fragment d’ADN (« spacer ») complémentaire d’une séquence d’ADN double-brin. Cette
région de séquences répétées permet une interaction avec un autre ARN, le trans-acting crARN
(tracrARN en jaune), qui permet, lui, une interaction avec 1I’endonucléase Cas9. Ce complexe
crARN/tracrARN/Cas9 permet de générer une cassure double-brin au niveau d’une séquence ADN
reconnue par le crARN (adapté de Agrotis and Ketteler, 2015).

Le complexe crARN/tracrARN/Cas9 permet de cliver spécifiquement un ADN double-brin
exogéene complémentaire de la région spacer du crARN (Jinek et al., 2012) (Figure 34). Les
fonctions du crARN et du tracrARN peuvent étre combinées dans un seul ARN chimérique
appelé sgARN (single guide RNA) (Jinek et al., 2012) (Figure 34). En se basant sur ces

données et en modifiant une séquence d’une vingtaine de paires de bases dans le sJARN (au
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niveau du crARN), le systéme CRISPR/Cas9 est utilisé pour cibler des séquences spécifiques
du génome eucaryote (Chang et al., 2013; Hwang et al., 2013; Shen et al., 2013).

1.5.1.1.2.5. Modifications du génome lors de la réparation de la cassure double-brin

L’utilisation de I’ensemble de ces nucléases conduit a la génération d’une cassure double-brin
en un site spéecifique du génome. Cette cassure double-brin est ensuite reconnue et réparée par
recombinaison non-homologue (NHEJ Non-Homologous End Joining) ou par recombinaison

homologue (HR Homologous Recombinaison) (Lieber et al., 2003; Sonoda et al., 2006).

Intron

Exon -
Déletion ou

i Insertion
Réparation de la cassureI

double-brin par NHEJ

Cassure double-brin par action
d’une nucléase

Intron
Géne

Exon
~ Mutation

Réparation de la
cassure double-brin
par HR

Insertion ou
Intron remplacement

. Intron Correction
ADN matrice

(plasmide,
oligonucléotide) Exon X X

ADN matrice (plasmide,
oligonucléotide, chromatide sceur)

FIGURE 35. Diversité des mécanismes de réparation de la cassure double-brin générée par une action
des nucléases. Une cassure double-brin peut étre réparée par recombinaison non homologue (NHEJ
Non-Homolgous End Joining) ou recombinaison homologue (HR Homologous Recombinaison). Une

réparation par NHEJ conduit & une délétion ou une insertion au site de cassure. Une réparation par HR

en présence d’une quantité importante d’ADN matrice (plasmide, oligonucléotides) contenant des
séquences homologues aux régions localisées de part et d’autre du site de cassure, permet d’insérer
une séquence d’ADN ou de remplacer une séquence d’ADN par une autre ou d’effectuer une
correction de la mutation (adapté de Silva et al., 2011).

Une réparation d’une cassure double-brin par le mécanisme de NHEJ se caractérise
généralement par des insertions ou des délétions de différentes tailles (Cathomen and Joung,
2008; Lieber et al., 2003; Xiao et al., 2013). Dans un géne, des décalages du cadre de lecture

sont souvent observés, entrainant, s’ils affectent un exon, la production d’une protéine
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tronquée ou non fonctionnelle (K.O.) (Santiago et al., 2008) (Figure 35). La réparation de la
cassure double-brin par HR peut avoir lieu en présence d’une grande quantité d’un fragment
exogéne d’ADN. Pour cela, le fragment exogeéne d’ADN doit contenir des séquences
homologues aux régions localisées de part et d’autre de la cassure double-brin générée par les
nucléases (Figure 35). Ainsi, ce fragment exogéne d’ADN servira de matrice lors de la
recombinaison. Il peut étre apporté par un plasmide donneur ou un oligonucléotide simple-
brin de petite taille (Bedell et al., 2012; Bonner and Kmiec, 2009; Urnov et al., 2005). Ce
mécanisme permet de corriger une mutation présente dans une séquence (K.l. Knock In) ou

d’ajouter une séquence dans un fragment d’ADN (Cathomen and Joung, 2008) (Figure 35).

Les nucléases peuvent donc étre utilisées dans le cadre de maladies génétiques a gain de
fonction, en venant éteindre 1’expression d’un géne anormalement exprimé, mais aussi dans le
cadre de maladies a perte de fonction, en venant corriger une mutation dans un gene déficient.
D’une maniere avantageuse, ces modifications ne sont pas transitoires mais perdurent dans la
cellule modifiée et les cellules filles qui en sont issues. De plus, les nucléases ne modifient
pas le contexte d’expression ou de régulation du géne puisque seul ’ADN génomique est
ciblé. Cependant, les informations portant notamment sur la toxicité et les off-targets
(modification de I’expression de génes non ciblés) générés par une expression a long terme de
ces nucléases dans des cellules ou un organisme sont incomplétes (Cornu and Cathomen,
2010; Pattanayak et al., 2011). Néanmoins, les nucléases représentent une technologie idéale
pour le traitement de maladies génétiques comme le démontrent des études in vivo et quelques
rares études cliniques de phase | (Cox et al., 2015; Genovese et al., 2014; Hwang et al., 2013;
Lietal., 2011a; Nelson et al., 2016; Tebas et al., 2014).

1.5.1.1.3. Manipulation des transcrits par des oligonucléotides

Une autre stratégie thérapeutique consiste a modifier quantitativement et/ou qualitativement
les transcrits par un mécanisme d’interférence ARN (ARNI) via I’utilisation des siARN (small
interference RNA), des miARN (micro ARN) ou plus récemment, des oligonucléotides
antisens synthétiques simple-brin (AOs). Les siARN, les miARN et les AOs partagent le
méme principe de fonctionnement : I’oligonucléotide, un court segment d’acide nucléique
(ADN ou ARN), s’hybride a sa cible ARN et interfere dans sa maturation, sa stabilité ou sa
traduction (DeVos and Miller, 2013; Dias and Stein, 2002; Watts and Corey, 2012).
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1.5.1.1.3.1. siARN et miARN

Le role de petits ARNs dans la régulation de I’expression de génes a été mis en évidence en
1990 par des travaux chez le pétunia, puis en 1993 chez le nématode Caenorhabiditis elegans
(Lee et al., 1993; Napoli et al., 1990; Wightman et al., 1993). Le mécanisme de
fonctionnement de ces petits ARNSs a été décrypté en 1998 (Fire et al., 1998).

Les miARN sont des petits ARNs monocaténaires de 20 a 24 nucléotides codés par le génome
(Ha and Kim, 2014; Kim et al., 2009b; Krol et al., 2010; Rodriguez et al., 2004). Les
séquences codantes pour des miARNSs sont localisées a plus de 90% dans des introns. La
transcription d’une séquence miARN par la polymérase II conduit a la production d’un long
précurseur monocaténaire, le pri-miARN (microARN primaire), qui se replie en partie pour
arborer une structure double-brin en épingle a cheveux (Lee et al., 2004) (Figure 36). Ce pri-
miARN est reconnu dans le noyau par un complexe composé notamment de DROSHA, une
RNAse 11, et de son co-facteur protéique DGCRS8. Ces protéines permettent de cliver le pri-
miARN en un prée-miARN (miARN précurseur) de 70 nucléotides présentant une structure en
épingle a cheveux et possédant une extrémité simple-brin de deux nucléotides en 3’ (Ha and
Kim, 2014; Kim et al., 2009b; Krol et al., 2010; Lee et al., 2003; Yeom et al., 2006) (Figure
36). Le pré-miARN est alors exporté hors du noyau par I’exportine 5 (Vi et al., 2003) (Figure
36). Dans le cytoplasme, le pré-miARN est de nouveau clivé, mais cette fois-ci par DICER,
une endoribonucléase. Un miARN double-brin, de 20 a 24 nucléotides, sans boucle et avec
deux extrémites simple-brin de deux nucléotides en 3’, est libéré (Ha and Kim, 2014; Kim et
al., 2009b; Krol et al., 2010) (Figure 36). Ce miARN double-brin est pris en charge par la
protéine ARGONAUTE, ainsi que d’autres protéines, afin de former le complexe
multiprotéiqgue miRISC (miRNA-Induced Silencing Complex) (Gan and Gunsalus, 2015;
Meister, 2013) (Figure 36). Lorsque le miARN double-brin est associé & RISC, un seul des
deux brins est conservé pour donner le miARN mature (Meijer et al., 2014; Okamura et al.,
2009) (Figure 36). Le complexe miRISC induit, en fonction de son pourcentage de
complémentarité avec la séquence cible, soit une répression de la traduction, soit une
dégradation de I’ARNm (Filipowicz et al., 2008) (Figure 36). Un seul miARN peut avoir plus
de 100 genes cibles.
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FIGURE 36. Voies d’action des siARNs et des miARNSs. Les miARNS sont de petits ARNs
monocaténaires de 20 a 24 nucléotides codés par le génome. La transcription d’une séquence miARN
conduit a la production d’un long précurseur monocaténaire, le pri-miARN (microARN primaire), qui

se replie en partie pour arborer une structure double-brin en épingle a cheveux. Ce pri-miARN est
reconnu dans le noyau par un complexe composé de DROSHA. DROSHA clive le pri-miARN en un
pré-miARN (miARN précurseur) de 70 nucléotides organisés en structure en épingle a cheveux et
possédant une extrémité simple brin de deux nucléotides en 3. Le pré-miARN est ensuite exporté hors
du noyau par I’exportine 5 puis pris en charge par DICER. Suite a un clivage par DICER, un miARN
double-brin de 20 & 24 nucléotides sans boucle et avec deux extrémités simple-brin de deux
nucléotides en 3” est généré. Le miARN double-brin est pris en charge par la protéine ARGONAUTE,
et d’autres protéines, afin de former le complexe multiprotéique miRISC ou un seul des deux brins du
miARN est conservé. Ce complexe miRISC induit, en fonction de son pourcentage de
complémentarité avec la séquence cible, soit une répression de la traduction, soit une dégradation de
I’ARNm. Les siARNSs sont des ARNs monocaténaires de 20 & 26 nucléotides, d’origine exogéne ou
endogéne. Le siARN se présente tout d’abord sous la forme d’un ARN double brin (ARNdb) avec
parfois une structure en tige boucle. Cet ARNdb est pris en charge par la protéine DICER qui réalise
deux coupures enzymatiques en 3’ et 5° de I’ARNdb et génére un produit de clivage avec deux
extrémités simple-brin de deux nucléotides en 3”. Ce siARN est alors pris en charge par
ARGONAUTE, et d’autres protéines, pour former le complexe siRISC, ou un seul des deux brins du
SiARN est conservé. Le complexe siRISC induit le clivage d’une cible ARN complémentaire du
SiIARN (adapté de Farrar et al., 2012).

Les siARN sont quant a eux des ARNs monocaténaires de 20 a 26 nucléotides, d’origine
exogene ou endogene (ARNmM dégradé ou produit par des éléments mobiles en répétitions
inversés) (Kim et al., 2009b). Dans un premier temps, le siARN se présente sous la forme
d’un ARN double-brin (ARNdb) avec parfois une structure en tige boucle (Figure 36). Cet
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ARNdb est pris en charge par la protéine DICER qui réalise alors deux coupures
enzymatiques en 3’ et 5’ de I’ARNdb (Bernstein et al., 2001; Hutvagner and Zamore, 2002)
(Figure 36). Le produit du clivage, qui posséde deux extrémités simple-brin de deux
nucléotides en 3’, s’associe ensuite a la protéine ARGONAUTE, ainsi que d’autres protéines,
pour former le complexe multiprotéique siRISC (siRNA Induced Silencing Complex) (Figure
36). Dans ce complexe siRISC, un seul des deux brins du siARN est conservé, donnant le
siARN mature (Noland et al., 2011; Wei et al., 2009). Le complexe siRISC induit le clivage
d’une cible ARN complémentaire du siARN (Elbashir et al., 2001) (Figure 36).

En thérapie génique, les siARNSs, tout comme les miARNS, sont utilisés pour dégrader ou
inhiber la traduction d’un ARNm cible. Un mécanisme artificiel d’interférence ARN est induit
par I’utilisation soit d’un SIARN/MIARN simple-brin ou double-brin synthétisé, soit d’un
vecteur ADN portant une séquence transcrite en une autre forme de siARN, le shARN (short
hairpin RNA) (Cullen, 2005; Rao et al., 2009). Un shARN consiste en deux sequences ARNs
de 19 a 22 paires de bases complémentaires liées par une boucle de 5 a 11 nucléotides. Le
shARN présente une structure en épingle a cheveux. A la différence du siARN, la sequence
du shARN peut étre intégrée dans le génome. Une fois le ShARN transcrit dans le noyau, il est
exporté dans le cytoplasme ou il est pris en charge par DICER pour étre clivé en un siARN.
De la méme maniére que le siARN synthétique exogene, le shARN mature, ou SiARN
synthétique endogene, est incorporé dans le complexe RISC et induit la dégradation de
I’ARNm dont il est complémentaire (Moore et al., 2010; Rao et al., 2009). Le choix de
I’utilisation de 1’une ou I’autre des molécules dépend de plusieurs facteurs dont le type
cellulaire ciblé (en lien avec I’efficacité de transfection), du temps a disposition et du besoin

d’une expression transitoire ou stable de I’ARN interférent.

1.5.1.1.3.2. snARN

Une autre classe de petits ARNs est utilisée a des fins de thérapie génique. Il s’agit des
SsnARNSs (small nuclear RNA) ou U-ARNSs. Ces petits ARNSs ont une localisation et une action
exclusivement nucléaire. Leur taille varie autour de 50 & 300 nucléotides. Associés a diverses
protéines, ils sont impliqués dans 1’épissage des ARNm (Ul a U6 snARN) et dans le
recrutement de facteurs de clivage lors de la maturation des ARNs des histones (U7 snARN)
(Dominski and Marzluff, 2007; Patel and Bellini, 2008; Schimperli and Pillai, 2004). Les

SNARNS sont issus de génes transcrits par I’ARN polymérase I ou III et subissent un
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processus de maturation en plusieurs étapes (Dahlberg and Lund, 1987; Patel and Bellini,
2008; Paule and White, 2000). Pour une utilisation en thérapie génique, la séquence du U-
ARN peut étre partiellement remplacée par la séquence d’un oligonucléotide antisens. Ceci
permet alors de cibler des séquences spécifiques de pré-ARNm. A la différence des
SIARN/mMIARN, les U-ARN permettent d’intervenir au cours de processus nucléaires précoces
de maturation des ARNm (Gorman et al., 1998). Cette technologie, qui ne peut étre apportée
que par un vecteur ADN, a été utilisée dans le cadre de la DMD. Pour rappel, le défaut
génétique qui conduit a la DMD est, dans la majorité des cas, une délétion causant un
décalage du cadre de lecture dans le géne codant pour la dystrophine (Koenig et al., 1989;
Monaco et al., 1988). Il en résulte une absence d’expression de la dystrophine, ce qui se
caractérise par la rupture des fibres musculaires. Dans une forme plus légére de la DMD, la
dystrophie musculaire de Becker (BMD), les mutations dans le géne de la dystrophine ne
changent pas le cadre de lecture. La dystrophine exprimée chez les patients BMD est tronquée
mais reste partiellement fonctionnelle. Une des stratégies thérapeutiques développée pour la
DMD est donc de restaurer le cadre de lecture du géne de la dystrophine par saut d’exon afin
de produire une protéine tronquée mais fonctionnelle comme celle produite dans la BMD
(Muntoni et al., 2003). Pour cela, une partie de la sequence du U7-ARN ou U1-ARN a été
remplacée par la séquence d’un oligonucléotide antisens capable de masquer les signaux
accepteurs d’épissage de I’exon a exclure pour restaurer le cadre de lecture du gene.
L’expression de cet U7-ARN ou U1-ARN modifié, chez des souris DMD, a permis
I’expression de la dystrophine, certes tronquée mais fonctionnelle. Les souris DMD traitées
présentent un phénotype dystrophique plus léger comparées aux souris DMD non traitées
(Brun et al., 2003; Denti et al., 2006; Goyenvalle et al., 2004, 2009, 2012).

1.5.1.1.3.3. Oligonucléotides antisens

L’un des points faibles des SIARN/miARN en thérapie genique est qu’ils sont rapidement
dégradés par les nucléases circulantes. Leur durée de vie excéde rarement quelques minutes et
leur intégration dans les organes ou les tissus cibles est souvent peu efficace (DeVincenzo et
al., 2008; Song et al., 2003). Des modifications chimiques de petites séquences (environ 20-
30 nucléotides) simple-brin ADN ou ARN ont alors été envisagées pour résoudre ces
problémes (Kole et al., 2012).
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Depuis les premiers oligonucléotides antisens (AOs) ADN utilisés en 1978, de nombreuses
modifications chimiques au niveau du squelette ribose-phosphate de 1’acide nucléique ont été
proposées (DeVos and Miller, 2013; Kole et al., 2012; Watts and Corey, 2012; Zamecnik and
Stephenson, 1978). Un AO typique, sans aucune modification chimique, est composé d’une
succession de nucléotides liés par une liaison phosphodiester. La premiére catégorie de
modifications des AOs porte sur cette liaison phosphodiester. Certains AOs sont construits
avec des nucléotides liés par une liaison phosphorothioate (AO PS), ¢’est-a-dire qu’ici 1’'un
des oxygeénes non impliqué dans la liaison est remplacé par un soufre (Eckstein, 2000) (Figure
37). Ces modifications chimiques conférent une stabilit¢ a I’AO PS et notamment une
résistance a la dégradation par les nucléases. Ces modifications autorisent également le
recrutement de I’enzyme RNaseH1, nécessaire a 1’action de I’AO (Figure 38). En effet,
I’enzyme RNaseH1, par reconnaissance des hétéroduplexes ARNm/AQ, clive I’ARNm cible.
L’AO n’est pas affecté par I’action de la RNaseH1 et est libéré pour une hybridation avec un
autre ARNm cible (Cerritelli and Crouch, 2009; Stein et al., 1988). D’autres AOs sont
produits par un remplacement du groupement phosphate par un groupement
thiophosphoramidate (N3’—P5’ phosphoramidate). Cette modification chimique confére
¢galement a I’AO une résistance a la dégradation par des nucléases (Figure 37). Cependant,
elle abroge I’activité RNaseH1, ce qui peut étre utile lorsque I’ARNm cible ne doit pas étre
dégrade (Pongracz and Gryaznov, 1998).

La deuxiéme catégorie de modifications chimiques porte sur le sucre (ribose ou désoxyribose)
de I’acide nucléique. Les modifications couramment utilisées sont le 2°0O-mehtyl (2°-O-Me),
le 2’0O-methoxyethyl (2°-MOE), le 2’fluoro (2’-F) et le locked nucleic acid (LNA) (Figure
37). Cette derniere modification correspond a un branchement entre les carbones en position
2’ et 4 du sucre de I’AO (Figure 37). Ces modifications n’augmentent pas uniquement la
résistance de I’AO a des dégradations par les nucléases ainsi que son affinité pour la cible
ARNmM, mais réduisent également sa fixation non spécifique a des proteines, et donc sa
toxicité (excepté pour les LNA) (Teplova et al., 1999; Wengel, 1999). Cependant, la majorité
de ces modifications des sucres diminuent le recrutement de la RNaseH1. Une solution
consiste alors en la production de gapmer, c’est-a-dire d’AOs avec une région centrale ne
portant au mieux que des modifications du phosphate, encadrée par deux a cing résidus
modifiés a la fois au groupement phosphate et au groupement ribose (ou désoxyribose). Ces

gapmer présentent une forte affinité de liaison a leur cible ARNm, une résistance aux
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nucléases et une capacité de recrutement de la RNaseH1 (Monia et al., 1993; Wahlestedt et
al., 2000).

Les AOs modifiés présentés jusqu’ici sont chargés négativement. Le remplacement du ribose
ou du désoxyribose par un anneau morpholine (hétérocycle saturé porteur d’une fonction
éther et d’une fonction amine secondaire) et de la liaison phosphodiester par une liaison
phosphorodiamidate, résulte en un AO neutre, stable, extrémement résistant a la dégradation
et peu toxique, appelé PMO (Phosphorodiamidate Morpholino Oligomers) (Figure 37). Des
charges positives peuvent étre ajoutées a ce PMO par association avec des résidus comme la
piperazine (PMOplus) ou un peptide riche en arginine (PPMO, Pip6-PMO) (Kole et al.,
2012). Les PMOs ne permettent pas le recrutement de la RNase H1, mais forment un hybride
stable avec leur cible ARNm, ce qui a pour conséquence d’interférer dans la maturation ou la

traduction de I’ARNm et ainsi modifier I’expression du géne (Kole et al., 2012) (Figure 38).

Une autre catégorie d’ AOs stables ne possédant pas de squelette ribose-phosphate a été créée.
Ce sont les peptide nucleic acids (PNA), des analogues des acides nucléiques, non chargés,
flexibles, avec un squelette polyamide comprenant des répétitions d’unités N-(2-
aminoethyl)glycine auxquelles des bases sont attachées par une liaison carbonyle méthyléne
(Egholm et al., 1993; Nielsen et al., 1991) (Figure 37). Ces PNA peuvent former des duplex
ou des triplex extrémement stables avec les acides nucléiques (simple-brin ou double-brin
ADN ou ARN) (Jensen et al., 1997). De la méme maniére que les PMOs, les PNA ne
permettent pas de recruter la RNaseH1. Leur mode d’action implique plutdt un encombrement

stérique (Dean, 2000; Dias and Stein, 2002) (Figure 38).
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FIGURE 37. Structure des acides nucléiques chimiquement modifiés les plus communément utilisés.

Ces modifications concernent aussi bien le sucre (ribose ou désoxyribose) que le groupement

phosphate (adapté de Watts and Corey, 2012).
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FIGURE 38. Mécanismes d’action des oligonucléotides antisens et de I’ARN interférence. Les
oligonucléotides antisens permettent 1) d’empécher la formation de la coiffe en 5* du pré-ARNm, 2)
de moduler I’épissage du pré-ARNm, 3) de modifier I’ajout d’une queue poly(A) sur le pré-ARNm, 4)
de dégrader le pré-ARNm ou I’ARNm en recrutant la nucléase RNaseH1, 5) d’inhiber la traduction
d’un ARNm, 6) de cibler des miARN. L’ ARN interférence (siARN et miARN) permet, par
I’intermédiaire du complexe RISC, et uniquement dans le cytoplasme 7) d’inhiber la traduction ou 8)
de cliver I’ARNm cible (adaptée de DeVos and Miller, 2013).

A la différence des siARN/miARN ou des snARN pris individuellement, les AOs présentent
un champ d’action plus large (DeVos and Miller, 2013; Kole et al., 2012; Watts and Corey,
2012) (Figure 38). Parce qu’ils sont indépendants d’une interaction avec le complexe RISC,
leur activité porte aussi bien sur des ARNm localisés dans le cytoplasme que sur des pré-
ARNmM localisés dans le noyau. Les AOs ont été décrits comme permettant notamment de
dégrader I’ARNm ou le pré-ARNm cible par recrutement de 1’activité de I’enzyme RNaseH]1,
d’empécher la formation de la coiffe en 5’ du pré-ARNm, de moduler I’épissage du pré-
ARNm, de modifier I’ajout d’une queue de polyadénylation sur le pré-mRNA, de cibler des
miARN ou encore d’inhiber la traduction (DeVos and Miller, 2013; Watts and Corey, 2012)
(Figure 38).

Les oligonucléotides antisens sont donc des outils tres prometteurs pour le développement de
thérapies dans le cadre de maladies a gain de fonction mais aussi de maladies a perte de
fonction, notamment en raison de leur capacité a augmenter ou a diminuer le niveau en

ARNM cible. Des preuves quant a leurs fonctionnalités ont été apportées lors d’études in vitro
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et in vivo de I’efficacité de stratégies thérapeutiques utilisant des oligonucléotides antisens
pour diverses pathologies incluant des cancers, la thrombose mais également des pathologies
musculaires telles que la DMD ou 1I’Amyotrophie Musculaire Spinale (SMA). Dans les
stratégies thérapeutiques pour des pathologies musculaires, les oligonucléotides antisens sont
tres utilisés pour générer un saut ou une inclusion d’exons (Betts et al., 2012; Biiller et al.,
2015; Kaczmarek et al., 2015; Ma et al., 2012; Mitrpant et al., 2013; Odermatt et al., 2016;
Porensky and Burghes, 2013; Zhou et al., 2013). A ce jour, plusieurs essais cliniques utilisant
des oligonucléotides antisens sont en cours. Récemment, la FDA (Food and Drug
Administration) aux Etats-Unis a approuvé un PMO développé par Sarepta, I’Eteplirsen (ou
Exondys 51), qui induit un saut d’exon au niveau de I’ARNm de la dystrophine chez des
patients DMD (Mendell et al., 2016). Cependant, I’expression des oligonucléotides antisens
est transitoire (a 1’exception des shRNA), ce qui implique des injections locales ou
systémiques répétées pour obtenir une activité a long terme de 1’oligonucléotides antisens.
Ces injections répétées d’oligonucléotides antisens peuvent é&tre a [’origine d’effets
secondaires indésirables comme des réponses immunitaires. Malgré les grands progrés pour
augmenter la stabilité des oligonucléotides antisens et réduire leur toxicité, de nombreux

développements sont encore a prévoir afin d’améliorer leur efficacité thérapeutique.

1.5.1.2. Différentes méthodes de transfert de I’acide nucléique

thérapeutique

L’efficacité de transfert de I’acide nucléique thérapeutique dépend d’au moins deux facteurs
(Herweijer and Wolff, 2003; Nayerossadat et al., 2012) :

- de I’organe ou des cellules a cibler,

- de la forme de I’acide nucléique thérapeutique: nu ou associé a des vecteurs

physiques, chimiques/synthétiques ou viraux.

En effet, avant d’atteindre sa cible, ’acide nucléique aura plusieurs barrieres biologiques a
franchir, dont la membrane plasmique cellulaire (Kaneda, 2001). Associer 1’acide nucléique a
des vecteurs physiques, chimiques ou viraux impactera positivement sa capacité a franchir les
différentes barriéres biologiques. Les acides nucléiques nus ont généralement une action
transitoire, sont plus sensibles a une action des nucléases et sont rapidement éliminés par

I’organisme. La durée de demi-vie d’un plasmide ADN est estimée a 10 min lors d’une
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injection intraveineuse chez la souris (Kawabata et al., 1995). Les méthodes virales
permettent d’obtenir un effet sur un plus long terme et sont de ce fait favorisées dans les
essais cliniques comparees aux méthodes non virales (Figure 39). Malgré tout, ces dernieres
présentent également des limites. Parfois difficiles a produire, les virus modifiés sont des fois
associés a une carcinogenése et/ou une immunogénicité. De plus, les virus modifiés ont une
capacité limitée quant a la taille de 1’acide nucléique qu’ils peuvent prendre en charge et

présentent un tropisme quelque fois trés restreint (Mountain, 2000; Yin et al., 2014).

Autres vecteurs 7,7%_  Inconnu 3,2% (n=80)

n=191
Virus herpes simplex ( )

3.6% (n=89)
Poxvirus 4,3% (n=106) ___ Adenovirus 21.4%

Lipofection 4,6% (n=532)
(1=115)

Retrovirus 18.2%
(n=452)

Lentivirus 5,8%
(n=144)

ADN plasmidique ou
nu 17.2% (n=427)

Virus vaccinia 6,9%
(n=172)

Virus adéno-associés
7.0% (n=173)

FIGURE 39. Vecteurs utilisés dans les essais de thérapie génique en cours (Avril 2017)
(http://www.abedia.com/wiley/indications.php).

1.5.1.2.1. Méthodes synthétiques et physiques

Plusieurs méthodes physiques améliorent ’efficacité de transfert d’un acide nucléique en
favorisant son cheminement du milieu extracellulaire a sa cible localisée dans le cytoplasme
ou le noyau (Mountain, 2000; Yin et al., 2014). Le transfert d’un acide nucléique seul, dont la
production par des bactéries est facilement réalisable et représente un faible codt, est peu
efficace in vitro, et encore moins in vivo. Afin d’augmenter I’efficacité de transfert in vivo,
I’acide nucléique nu peut étre délivré en systémique selon une procédure hydrodynamique,
qui consiste a injecter rapidement un trés large volume d’acides nucléiques en solution
aqueuse au niveau de la veine de la queue d’une souris ou d’un rat (Zhang et al., 2004). Cette
technique est principalement appliquée dans le cas ou I’organe cible est le foie. Une autre
alternative pour un transfert in vivo ou in vitro est 1’électroporation. L’application d’un champ

électrique crée des modifications transitoires de la perméabilité membranaire (création de
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pores transitoires) permettant a I’acide nucléique de franchir la membrane plasmique (André
et al., 2008; Li, 2004; Rosazza et al., 2016). Cette procédure est difficilement utilisable pour
une application en thérapie genique, en partie parce qu’elle rend la majorité des cellules non
viables méme si des progrés ont eté obtenus (Gehl, 2014). L’acide nucléique nu peut
également étre transféré aux cellules cibles a I’aide de la technique de gene gun ou biolistique.
Des microbilles de métal enrobées d’ADN sont projetées a grande vitesse sur les cellules pour
qu’elles traversent leur membrane plasmique et délivrent ainsi 1’acide nucléique (Goudy et al.,
2008; O’Brien and Lummis, 2006). La biolistique, qui peut étre utilisée in vitro et in vivo, est
tres délétére pour des cellules déja fragilisées au niveau de leur membrane plasmique. La
derniére méthode physique de transfert des acides nucléiques est la sonoporation ultrason. Les
ultrasons générent un stimulus de perméabilisation de la membrane favorisant 1’entrée des
acides nucléiques dans la cellule (Li et al., 2009; Newman et al., 2001). Ces méthodes
physiques sont envisageables dans des stratégies de thérapies géniques mais fragilisent
souvent les cellules. Par ailleurs, ces techniques ne peuvent étre appliquées que pour une

surface restreinte a traiter, excluant notamment les maladies musculaires.

Des méthodes synthétiques de transfert de génes in vivo et in vitro, moins brutales que les
méthodes physiques, ont été developpées. Ces méthodes utilisent des vecteurs chimiques
répartis en deux grandes familles : les lipides cationiques et les polymeres cationiques (Tros
de llarduya et al., 2010). Les lipides cationiques sous la forme de liposomes, se lient aux
acides nucléiques par des interactions électrostatiques et forment naturellement des complexes
moléculaires (lipoplexes). Les lipoplexes offrent une protection transitoire a I’acide nucléique
contre la dégradation. Les lipoplexes sont chargés positivement et peuvent donc interagir avec
des molécules chargées négativement, ce qui réduit I’efficacité de transfert de 1’acide
nucléique a la cellule cible (Junquera and Aicart, 2014; Lonez et al., 2008; Zhang et al.,
2012). Les polyméres cationiques, incluant le PEI (polyethylenimine), s’associent également a
I’acide nucléique par interactions électrostatiques pour former des complexes moléculaires
(polyplexes) (Sun and Zhang, 2010). L’efficacité de transfert de 1’acide nucléique par ces
deux types de vecteurs synthétiques est généralement faible. Cette efficacité dépend de la
taille de la macromolécule ou de I’acide nucléique a transférer, de la charge globale du
lipoplexe ou du polyplexe et du type cellulaire ciblé. Une nouvelle génération de vecteurs
synthétiques, les polylipoplexes (combinaison de lipides cationiques et de polymeres
cationiques (PEI)), ont une meilleure efficacité de transfert de 1’acide nucléique a la cellule
cible (Garcia et al., 2012; Pelisek et al., 2006; Rezaee et al., 2016; Yamazaki et al., 2000).
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Dans I’ensemble, les vecteurs chimiques permettent le transfert puis 1’expression de
nombreux types d’acides nucléiques (simple-brin, double-brin, ARN, ADN AO modifié) de
différentes tailles, et ce avec une toxicité variable en fonction de la chimie du vecteur
synthétique et de la dose injectée (Argyros et al., 2008; Ferrer et al., 2004; Jiao et al., 1992;
Mountain, 2000; Yew and Scheule, 2005; Yin et al., 2014). Le mécanisme exact de transfert
de I’acide nucléique par ces vecteurs chimiques n’est pas totalement élucidé, méme s’il est
admis que les complexes moléculaires sont internalisés par endocytose suite a une interaction
avec la membrane plasmique (Medina-Kauwe et al., 2005; Midoux et al., 2008; Pichon et al.,
2010). Les vecteurs synthétiques sont peu utilisés en thérapie génique car ils ne permettent
que trop rarement un taux d’expression élevé et sur le long terme du transgéne (Li et al., 2009;
Yinetal., 2014).

1.5.1.2.2. Méthodes virales

Les meéthodes virales reposent sur la capacité des virus a transférer leur matériel génétique
dans la cellule cible. Les principaux vecteurs viraux utilisés en thérapie génique sont des
adénovirus, des rétro/lentivirus, des virus adeno-associés (AAV), des poxivirus ou encore le
virus de I’herpés (HSV1) (Berto et al., 2005; Buning et al., 2008; Escors and Breckpot, 2010;
Manservigi et al., 2010; Moroziewicz and Kaufman, 2005; Mountain, 2000; Vetrini and Ng,
2010; Yi et al., 2011). Ces virus ont subi des modification afin d’inhiber leur pathogeénicité et
d’atténuer leur immunogenicité, tout en gardant ou modifiant leur tropisme cellulaire ainsi
que leur persistance, et en remplacant les génes viraux ou de replication par le transgéne
d’intérét (Bouard et al., 2009). Cependant, les vecteurs viraux modifiés peuvent étre encore
carcinogenes ou génotoxiques, et présenter une certaine immunogénicité (Baum et al., 2006;
Bessis et al., 2004). Malgré tout, les vecteurs viraux sont les vecteurs de transfert d’acides
nucléiques les plus couramment utilisés dans les essais de thérapie génique (Figure 39). A
noter que le choix du vecteur viral dépend de la stratégie thérapeutique a mener et de 1’organe
visé. En effet, la capacité de transfert de 1’acide nucléique, pouvant aller de quelques kb a
plusieurs dizaines de kb, ainsi que la structure ou la chimie de 1’acide nucléique pris en
charge, varie d’un vecteur viral modifié a un autre. Le type de vecteur viral a également une
influence sur la stabilité de I’expression (long terme pour les AAV et les lentivirus), ou sur la
forme de maintien du transgene in vivo (épisomale pour la majorité des vecteurs et intégré

pour les lentivirus).
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1.5.2. Stratégies thérapeutiques pour la FSHD

1.5.2.1. Traitements symptomatiques

A ce jour, malgré tous les outils de thérapie génique et tous les progres réalisés dans la
compréhension des facteurs génétiques et des mécanismes physiopathologiques impliqués
dans la FSHD, aucun traitement curatif pour cette maladie n’existe. Actuellement, les seuls
traitements proposés aux patients FSHD sont des traitements symptomatiques qui visent a
prévenir raideurs et douleurs articulaires ainsi qu’a améliorer la qualité de vie. Ces traitements
se résument principalement a des exercices physiques, des soins de Kinésithérapie et
éventuellement I’administration d’antalgiques (Attarian et al., 2012; Tawil et al., 2015). Les
exercices musculaires, lorsqu’ils peuvent étre réalisés, jouent un réle dans la prévention
d’exces de fatigue et limitent I’atrophie musculaire ou le déconditionnement cardio-
respiratoire et métabolique. Trois études basées sur un programme d’entrainement
d’endurance et deux études basées sur un programme d’entrainement de force ont été menées
chez des patients FSHD (Andersen et al., 2015; Colson et al., 2010; van der Kool et al., 2004;
Olsen et al., 2005; Voet et al., 2014). Seuls les entrainements d’endurance donnent des
résultats positifs et permettent d’améliorer la qualité de vie. Cependant, la combinaison des
composantes force et endurance dans le méme entrainement semble étre plus efficace qu’un
entrainement avec la composante endurance seule (Bankolé et al., 2016; Cup et al., 2007;
Voet et al., 2013). Récemment, une étude d’une durée de six mois menée par le groupe de
Léonard Féasson, avec 16 patients FSHD, a montré des effets bénéfiques d’un programme
d’entrainement combinant a la fois force et endurance (avec une alternance de phases de
faible intensité et de forte intensité) sans perception accrue d’une fatigue ou de douleurs. Ce
programme, compatible avec les activités professionnelles et sociales de la vie quotidienne
des patients FSHD, conduit a des bénéfices fonctionnels comme une ameélioration des
capacités de la marche ou de la force maximale, et cela sans compromettre le tissu musculaire
(Bankolé et al., 2016). Dans le traitement des autres symptémes de la FSHD, en cas de
complications respiratoires, un respirateur artificiel est proposé au patient. Par ailleurs, des
ortheses peuvent étre utilisees pour maintenir une posture perdue en raison de la faiblesse
musculaire. Enfin, une intervention chirurgicale orthopédique, qui consiste a fixer I’omoplate
a la cage thoracique, peut étre programmée, dans le but d’améliorer 1’amplitude des

mouvements des membres supérieurs (Giannini et al., 2007).
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1.5.2.2. Strategies thérapeutiques avec des molécules pharmacologiques

Malgré 1’absence de traitements thérapeutiques pour la FSHD, plusieurs stratégies sont
proposées dans la littérature. Parmi ces stratégies, certaines ont pour but de modifier la
progression de la maladie en utilisant des molécules pharmacologiques comme 1’albuterol
(également appelé salbumatol) ou encore le resolaris (ATYR1940, aTyr Pharma) (Kissel et
al., 1998, 2001, van der Kooi et al., 2004, 2007; Payan et al., 2009). L’albuterol est un
agoniste béta-2-adrénergique dont les effets sur le muscle ne sont pas connus. Une hypothése
est que cette molécule, en tant qu’agoniste béta-2-adrénergique, permet de diminuer la
fatigabilité musculaire en augmentant la force et la masse du muscle (Martineau et al., 1992;
Yang and McElligott, 1989). Des études ont associé entrainements de force et administrations
d’albutérol dans le but de réduire le handicap lié a la pathologie et d’améliorer la qualité de
vie. Les résultats de ces études n’ont pas montré d’effets positifs ou négatifs nets de la
combinaison de I’entrainement de force avec ’albutérol sur la douleur, la fatigue, la détresse
psychologique, ou encore la force et la masse musculaire (Kissel et al., 1998, 2001, van der
Kooi et al., 2004, 2007; Payan et al., 2009). Le Resolaris, quant a lui, est une physiocrine
immunomodulatrice (protéine endogéne humaine dérivant des ARNt synthétases qui agit
comme une molécule de signalisation extracellulaire dans plusieurs voies physiologiques).
Cette molécule est actuellement testée par la compagnie aTyr Pharma dans un essai clinique
de phase Ib/I1 chez des patients FSHD et des patients atteints de la myopathie des ceintures de
type 2B ou une composante inflammatoire dans le développement de la pathologie a été mise
en évidence (Arahata et al., 1995). Les résultats de cet essai clinique, démarré en 2015, n’ont

pas encore été présentés.

Récemment, une étude de criblage haut-débit de petites molécules a été menée sur un modeéle
cellulaire murin C2C12 surexprimant de maniére conditionnelle DUX4. Cette étude a permis
d’identifier des molécules inhibant la toxicité ou la mort cellulaire médiée par une
surexpression de DUX4 (Bosnakovski et al., 2014). Ces molécules peuvent directement
interférer dans 1’activité de la protéine DUX4 ou interférer dans les voies de signalisation en
aval de DUX4 qui conduisent a la mort cellulaire. Bien que le mécanisme d’action de la
majorité de ces molécules ne soit pas connu, certaines d’entre elles sont caractérisées comme
intervenant en tant qu’antioxydants dans la voie de réponse au stress oxydant (Bosnakovski et

al., 2014). Ces résultats sont appuyés par des études montrant que la réponse au stress oxydant
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est altérée dans la FSHD. En effet, une expression des marqueurs du stress oxydant et une
dérégulation des genes impliqués dans la réponse a ce stress oxydant ont été détectées dans
des myoblastes FHSD, rendant la cellule plus susceptible aux agents oxydants (Cheli et al.,
2011; Turki et al., 2012; Winokur et al., 2003a, 2003b). En accord avec ces résultats, une
stratégie visant a augmenter la réponse cellulaire ou a protéger la cellule d’un stress oxydant
pourrait permettre de ralentir le développement de la FHSD. Cependant, une étude, de 17
semaines chez des patients FSHD, testant 1’effet d’une supplémentation en antioxydants
(Vitamine C, Vitamine E, gluconate de zinc et sélénométhionine) n’a permis de montrer que
de faibles impacts positifs de ces molécules sur la force et I’endurance du quadriceps des
patients FSHD traités (Passerieux et al., 2015).

1.5.2.3. Strategies de thérapie génique ciblant DUX4

Des stratégies de thérapie génique ont egalement été développées pour la FSHD. Néanmoins,
aucune d’entre elles n’a atteint a ce jour les essais cliniques (Himeda et al., 2016a; Mitsuhashi
et al., 2013a; Vanderplanck et al., 2011; Wallace et al., 2012).

Dans le cas des maladies a perte de fonction, les stratégies thérapeutiques ont pour but de
venir corriger ou complémenter un géne muté. Or la FSHD n’est pas une maladie a perte de
fonction mais une maladie a gain de fonction, qui se caractérise par 1’expression aberrante du
facteur de transcription DUX4 et de ses génes cibles. Les stratégies thérapeutiques, dans ce
cas, doivent donc étre basées sur 1’extinction du géne DUX4. L’ORF de DUX4 étant localisé
uniquement dans 1’exon 1, il est extrémement difficile de développer une stratégie venant
perturber le cadre de lecture par des oligonucléotides antisens.

Diverses études in vitro et in vivo ont validé les stratégies induisant la dégradation ou
déstabilisant ’ARNm DUX4. Ces stratégies permettent de réverser un grand nombre des
phénotypes moléculaires liés a la FSHD (Vanderplanck et al., 2011; Wallace et al., 2012). En
effet, des siARN ou des oligonucléotides antisens 2’0O-Me masquant soit un site accepteur
d’épissage aux jonctions introns-exons, soit la région 3’UTR de DUX4, alterent la stabilité de
I’ARN et empéchent 1’expression de la protéine DUX4 (Vanderplanck et al., 2011). Des
SiIARN ciblant la région en amont du site de début de transcription de DUX4 suppriment
également I’expression de DUX4, augmentent les marques épigénétiques H3K9me3 et
induisent le recrutement d’ARGONAUTEZ2. De manic¢re surprenante, 1’utilisation de gapmer
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ciblant les mémes séquences ne permet pas une répression de I’expression de DUX4,
indiquant un mécanisme répresseur dépendant, dans cette stratégie, de DICER et
d’ARGONAUTE2 (Lim et al., 2015). Une autre stratégie consiste a venir inhiber 1’expression
de DUX4 par des miARN artificiels sous promoteur U6 ciblant I’ORF DUX4 (Wallace et al.,
2012). Une réduction de ’ARNm DUX4 est observée, associée a une diminution ou une
absence d’expression des symptomes moléculaires de la FSHD. La limite des approches
d’ARN interférence proposées est la haute toxicité générée en raison d’effets off-targets
(Grimm et al., 2006; McBride et al., 2008).

Une autre stratégie thérapeutique, n’utilisant pas d’antisens oligonucléotides, réside dans le
fait que I’isoforme courte de la protéine DUX4, DUX4-s, peut également se lier aux
séquences cibles reconnues par 1’isoforme longue et toxique DUX4-fl, sans pour autant
pouvoir activer la transcription des génes, en raison de I’absence du domaine de
transactivation (Geng et al., 2012; Kawamura-Saito et al., 2006; Mitsuhashi et al., 2013a).
Ainsi, la surexpression de la protéine DUX4-s, qui entre en compétition avec DUX4-fl et agit
donc a la maniére d’un dominant négatif, permet de diminuer 1’activation des genes cibles de

DUX4-fl et de réverser le phénotype FSHD (Geng et al., 2012; Mitsuhashi et al., 2013a).

Récemment, des CRISPR/Cas-9 déficients pour I’activité nucléase et fusionnés a un
répresseur transcriptionnel KRAB (dCas9-KRAB) ont été testés dans le cadre du
développement d’une autre stratégie thérapeutique pour la FSHD (Himeda et al., 2016a,
2016b; Kearns et al., 2015; Mandegar et al., 2016; Parsi et al., 2017; Thakore et al., 2015). Ce
systéme, en se fixant a la région promotrice ou au niveau de ’exon 1 de DUX4, réprime
spécifiquement la transcription de DUX4. Une diminution de 1’expression des genes cibles de
DUX4 dans des cellules FSHD est également observée. Le complexe dCas9-KRAB permet le
recrutement du co-répresseur KAP1/TRIM28 qui engendre & son tour le recrutement de la
protéine HP1y. Il en résulte, aux sites de fixation du complexe dCas9-KRAB, de légers
changements épigénétiques avec la mise en place de marques associées a un état de répression
transcriptionnelle (Himeda et al., 2016a, 2016b).
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1.5.2.3. Stratégies de thérapie génique ciblant d’autres génes candidats
dans la FSHD

Le géne DUX4 n’ayant pas été proposé comme le seul géne candidat dans la FSHD, des
stratégies thérapeutiques ciblant FRG1 avec des miARN délivrés par AAV ou des shARN ont
également été proposées (Bortolanza et al., 2011; Wallace et al., 2011b). L’inhibition de
I’expression de FRG1 dans un modele murin surexprimant ce géne améliore notamment la
masse musculaire, la force et réduit les anomalies histopathologiques associées au phénotype
de cette souris (Bortolanza et al., 2011; Wallace et al., 2011b). Par ailleurs, 1’expression de
DUX4 conduisant a de multiples dérégulations géniques dans le muscle, une stratégie ciblant
cette fois-ci un géne potentiellement activé par DUX4, PITX1, a été testée in vivo (Dixit et al.,
2007; Pandey et al., 2012, 2014). Dans cette étude des morpholinos dessinés pour inhiber la
traduction de PITX1 sont injectés dans le modele murin surexprimant ce géene. Les résultats
indiquent une amélioration du phénotype musculaire de la souris et démontrent la faisabilité
de cette stratégie (Pandey et al., 2014). Cependant, une activation par DUX4 de PITX1, tout
comme un role de PITX1 dans la FSHD reste a confirmer.

En résumé, méme si notre compréhension générale des mécanismes génétiques, épigénétiques
et moléculaires conduisant au phénotype FSHD a rapidement progressé ces dernieres annees,
le développement, plus lent, de stratégies thérapeutiques, n’est pas encore suffisant pour offrir

un traitement curatif aux patients.
1.6. Projet de theése

L’essor de nouvelles technologies en chimie et biologie permet aujourd’hui de modifier
positivement ou négativement 1’expression d’un gene en agissant a différents niveaux. De ce
fait, de nombreuses stratégies de thérapie génique totalement différentes peuvent étre
proposées pour une méme pathologie, ce qui est le cas pour la FSHD. Le développement de
plusieurs stratégies thérapeutiques distinctes pour la FSHD ne doit pas étre considéré comme
une dispersion de la recherche et des ressources. Bien au contraire, la multiplicité des
propositions, par le biais de technologies variées et ciblant différents éléments génétiques ou
épigénétiques impliqués dans la FSHD, augmente la probabilité que 1’une de ces stratégies

atteigne les essais cliniques dans les quelques années a venir.
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1.6.1. Mécanisme et r6le de la polyadénylation des ARNm

Au cours de ma thése, nous avons développé une stratégie thérapeutique innovante pour la
FSHD. Nous avons décidé de cibler les éléments clés en 3° de ’ARNm DUX4 afin de le
déstabiliser et d’inhiber la synthese protéique. En effet, le clivage et la polyadénylation des
ARNm en 3’ sont des mécanismes essentiels a la maturation de la majorité des ARNm des
eucaryotes (Danckwardt et al., 2008; Millevoi and Vagner, 2010; Proudfoot, 2011; Zhao et
al., 1999). Chez I’'Homme, ces réactions ont lieu dans le noyau. Ce sont des étapes co-
transcripitonnelles qui sont dirigees pas plus de 80 protéines et par des séquences régulatrices
en cis (Danckwardt et al., 2008; Mandel et al., 2008; Nunes et al., 2010; Shi and Manley,
2015). La région de clivage est définie par trois séquences clés en 3’ de I’ARNm qui sont : (i)
une séquence hexamérique qui correspond au signal de polyadénylation, (ii) un site de clivage
positionné 20 a 30 nucléotides en aval du signal de polyadenylation, et (iii) une région riche
en résidus G/U ou U (Downstream sequence element, DSE) localisée plus de 30 nucléotides

apres le site de clivage (Danckwardt et al., 2008) (Tableau 5 et Figure 40).

D’un point de vue mécanistique, le complexe protéique CPSF (Cleavage and Polyadenylation
Specificity Factor) reconnait tout d’abord la séquence consensus du signal de polyadénylation
(Danckwardt et al., 2008; Keller et al., 1991) (Figure 40). Chez I’humain et la souris,
plusieurs séquences hexameriques avec des fréquences d’apparition variables en 3’ des
ARNmM ont été identifiées comme des signaux de polyadénylation. Les séquences AAUAAA
et AUUAAA sont les plus communes (Beaudoing et al., 2000; Tian et al., 2005) (Tableau 5).
Le complexe protéique CstF (Cleavage stimulating Factor) se fixe ensuite au niveau de la
région riche en résidus G/U et U, alors que les facteurs de clivage CF (Cleavage Factor) se
positionnent au niveau de la future région de clivage (Danckwardt et al., 2008; MacDonald et
al., 1994) (Figure 40). Le recrutement de 1’ensemble de ces protéines conduit a un clivage
endonucléolytique. Deux fragments sont générés : un fragment avec un groupe hydroxyle
sortant en 3’ et un fragment avec un groupe phosphate sortant en 5’ (Figure 40). Le fragment
avec le groupe phosphate sortant en 5 et lié au complexe CstF est immédiatement dégradé
par des exonucléases. La polymérase Poly(A) (PAP Poly(A) Polymerase) ajoute alors environ
250 adénosines, par catalyse de la réaction de polymérisation des adénosines a partir des
adénosines triphosphates, au niveau du fragment possedant le groupe hydroxyle libre en 3’

(Figure 40). Cette queue poly(A) est ensuite recouverte par la protéine de liaison poly(A)
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PABP (Poly(A) Binding Protein) (Figure 40). La fixation de PABP ne peut se faire que si la
queue poly(A) est composée d’au moins dix adénosines. Par ailleurs, PABP stimule la
réaction de polyadénylation catalysée par PAP et régule la taille de la queue poly(A) (Kerwitz
et al., 2003; Kihn et al., 2009). Une interaction entre PABP et les facteurs d’initiation de la
traduction en 5° de I’ARNm induit une circularisation de I’ARNm (Danckwardt et al., 2008;
Mandel et al., 2008; Zhao et al., 1999) (Figure 40). Cette maturation est généralement
nécessaire a 1’export de ’ARNm, et joue un role dans la stabilité et ’efficacité de la
traduction de I’ARNm (Danckwardt et al., 2008; Mangus et al., 2003; Millevoi and Vagner,
2010).

TABLEAU 5. Séquences hexamériques identifiées comme des signaux de polyadénylation chez
I’Homme et la souris. Ces signaux de polyadénylation sont classés par fréquence d’utilisation (adapté
de Beaudoing et al., 2000; Tian et al., 2005).

Fréquences (Tian et  Fréquences (Beaudoing et

al., 2005) al., 2000)
Segﬂg%%ii(éislx Humain  Souris Humain
AAUAAA 53.18 59.16 58.2
AUUAAA 16.78 16.11 14.9
UAUAAA 4.37 3.79 3.2
AGUAAA 3.72 3.28 2.7
AAGAAA 2.99 2.15 1.1
AAUAUA 2.13 1.71 1.7
AAUACA 2.03 1.65 1.2
CAUAAA 1.92 1.80 1.3
GAUAAA 1.75 1.16 1.3
AAUGAA 1.56 0.90 0.8
UUUAAA 1.20 1.08 1.2
ACUAAA 0.93 0.64 0.6
AAUAGA 0.60 0.36 0.7
AAAAAG - - 0.8
AAAACA - - 0.5
GGGGCU - - 0.3
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FIGURE 40. Mécanismes de clivage et de polyadénylation des ARNm en 3’. La région de clivage est
définie par trois séquences clés en 3’ de I’ARNm qui sont : une séquence héxamérique qui correspond
au signal de polyadénylation (AAUAAA ici), un site de clivage (CS) positionné 20 a 30 nucléotides en

aval du signal de polyadénylation, et une région riche en résidus G/U ou U (DSE Downstream
sequence element) localisée plus de 30 nucléotides apres le site de clivage. La premiére étape du
mécanisme de maturation en 3’ du pré-ARNm implique la fixation du complexe multiproteique CPSF
sur le signal de polyadénlaytion, du complexe CstF sur le signal DSE et des protéines CF au niveau du
site de clivage. Le recrutement de I’ensemble de ces protéines induit un clivage endonucléolytique.
Cette étape est suivie par 1’ajout d’une queue polyA d’environ 250 adénosines en 3’ libre de ’ARNm
par la polymérase PAP. Cette queue poly(A) est recouverte par les protéines PABP, qui permettent,
par interaction avec les facteurs d’initiation de la traduction en 5°, la circularisation de ’ARNm.

AAUAAA : signal de polyadenylation ; DSE : Downstream sequence element ; CS : Site de clivage ;
CstF : Cleavage stimulating Factor; CPSF : Cleavage/Polyadenylation specificity factor ; Polll : RNA
Polymerase Il ; PAP : Poly(A) polymerase ; PABP : Poly(A) Binding Protein ; elF4A/G/E : eukaryotes

initiation factor 4A/G/E (adapté de Danckwardt et al., 2008).

Comme pour tous les ARNm, la stabilit¢ de ’ARNm DUX4 est modulée par I’ajout d’une

queue poly(A). Ceci a été mis en évidence par 1’étude de la région en aval de la derniére
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répétition sur le chromosome 4gA et 10gA, puis la découverte de patients FSHD avec des
réarrangements mitotiques entre ces deux chromosomes (Lemmers et al., 2004a, 2010a,
2012a). Les séquences qui gouvernent 1’ajout d’une queue poly(A) sont situées dans 1’exon 3
de ’ARNm DUX4 et sont donc uniquement associées a [’haplotype 4/10qA. Cependant, une
contraction des répétitions D4Z4 sur le chromosome 10gA ne permet pas la production d’un
ARNmM stable (Lemmers et al., 2010a). En effet, sur le chromosome 4gA, I’exon 3 de DUX4
contient le signal de polyadénylation ATTAAA, tandis que sur le chromosome 10gA, un
polymorphisme affecte la séquence du signal de polyadénylation, qui devient alors AUCAAA
ou AUUUAA. Ces séquences hexameriques ne sont pas décrites comme des signaux de
polyadénylation (Beaudoing et al., 2000; Lemmers et al., 2010a; Tian et al., 2005). Ainsi, les
transcrits DUX4 issus des répétitions D4Z4 présentes sur le chromosome 10gA ne peuvent
étre stabilisés par I’ajout d’une queue poly(A) en 1’absence d’un signal de polyadénylation

fonctionnel et sont donc dégrades.

L’importance de ce signal de polyadénylation est ¢galement démontrée par le cas d’un
individu atteint de FSHD, porteur d’une contraction des répétitions D4Z4 sur le chromosome
10gA mais pas sur le chromosome 4gA. Chez cet individu, des transcrits DUX4 stables sont
produits & partir du chromosome 10gA. Ceci est possible suite a une translocation du
chromosome 4 vers le chromosome 10 d’un fragment démarrant au niveau de la derniére
répétition D4Z4 et se poursuivant jusqu’au télomére. Cette translocation apporte un signal de
polyadénylation fonctionnel sur le chromosome 10gA en aval de la derniere répétition D4Z4
(Lemmers et al., 2010a).

1.6.2. Hypothese de travalil

Notre hypothése de travail était que cibler, a 1’aide d’oligonucléotides antisens, les éléments
clés impliqués dans la maturation de I’ARNm DUX4, empéchant ainsi I’ajout d’une queue
poly(A), pourrait permettre 1’inhibition de DUX4 et étre utilisé comme une stratégie

thérapeutique dans le cas de la FSHD.
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2.1. Etude |: Développement d’une stratégie thérapeutique in
vitro basée sur I’utilisation d’oligonucléotides antisens ciblant les

éléments clés en 3’UTR de DUX4

Publication : Antisens targeting of 3’ end elements involved in DUX4 mRNA

processing is an efficient therapeutic strateqgy for facioscapulohumeral

dystrophy : a new gene-silencing approach.

Anne-Charlotte Marsollier, Lukasz Ciszewski, Virginie Mariot, Linda Popplewell, Thomas

Voit, George Dickson, Julie Dumonceaux.

Published in : Human Molecular Genetics, 2016, VVol. 25, No. 8. 1468-78.
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Résumé

L’objectif du projet était de determiner si cibler des sequences clés impliquées dans la
polyadénylation des ARNm, en utilisant des oligonucléotides antisens, peut-étre une stratégie

thérapeutique d’inhibition de I’expression de DUX4 dans le cas de la FSHD.

Dans les cellules musculaires, seul le signal de polyadénylation AUUAAA a été décrit, sans
étudier séparément les deux isoformes de I’ARNm DUX4. Afin de dessiner des
oligonucleotides antisens spécifiques de la région 3’UTR de DUX4, la détermination précise
des sites de clivage et des signaux de polyadénylation associés a chaque isoforme de DUX4
est nécessaire. Une premiére expérience de 3’RACE-PCR nous a permis de montrer que les
deux isoformes DUX4-fl partagent la méme région de clivage et le méme signal de
polyadénylation. Au total, cing PMOs ciblant le signal de polyadénylation et/ou le site de
clivage et/ou le DSE ont été dessinés et testés in vitro, a différentes concentrations, sur des
clones FSHD immortalisés a deux jours de différenciation. L’efficacité de chaque PMO a été
évaluée par détermination de la quantit¢ d’ARNm DUX4 résiduels et le niveau d’expression
de trois des genes cibles de DUX4, dans des extraits d’ARNs totaux de myotubes & quatre
jours de différenciation, lorsque 1’expression de DUX4 est la plus forte. Tous les PMOs sont
efficaces et induisent une sous-expression de DUX4 et de ses genes cibles. Néanmoins, les
PMOs ciblant le site de clivage et/ou le signal de polyadénylation (PMO-PAS et PMO-CS3)
semblent étre particuliérement prometteurs puisqu’ils induisent une diminution de I’ARNm

DUX4 de plus de 40% pour les deux isoformes.

Un changement de signal de polyadénylation en présence de ces PMOs a également été
recherché. En effet, les données de la littérature rapportent que 54% des génes humains
présentent plus d’un signal de polyadénylation. Des événements de polyadénylation alternatifs
peuvent ainsi avoir lieu lorsque le signal de polyadénylation est défaillant dans le dernier
exon. Une redirection du site de clivage n’a été observée qu’en présence du PMO-CS3 ciblant
le signal de polyadénylation et le site de clivage. En présence de ce PMO, un clivage en
amont du signal de polyadénylation initial est réalisé. Un encombrement stérique généré par

la présence du PMO peut étre a 1’origine de cette redirection de la région de clivage.

En conclusion, nous avons montré pour la premiere fois que 1’utilisation d’oligonucléotides

antisens ciblant les séquences clés impliquées dans I’ajout d’une queue poly(A) peut étre une
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stratégie thérapeutique efficace dans le cadre de la FSHD, mais également dans le cadre de

maladies génétiques caractérisées par un gain de fonction.
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Abstract

Defects in mRNA 3’end formation have been described to alter transcription termination, transport of the mRNA from the
nucleus to the cytoplasm, stability of the mRNA and translation efficiency. Therefore, inhibition of polyadenylation may lead to
gene silencing. Here, we choose facioscapulohumeral dystrophy (FSHD) as a model to determine whether or not targeting key
3’ end elements involved in mRNA processing using antisense oligonucleotide drugs can be used as a strategy for gene silencing
within a potentially therapeutic context. FSHD is a gain-of-function disease characterized by the aberrant expression of the
Double homeobox 4 (DUX4) transcription factor leading to altered pathogenic deregulation of multiple genes in muscles.
Here, we demonstrate that targeting either the mRNA polyadenylation signal and/or cleavage site is an efficient strategy to
down-regulate DUX4 expression and to decrease the abnormally high-pathological expression of genes downstream of DUX4.
We conclude that targeting key functional 3’ end elements involved in pre-mRNA to mRNA maturation with antisense drugs can
lead to efficient gene silencing and is thus a potentially effective therapeutic strategy for at least FSHD. Moreover,
polyadenylation is a crucial step in the maturation of almost all eukaryotic mRNAs, and thus all mRNAs are virtually eligible for
this antisense-mediated knockdown strategy.

Introduction

The cleavage and polyadenylation of the 3’end of pre-mRNAs are
fundamental processing steps for the maturation of the vast
majority of eukaryotic mRNAs. In human cells, these reactions
are governed by >80 RNA-binding proteins and by regulatory cis-
acting RNA sequence elements (1-3). The key element dictating

the cleavage is a six-nucleotide (nt) motif called the poly(A) signal
(PAS). Most of the mammalian mRNAs contain the PAS con-
sensus AAUAAA or AUUAAA hexamer or close variants (4-6),
which is recognized by the multimeric set of cleavage and polya-
denylation factors. This RNA-protein interaction determines the
site of cleavage which usually occurs 10-30 nt downstream of the
PAS. The second important element is a Uracil/Guanine and
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uracil (U/GU)-rich sequence [downstream sequence element
(DSE)] contacted by the cleavage stimulation factor and located
30-60 nt downstream the PAS motif (7). In most cases, these co-
transcriptional maturations are required for nuclear export and
stability of mRNAs, and their efficient translation (8), and thus
consequently represent attractive and interesting drug and/or
genetic targets for suppression of gene expression. Indeed, the
functional importance of the 3’ end mRNA processing has been
highlighted by the discovery of mutations in the PAS cis-element
causing or contributing to human diseases including haemotolo-
gical diseases, neurogenerative diseases or cancer (9).

The aim of our study was to determine whether or not target-
ing elements involved in pre-mRNA maturation (such as PAS or
DSE) using antisense oligonucleotide (AO) drugs can be a strat-
egy for gene silencing within a potentially therapeutic context.
We focused on faciocapulohumeral dystrophy (FSHD), which is
a rare autosomal dominant neuromuscular disorder with an in-
cidence of 1:14 000-1:20 000 characterized by the atrophy of spe-
cific groups of muscles (10). This pathology is caused by a loss of
epigenetic marks within the D4Z4 macrosatellite located in the
sub-telomeric region of chromosome 4 leading to chromatin re-
laxation (11). In 95% of the FSHD patients (named FSHD1), this
chromatin relaxation is associated with a contraction of the
D4Z4 array (12,13). The remaining 5% of the FSHD patients
(named FSHD2) do not present a contraction of D4Z4, but the
vast majority of them carry a mutation in the epigenetic modi-
fier gene SMCHD1 (14,15) . This loss of epigenetic marks, when
associated with a permissive chromosome 4 [i.e. carrying the
4gA haplotype containing the ATTAAA PAS commonly found
in human (16)], leads to the aberrant transcription of a double-
homeobox transcription factor named Double homeobox 4
(DUX4) whose ORF is present in each D4Z4 repeat (17). DUX4 pro-
tein and mRNA have been robustly detected in adult and fetal
FSHD1 and FSHD2 cells and biopsies whereas they can be
found at very low levels in control (18-21). DUX4 mRNA is only
expressed in 1/1000 nuclei, but the DUX4 protein can be found
in 0.5-9% of nuclei (18,22), suggesting that although DUX4 is
not transcribed in most nuclei, the resulting protein may spread
further (23). DUX4 is a transcription factor and its overexpres-
sion is described to disturb several cellular pathways (23-30).
Moreover, it was shown that even if DUX4 expression has not
been directly linked to patient’s phenotype, DUX4 may play a
major role in the pathophysiology of FSHD because: (i) it has
been shown that at least one D4Z4 repeat is needed for FSHD
onset (31), (ii) only alleles with the 4qA type (containing the
AUUAAA PAS for DUX4 mRNA) are associated with FSHD
(32,33), (iii) contraction of the D4Z4 array on chromosome 10,
which carries a mutated PAS (AUCAAA), does not lead to FSHD
(16), (iv) DUX4-induced gene expression is the major molecular
signature in FSHD skeletal muscles (34) and (v) DUX4
expression is the common point between FSHD1 and FSHD2
patients (16).

Several therapeutic strategies targeting DUX4 expression
have been proposed in the literature: RNA interference, 2'-O-me-
thyl AOs targeting intron-exon junctions or over-expression of
truncated DUX4 (27,35-37). Here, we describe a new therapeutic
AO-based therapeutic approach for FSHD using phosphorodiami-
date morpholino oligomers (PMOs) targeting the key elements of
3’ end processing of the DUX4 transcript and which represent the
key disease-permissive feature of the FSHD1 and 2 locus. Indeed,
during the past 10 years, synthetic AOs have emerged as a prom-
ising strategy for drug therapy of genetic disorders affecting
skeletal muscles such as the muscular dystrophies and motor-
neuron diseases. PMOs have been mainly described to bind

with high affinity the targeted pre-mRNAs and mRNAs and to
form a stable hybrid that efficiently blocks the access of splicing
or translation machineries (so-called steric blocking AOs). PMOs
can also form a structure mimicking a tRNA precursor, which is
recognized by RNaseP leading to mRNA cleavage (38,39). Numer-
ous studies investigating the therapeutic potential of antisense
technology have been already performed and several clinical
trials are now in progress for muscular dystrophies (40-43).

In this article, we choose to target the 3’ key elements of DUX4
pre-mRNA, focusing on the disease-permissive PAS, the cleavage
site and the U/GU-rich DSE sequence. We demonstrated in vitro
that targeting the 3’end elements of mRNA with antisense
drugs can be an efficient therapeutic strategy for a genetic dis-
ease. We observed that targeting DUX4 3'key elements leads to
an efficient extinction of DUX4, may redirect the mRNA cleavage
site and prevents aberrant expression of genes downstream of
the DUX4 transcription factor.

Results

Determination of 3’ end key elements of DUX4
mRNA and PMO design

For muscle tissue, one PAS (AUUAAA) has been described for
DUX4 mRNA, located 766 bp downstream of the stop codon in
genomic DNA (16). Because the DUX4 gene gives rise to two
DUX4-FL isoforms (DUX4-FL1 with spliced intron 1 and DUX4-
FL2 with non-spliced intron 1), the cleavage site of DUX4 was
precisely determined by RT-3' rapid amplification of cDNA-
ends by polymerase chain reaction (3'RACE-PCR) using primers
allowing the detection of each isoform. Total RNAs were ex-
tracted from FSHD myotubes at Day 4 of differentiation when
DUX4 expression is the highest (21). The sequences of the PCR
products revealed the presence of three different cleavage sites
located 16-22bp after the PAS for both DUX4-FL1 and -FL2
DUX4 isoforms (Fig. 1A and B). However, these cleavage sites
are not used at the same frequencies. The cleavage site located
22 bases downstream of the PAS represents 78% of the DUX4-
FL1 isoforms, but only 41% of DUX4-FL2 isoforms thus showing
the interplay between mRNA cleavage site and splicing (Fig. 1A
and B). In order to investigate the therapeutic potential of
AONSs targeting 3’ key elements of DUX4 mRNA, we designed
AONs covering either the PAS (PMO-PAS), the cleavage sites
and the polyA (PMO-CS1-3) or the U/GU-rich (PMO-DSE) se-
quence (Fig. 1C). Briefly, PMOs were designed to (i) contain little
or no self-complementarity, (ii) form no >16 contiguous intra-
strand hydrogen bonds, (iii) contain no >9 total guanines (>36%
G) or >3 contiguous guanines to ensure good water solubility
and (iv) where possible to target >1 of the 3’ key elements with
1PMO. For these reasons, the cleavage site PMOs contains either
a single mismatch to target (PMO-CS2 and PMO-CS3) or do not
target contiguous bases (PMO-CS1). These PMOs were of varying
lengths (25-30 mers) (Table 1).

PMOs induce a down expression of DUX4 mRNA

The efficacy of each PMO was evaluated in a dose-dependent
manner after transfection into differentiated immortalized
FSHD clones. Total RNAs were extracted from myotubes and
RT-PCR allowing the detection of either DUX4-all (Fig. 2A), or
DUX4-FL1 and -FL2 (Fig. 2B) was performed. No modification of
DUX4-all mRNA was observed with PMO-control compared to un-
lipofected cells thus showing that introduction of PMO-control
does not modify DUX4 expression. With PMO-CS1, -CS2 and
-DSE, 27% +5, 25% +17 and 36% =10 reduction of DUX4-all
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Figure 1. 3’ end key elements of DUX4 mRNA and PMO design. (A and B) To determine the cleavage sites of DUX4 mRNA, a RT using an oligo-dT adapter primer was realized
on total mRNAs isolated from FSHD myotubes at Day 4 of differentiation. The 3'RACE-PCR was performed using forward primer matching Exon 1 and reverse primer
recognizing the adapter. The PCR products were cloned into a TOPO-TA plasmid and 27 and 17 clones were sequenced for DUX4-FL1 (A) and -FL2 (B), respectively. The
frequencies of the cleavage site usages are indicated. Arrows indicate the location of the primers used. The poly(A) site is bolded and underlined and the poly(A) tail
is in bold. (C) Sequences recognized by the different PMOs targeting DUX4. The position +1 is defined as the first base of the poly(A) site. The sequences recognized by
the PMOs are indicated as well as their position on the mRNA. Deletions are represented by hyphen (-). Nucleotidic substitutions are indicated.

Table 1. Summary of the characteristics of the PMOs

PMO name PMO sequence 5'-3 Leash sequence 5'-3' Length (bp) %GC
PMO-PAS (-13+12) GGGCATTTTAATATATCTCTGAACT gattgGATATATTAAAATGCCCgtgat 25 0.32
PMO-CS1 (-5 +32) CTATAGGATCCACAGGGCATTTTAATATC gttacCCCTGTGGATCCTATAGgtgat 29 0.38
PMO-CS2 (-1 +27) GGATCCACAGGGAGGAGGCATTTTAATA gattgTCCTCCCTGTGGATCCgtgat 28 0.46
PMO-CS3 (+2 +31) TATAGGATCCACAGGGAGGAGGCATTTTAA gaatgTCCCTGTGGATCCTATAgtgat 30 0.43
PMO-DSE (+32 + 56) CATCACACAAAAGATGCAAATCTTC gattgGCATCTTTTGTGTGATGgtgat 25 0.36
PMO-control CCTCTTACCTCAGTTACAATTTATA gattgTAACTGAGGTAAGAGGgtgat 25 0.32

The locations, the PMO sequences and the leash sequences (uppercases indicate the complementary region between leash and PMO, lowercases indicates the free ends),

the percentage of GC and the length are shown.

mRNA was observed, respectively, at the highest PMO concentra-
tion used compared with PMO-control (Fig. 2A). The highest effi-
cacies were obtained with the PMO-PAS and -CS3 for which a
dose-dependent reduction of DUX4-all levels was observed with
40% =6 and 52% =+7 inhibition at 50 nM, respectively (Fig. 2A).
These two AOs were investigated further to ascertain if both
DUX4 isoforms were identically targeted by them. A decreased
expression of both isoforms was observed at 50 nM when primers
allowing the detection of both DUX4-FL1 and FL-2 [DUX4-3' un-
translated region (3'UTR) oligonucleotides] were used (Fig. 2B).

PMO-CS3 induces a redirection of cleavage region

Because 22-54% of human mRNA have more than one poly(A) sites
(4,5), and because redirections of the PAS have been described in
the presence of AOs targeting the poly(A) of other mRNAs (44,45),

in silico analyses were performed which revealed the presence of
putative alternative PAS downstream of Exon 3 (Fig. 3A). A redirec-
tion of the poly(A) and/or cleavage sites was thus investigated in
the presence of the different PMOs at the highest concentration
by 3'RACE nested PCR using forward primers located in Exon 3. A
switch in cleavage site or poly(A) usage was not observed with
any of the PMOs except PMO-CS3 (Fig. 3B). The sequence of this
supplemental band revealed that the cleavage site of the residual
DUX4 mRNA in the presence of PMO-CS3 was ~40 nt upstream of
the canonical cleavage site (Fig. 3C), thus suggesting that an alter-
native PAS was used to generate this new cleavage site. However, in
silico analysis of the genomic region upstream of this alternative
cleavage site (up to DUX4 Exon 2) did not reveal the presence of
any of the 13 PAS previously described (4). This new cleavage site
is used in ~20% of the residual DUX4 mRNAs.
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Figure 2. DUX4 expression in the presence of the PMOs. Immortalized FSHD
myotubes were transfected with PMOs in a dose-dependent manner. (A) The
percentage of residual DUX4-all mRNA was measured by semi-quantitative PCR
using the Image] software on gel scans. Independent transfections for PMO-control,
-PAS, -CS1, -CS2, CS3 and -DSE (n > 6) were performed. Values are compared with
unlipofected conditions. All data represent mean =+ standard error of mean (SEM). A
MANOVA and a Newman-Keuls post hoc test were performed (*P < 0.05; *P <0.01 and
P <0.001). (B) Representative RT-PCR analysis using DUX4-3'UTR primers in the
presence of PMO-control, -PAS and -CS3 at 50 nM. As a negative control, a PMO
targeting a human p-globin mutation that causes p-thalassemia was be used. B2M
was used as the reference (housekeeping) gene.
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PMO-PAS and -CS3 induce a knockdown in expression of
genes downstream of DUX4 in FSHD cells

Because the DUX4 protein is very hard to detect, expression levels
of DUX4 biomarkers were investigated. Indeed, DUX4 being a
transcription factor, the expression levels of several genes down-
stream of DUX4 have been described to be modulated after DUX4
expression among them TRIM43, MBD3L2 and ZSCAN4 (21,27,46).
The expression of these three genes was determined by RT-qPCR
in the presence of the PMOs in a dose-dependent manner. No sig-
nificant modulation of their expressions was observed in the
presence of PMO-control compared with unlipofected condition.
PMO-CS1, -CS2 and -DSE moderately modulate expression of
genes downstream of DUX4 at the lowest concentrations used,
but a down expression of TRIM43 is observed at the highest con-
centration. The best modulation of the genes downstream of
DUX4 was observed in the presence of PMO-PAS and -CS3in a
dose-dependent manner (Fig. 4).

Since we have previously published that DUX4 is able to
spread from one FSHD nucleus to neighboring nuclei thus indu-
cing an aberrant activation of genes downstream of DUX4 in
many nuclei (23), one possible explanation for the lower expres-
sion of TRIM43, MBD3L2 and ZSCAN4 observed in the presence of
the PMO-PAS and -CS3 could have been an inhibition of myotube
formation mediated by the PMOs. PMO-transfected cells were
immunostained with the MF20 antibody recognizing all the my-
osin heavy chains (Fig. 5A) and fusion indexes were calculated by
counting the number of nuclei in MF20-positive myotubes
containing three or more nuclei as the percentage of the total
number of nuclei (Fig. 5B). No statistically significant differences
were observed with PMO treatment thus showing that the down-

Undefined PAS
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Figure 3. PMO-CS3 induces a switch in cleavage site usage. A redirection of poly(A) usage was investigated in the presence of the different PMOs. (A) In silico analyses and
literature (18) reveal the presence of APA site in the subtelomeric region of chromosome 4. (B) 3'RACE nested PCR using forward primers located in Exon 3 shows a switch in
cleavage site only in the presence of PMO-CS3. The bands with (double asterisks) or without (single asterisk) a redirection of the cleavage site are indicated. (C) The
sequence of the most abundant mRNA carrying the redirected cleavage site (DUX4 pre-mRNA). The sequence of poly(A) site is underlined and bolded. The poly(A) tail
is in bold. The frequencies of each variant showing alternative cleavage site usage are indicated (14 analyzed sequences).
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Figure 4. Expression of the genes downstream of DUX4 in the presence of the
PMOs. Expression levels of TRIM43 (A), ZSCAN4 (B) and MBD3L2 (C) were
measured by RT-qPCR in FSHD myotubes (4 days of differentiation) in the
presence of the PMOs at different concentrations and compared with the PMO
control at the same concentration. Values are compared with unlipofected
conditions. B2M was used as a normalizer. Data represent mean + SEM from
independent transfections for PMO-control, -PAS, -CS1, -CS2, CS3 and -DSE
(n>6). AMANOVA and a Newman-Keuls post hoc test were performed (*P <0.05;
*P<0.01 and **P <0.001).

regulation of the genes downstream of DUX4 in the presence of
the PMOs was not due to myotube formation impairment, but
rather to lowered DUX4 expression.

No significant off-targets are predicted

The potential off-target effects were also evaluated, PMOs target-
ing the DUX4 transcript were submitted to short-input-sequence
basic alignment search tool (BLAST) searches against coding and
non-coding human genome-nucleotide collection databases (nr/
nrand nr/nt: see Table 2). According to BLAST a very strong match
is considered to have E-value < 1x 10~%, whereas a poor match
has E-value>1x1073. For each PMO, the two BLAST returns
showing highest alignment scores (lowest E-values) were
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Figure 5. Fusion index of immortalized FSHD myotubes in the presence of the PMOs.
Immortalized FSHD myotubes were transfected at Day 2 of differentiation with the
different PMOs at 50 nM. At Day 4 of differentiation, cells were stained with MF20
antibody recognizing all the myosin heavy chain and counterstained with 4',6-
diamidino-2-phenylindole (A). Fusion indexes were calculated by counting the
number of nuclei in myotubes containing more than two nuclei as the
percentage of the total number of nuclei (B). The transfections were performed
six times for the unlipofected, four times for PMO-control, -PAS -DSE and two
times for PMO-CS1, -CS2 and -CS3. In each experiment, 1000 nuclei were
counted. All data represent mean =+ standard deviation.
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selected for further analysis. With the exception of PMO-CS1,
which contains specifically selected deletions, all designed
PMOs returned a very strong match to the desired DUX4 tran-
script (E-value <2 x 10~°), whereas all of the off-target gene can-
didates show high E-values >0.5. Predicted off-target sequence
matches that showed homology on their negative or forward
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Table 2. Prediction of the anti-DUX4 off target candidates

PMO name Target E-value % identity No. of base Predicted homology  Coding/non- Overall free binding

name overlap with (+/-) strand coding energy (AGi)
PMO-PAS DUX4 4.00E-05 100 25/25 - Non-coding —32.04

IL1RAPL2 0.58 72 18/25 + N.A. N.A.

GYS2 2.3 68 17/25 - Non-coding -16.62
PMO-CS1 C10RF101 0.91 72 21/29 + N.A. N.A.

DUX4 3.6 59 17/29 - Non-coding -21.82

PTPRT 3.6 59 17/29 - Non-coding —6.60
PMO-CS2 DUX4 2.00E-05 96 27/28 - Non-coding —38.02

OTOF 0.82 75 21/28 + N.A. N.A.

POR 0.82 64 18/28 + N.A. N.A.
PMO-CS3 DUX4 2.00E-05 97 29/30 - Non-coding —37.93

OTOF 0.99 70 21/30 + N.A. N.A.

POR 0.99 60 18/30 + N.A. N.A.
PMO-DSE DUX4 4.00E-05 100 25/25 Non-coding -27.41

TCRA/TC 0.58 72 18/25 + N.A. N.A.

KCNJ6 23 68 17/25 + N.A. N.A.

N.A., non-applicable; ILIRAPL2, interleukin 1 receptor accessory protein-like 2; GYS2, glycogen synthase 2; CIORF101, chromosome 1 open reading frame 101; PTPRT,
protein tyrosine phosphatase receptor type T; OTOF, otoferlin; POR, P450 cytochrome oxidoreductase; TCRA/TCRD, T-cell receptor alpha-delta locus; KCNJ6, potassium

channel inwardly rectifying subfamily ] member.

Each PMO sequence was run thought the BLAST software, optimized for short-input sequences and limited to human and nt/nr database. Overall the binding energy was
calculated only for the predicted targets that show sequence homology with the PMO on their negative strand (-). The units of AGi are expressed in kcal/mol.

strand, corresponding to RNA transcript, were selected for the
calculation of total free energy of binding using the RNAup Server
(Table 2; Supplementary Material, Fig. S1). The only potential off-
target interactions on the RNA transcript (i.e. negative strand)
was GYS2 for PMO-PAS and PTPRT for PMO-CS1, but overall free
energies of binding were low (-16.62 and —6.60, respectively),
and with major mismatches (8/25 and 12/29, respectively).
These data suggest a low probability of interference of any of
the designed PMOs targeting DUX4 with off target RNAs.

Discussion

Several strategies using AOs have been described during the
last decade. Upon binding, AOs can alter the original function
of the targeted mRNA through an array of different mechanisms.
In the literature, AOs have been described to (i) prevent 5'cap for-
mation, (ii) bind the pre-mRNA to modulate splicing by masking
the splicing sequences to force exon inclusion or exclusion, (iii)
induce mRNA degradation after the recognition of the duplex
AO-mRNA (depending on the chemical modification used), (iv)
inhibit ribosome access to the mRNA leading to the suppression
of protein translation and (v) modulate polyadenylation selection
in transcripts with more than one poly(A) in their 3'UTR (39).
However, to our knowledge, the possibility to target the 3'UTR
key elements of the mammalian pre-mRNA to inhibit the polya-
denylation in genetic diseases has not been studied.

As previously described, defects in mRNA 3’end formation
canresultin disruption of gene expression processes in a number
of ways, including: transcription termination; transport of
the mRNA from the nucleus to the cytoplasm; stability of the
mRNA,; translation efficiency and the inhibition of polyadenyla-
tion, which in turn might lead to gene silencing (47). In this
study, we investigate the possibility of interference in the 3’ end
mRNA processing as a therapeutic approach in the FSHD model.
Since FSHD is a gain-of-function disease, characterized by the ab-
errant over-expression of the DUX4 gene, the therapeutic strat-
egies should therefore be based on gene silencing rather than
gene rescue. Here, we show that targeting the 3'end elements

involved in mRNA processing is an effective way to decrease
DUX4 expression and prevent aberrant expression of genes
downstream of DUX4.

Among the five AONs tested, only two of them lead to a signifi-
cant decrease of DUX4 mRNA levels under the conditions evalu-
ated. PMOs length could play an important role in their efficacies,
since PMO-CS3 is the only 30-mer used in this study and is the AO
showing the best efficiency. The number of mismatches could
also play a role affecting their relative activity when compared
with a completely homologous sequence of equal length. Sec-
ondary structures may also have affected effectiveness of the
PMOs and secondary structures of Exon 3 of DUX4 or the AON
were analyzed in silico using thermodynamic methods. Indeed,
the probability of interaction between the AON and the targeted
mRNA can be impacted by the presence of closed or opened con-
formations at the site of hybridization (47). When calculating the
minimum free energy of a folded mRNA molecule using mfold
(http://mfold.rna.albany.edu/?q=mfold/RNA-Folding-Form2.3,
date last accessed, January 13, 2016) (48,49), the Exon 3 of DUX4
was predicted to form highly stable secondary structure with
free energies of —56.3 kcal/mol (Fig. 6). The resulting outputs
show that DUX4 poly(A) is located within the region of an open
conformation, whereas the cleavage site and the DSE lay within
a closed region. The PAS, thus, appears more accessible than
the DSE and this could explain the low efficacy of the PMO-DSE
which totally overlap a closed region.

Different mechanisms may be involved in the down-regula-
tion of the targeted mRNA in the presence of the PMOs. The
first one is that the duplex formation of the PMO with the
mRNA 3'UTR could prevent poly(A) tail elongation. The second
one could be the removal of the entire tail mediated by a deade-
nylase-dependent cutting of the poly(A) tail as previously de-
scribed in zebrafish (50), thus affecting mRNA stability. Another
possibility is that spatial rearrangements of the 3'UTR in the pres-
ence of the PMO could have modulated the nonsense mediated
decay (NMD) pathway (51). On the one hand, it was previously
shown that NMD is an endogenous suppressor of DUX4 mRNA
that contributes to the low expression of DUX4 in FSHD cells
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(30). But on the other hand, DUX4 expression was also described
to inhibit NMD by decreasing Up-frameshift protein 1 (UPF-1)
levels (30). The PMO-DUX4 duplex formation, causing a destabil-
ization of DUX4 mRNA by at least one of the mechanisms
described earlier, could have thus increased NMD activity, en-
hancing DUX4 repression.

Recent discoveries have revealed that many human genes use
more than one poly(A) and cleavage sites, indicating that alterna-
tive polyadenylation (APA) is a widespread phenomenon. The
use of APA has been described to play important roles in several
human diseases such as (i) in oculopharyngeal muscular dys-
trophy, in which mutations in PolyA binding protein nuclear 1
(PABPN1) resultin a global enhancement of the usage of proximal
cleavage sites, leading to an unbalanced formation of alternative
mRNA 3’ ends and to a modification of gene expression through
aberrant microRNA regulation (52); (ii) in p-thalassemia, in which

a loss of function of globin 3’end processing linked to an alter-
ation of the poly(A) site is one of the causes of this disease, result-
ing in the generation of an unstable transcript that is ~900 nt
longer (1,7); (iii) a single-nucleotide polymorphism in the U/GU
rich region downstream of an alternative PAS in the fibrinogen
gamma haplotype 2 gene has been shown to affect the usage of
this poly(A) and has been associated with an increased risk of
deep-venous thrombosis (53). Considering that the use of AOs
targeting the poly(A) site can lead to the use of APA and cleavage
site (44,45), one important point raised in our experiments was to
determine if such a redirection was observed in the presence of
the PMOs. Although in the presence of PMO-CS3 the cleavage
site was detected to be redirected by ~40 nt upstream of its nor-
mal position, it was still considerably distal to any of the previ-
ously described alternative PASs (4). Interestingly, this finding
does not fit with the current consensus describing that there
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Table 3. Primers used in this study

Targeted Primer Accession number Sequence Location Size (bp) gPCR efficiency
gene (calculated from
slope)
RT-oligonucleotides Oligo_dT_3'RACE N.A. GCTGTCAACGATACGCTACGTAACGGCATGA N.A N.A. N.A.
CAGTGTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTT
Oligo_NVT N.A. GCGAGCTCCGCGGCCGCGTTTTTTTTTTTVN N.A. N.A. N.A.
PCR oligonucleotides =~ DUX4-all DUX4-all_fw ENSG00000260596 CCCAGGTACCAGCAGACC Spanning Exon 164 bp N.A.
2-Exon 3
DUX4-all_rev TCCAGGAGATGTAACTCTAATCCA Exon 3
DUX4-3'UTR DUX4-3'UTR_fw HQ266760 (DUX4-fl1) and ~AGGCGCAACCTCTCCTAGAAAC Exon 1 368 bp and N.A.
DUX4-3'UTR_rev HQ266761 (DUX4-f2) TCCAGGAGATGTAACTCTAATCCA Exon 3 504 bp
gPCR oligonucleotides B2M B2M_fw NM_004048.2 CTCTCTTTCTGGCCTGGAGG Exon 1 67 bp 100%
B2M_rev TGCTGGATGACGTGAGTAAACC Exon 2
MBD3L2 MBD3L2_fw NM_144614.3 CGTTCACCTCTTTTCCAAGC Exon 1 142 bp 106%
MBD3L2_rev AGTCTCATGGGGAGAGCAGA Exon 2
TRIM 43 TRIM43_fw NM_138800.1 ACCCATCACTGGACTGGTGT Exon 6 100 bp 109%
TRIM43_rev CACATCCTCAAAGAGCCTGA Exon 7
ZSCAN4 ZSCAN4_962U20_fw NM_152677.2 CTGGAGCAGTTTATGATTGG Exon 3 162 bp 98%
ZSCAN4_rev AGCTTCCTGTCCCTGCATGT Exon 4
3'RACE-PCR 3RACE_3'_primer_rev N.A. GCTGTCAACGATACGCTACGTAACG N.A. N.A. N.A.
oligonucleotides
3RACE_3'_nested_rev N.A. CGCTACGTAACGGCATGACAGTG N.A. N.A. N.A.
DUX4 3RACE_Exonl_fw ENSG00000260596 CTCTCCTAGAAACGGAGGCCCCG Exon 1 N.A. N.A.
3RACE_Exonl_nested_fw CTCGCTGGAAGCACCCCTCAGC Exon 1 N.A. N.A.
3RACE_3'_Exon3_fw ENSG00000260596 CGCACCCCGGCTGACGTGCAAG Exon 3 N.A. N.A.
3RACE_3'_Exon3_nested_fw CGCTGGCCTCTCTGTGCCCTTG Exon 3 N.A. N.A.

N.A., non-applicable.

910z ‘sz Afeniged uo DINdN ® /Bio'sfeulnolpioxo Buuy//:dny woly pspeojumoq

8

S2112UaH IDINIJJ0N UbWNH


http://hmg.oxfordjournals.org/

are four general classes of APA, including: tandem 3'UTR APA,; al-
ternative terminal exon APA; intronic APA and internal exon APA
(1). This could be explained by the steric congestion at the PAS
and cleavage site provided by the PMO-CS3 and the cellular pro-
teins involved in the polyadenylation process, respectively. The
cleavage factors would be then forced to cleave the pre-mRNA
upstream of the PAS, resulting in a new cleavage site, but still util-
izing the original poly(A) site. Importantly, in the 14 sequences
analyzes, the same cleavage region was observed, strongly sug-
gesting a specificity to the target sequence. Alternatively, a
novel APA was used that has not been previously described (4).

A redirection of the cleavage site associated to the alternative
poly(A) site located in Exon 7 of DUX4 was not observed either. It
was shown that chromosomes 4 and 10 produce DUX4 mRNA in
human testes (18). These transcripts can use alternative 3’ exons
with a PASin Exon 7, leading to a DUX4 mRNA carrying Exons 1, 2,
6and 7 orExons 1,2,4-7. Exons 3 and 7, thus, seem to be mutually
exclusive. It is, therefore, not surprising to not observe a redirec-
tion of the cleavage site to Exon 7 when Exon 3 is targeted.

Targeting the 3’ end elements of mRNA could thus represent
an alternative approach for gene silencing compared with classic
AO approaches leading to exon skipping, translation inhibition or
mRNA destruction into the cytoplasm. The strategy to interfere
with the mRNA 3’end processing provides a number of advan-
tages. First, polyadenylation is a crucial step required for the mat-
uration of almost all eukaryotic mRNAs (except for histones),
meaning that virtually any mRNA can be subjected to this strat-
egy. Secondly, genes with only 1 exon can be targeted using AON
hybridizing the 3’ end key elements. Thirdly, AON targeting the
PASs may be investigated in a therapeutic context for some dis-
ease caused by utilization of inadequate APAs. For example,
some mantle cell lymphoma patients express isoforms of cy-
clinD1 mRNA with short 3'UTR compared with healthy indivi-
duals. Shortening of the 3'UTR is caused by the mutations in
the CCND1 gene leading to the creation of a premature PAS.
This mutated mRNA lacks most of the 3'UTR region that contains
mRNA destabilizing elements, making the CCDN1 mRNA abnor-
mally stable (54). Therefore, targeting a premature poly(A) with
AON to promote the use of the distal poly(A) may also serve as
an promising approach to treat disease.

Materials and Methods

PMO were manufactured and supplied by Gene Tools (LLC, Philo-
math, OR, USA). The DNA leashes for PMO transfection were synthe-
sized by Eurogentec and their sequences are indicated in Table 1.
Before transfection, the PMOs (2.5 pl at 1 mm) were annealed with
the leash (25 pl at100 pm) in the final volume of 50 pl (12.5 pl of
PBS10x and 10 pl of RNAse-free water) (final concentration of
leashed PMO 50 pm) using the following protocol: 95°C for 5 min,
85°C for 1 min, 75°C for 1 min, 65°C for 5 min, 55°C for 1 min, 45°C
for 1 min, 35°C for 5 min, 25°C for 1 min and then held at 15°C. Effi-
cient annealing was verified using gel electrophoresis band shift as
previously described (55). Leashed PMOs were stored at 4°C.
Immortalized FSHD clones have been characterized previously
(56). Cells were cultivated in the proliferation medium [4 vols of
Dulbecco’s modified Eagle medium (DMEM), 1 vol of 199 medium,
fetal bovine serum 20%, gentamycin 50 pg/ml (Life Technologies,
Saint Aubin, France)] supplemented with insulin 5 pg/ml, dexa-
methasone 0.2 pg/ml, p-fibroblast growth factor (B-FGF) 0.5 ng/
ml, human epidermal growth factor (hEGF) 5 ng/ml and fetuine
25 pg/ml. The differentiation was induced by replacing the prolif-
eration medium by DMEM supplemented with insulin (10 pg/ml).
Two days after the induction of differentiation, the transfections
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were realized using Lipofectamine® RNAiMax Reagent (Life Tech-
nologies) according to the manufacturer’s instructions. Cells
were harvested at Day 4 of differentiation.

RNA extraction from cultured cells was performed using
Trizol according the manufacturer’s protocol (Life Technologies,
Saint Aubin, France). RNA concentration was determined using a
nanodrop ND-1000 spectrophotometer (Thermo Scientific, Wil-
mington, DE, USA). Reverse transcription was performed on
1 pg of total RNA in a 10 pL final volume (Roche Transcriptor
First Strand cDNA Synthesis kit, Roche, Meylan, France) with a
NVT primer (according to the International Union of Pure and Ap-
plied Chemistry, N = any base; V = adenine or cytosine or guanine
and T = thymine) (GCGAGCTCCGCGGCCGCGTTTTTTTTTTTVN)
(10 uM) according to the manufacturer instructions. The PCR for
DUX4-all was performed on 1 pl of cDNA using 2X Reddy Mix
PCR Master Mix (Thermo Scientific) according the manufacturer’s
instructions. The PCR program was the following: 94°C for 5 min,
followed by 35 cycles at 94°C for 20 s and 60°C for 20 s and 72°C for
20 s, finished with 72°C for 7 min. Quantitative PCR (qPCR) was
designed according to the minimum of information for publica-
tion of quantitative (MIQE) standards (57). The primers used for
both PCR and qPCR are indicated in Table 3. Quantitative PCRs
were performed in a final volume of 9 pl with 4 pl of RT product,
0.18 pl of each forward and reverse primers at 20 pm, and 4.5 pl of
SYBR® Green mastermix 2x (Roche, Meylan, France) in a lightcy-
cler LC480 (Roche). The gPCR cycling conditions were 94°C for
5 min, followed by 50 cycles at 94°C for 10 s and 60°C for 5 s and
72°C for 5 s. All the amplicons were validated using sequencing.
B2M was the most appropriate gene for normalization: a multi-
parametric analysis of variance (MANOVA) and a Newman-
Keuls post hoc test did not reveal any correlation between B2M ex-
pression and PMO addition (at different concentrations).

For the 3'RACE, the RT was realized with an oligo-dT adapter
primer: (GCTGTCAACGATACGCTACGTAACGGCATGACAGTGTT
TTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTT) as described in Table 3. The pri-
mary PCRs were performed in a final volume of 15 pl with 1 pl
of RT product, 3 pl of reverse primer at 20 pm (Table 3) and 1 pl
of primer at 20 pm, 7.5 pl 2X Reddy Mix PCR Master Mix (Thermo
Scientific). The PCR cycling conditions were 94°C for 5 min, fol-
lowed by 5 cycles at 94°C for 20 s and 72°C for 50 s, then 5 cycles
at 94°C for 20 s and 70°C for 30 s and 72°C for 20 s and 25 cycles at
94°C for 20 s and 68°C for 20 s and 72°C for 30 s, finished with 72°C
for 7 min. The nested PCRs were realized in a final volume of 15 pl
with 1 pl of primary PCR product, 1 pl of reverse and/or forward
primers 20 pM, 7.5 pl 2X Reddy Mix PCR Master Mix (Thermo
Scientific). The PCR cycling conditions were 94°C for 5 min,
followed by 35 cycles at 94°C for 20 s and 60°C for 20 s and 72°C
for 30 s, finished with 72°C for 7 min. Nested PCR products were
purified according to NucleoSpin Gel and PCR Clean-Up manu-
facturer’s instructions (Macherey-Nagel). Fragments were cloned
into TOPO-TA vector with TOPO-TA Cloning kit (Life Technolo-
gies). Cleavage sites were determined by sequencing at least 10
colony-forming units.

Supplementary Material

Supplementary Material is available at HMG online.

Conflict of Interest statement. None declared.

Funding

This study was financially supported by the French Association
against Myopathies (AFM-Téléthon, France) and the National

910z ‘€2 Afeniged uo DINAN e /B1o0'seulno(pioxoBuuy//:dny woly pepeojumoq


http://hmg.oxfordjournals.org/lookup/suppl/doi:10.1093/hmg/ddw015/-/DC1
http://hmg.oxfordjournals.org/

10 | Human Molecular Genetics

Research Agency (FSHDecipher, ANR-13-BSV1-0004) and The
Rosetrees Trust, UK.

References

1.

10.

11.

12.

13.

14.

15

16.

Elkon, R., Ugalde, A.P. and Agami, R. (2013) Alternative cleav-
age and polyadenylation: extent, regulation and function.
Nat. Rev., 14, 496-506.

. Nunes, N.M,, Li, W,, Tian, B. and Furger, A. (2010) A functional

human Poly(A) site requires only a potent DSE and an A-rich
upstream sequence. EMBO ], 29, 1523-1536.

. Proudfoot, N.J. (2011) Ending the message: poly(A) signals

then and now. Genes Deuv., 25, 1770-1782.

. Tian, B., Huy, J., Zhang, H. and Lutz, C.S. (2005) A large-scale

analysis of mRNA polyadenylation of human and mouse
genes. Nucleic Acids Res., 33, 201-212.

. Beaudoing, E., Freier, S., Wyatt, J.R., Claverie, J.M. and

Gautheret, D. (2000) Patterns of variant polyadenylation sig-
nal usage in human genes. Genome Res., 10, 1001-1010.

. Gruber, A.R., Martin, G., Keller, W. and Zavolan, M. (2014)

Means to an end: mechanisms of alternative polyadenylation
of messenger RNA precursors. Wiley Interdiscip. Rev., 5,
183-196.

. Danckwardt, S., Hentze, M.W. and Kulozik, A.E. (2008) 3’ end

mRNA processing: molecular mechanisms and implications
for health and disease. EMBO J., 27, 482-498.

. Sachs, A. (1990) The role of poly(A) in the translation and

stability of mRNA. Curr. Opin. Cell Biol., 2, 1092-1098.

. Hollerer, I., Grund, K., Hentze, M.W. and Kulozik, A.E. (2014)

mRNA 3’end processing: A tale of the tail reaches the clinic.
EMBO Mol. Med., 6, 16-26.

Tawil, R., van der Maarel, S.M. and Tapscott, S.J. (2014) Facios-
capulohumeral dystrophy: the path to consensus on patho-
physiology. Skeletal Muscle, 4, 12.

van der Maarel, S.M., Miller, D.G., Tawil, R., Filippova, G.N. and
Tapscott, S.J. (2012) Facioscapulohumeral muscular dys-
trophy: consequences of chromatin relaxation. Curr. Opin.
Neurol., 25, 614-620.

van Deutekom, J.C., Wijmenga, C., van Tienhoven, E.A,,
Gruter, A.M., Hewitt, J.E., Padberg, G.W., van Ommen, G.J.,
Hofker, M.H. and Frants, R.R. (1993) FSHD associated
DNA rearrangements are due to deletions of integral copies
of a 3.2kb tandemly repeated unit. Hum. Mol. Genet., 2,
2037-2042.

Wijmenga, C., Hewitt, J.E., Sandkuijl, L.A., Clark, L.N., Wright,
T.J., Dauwerse, H.G., Gruter, A.M., Hofker, M.H., Moerer, P.,
Williamson, R. et al. (1992) Chromosome 4q DNA rearrange-
ments associated with facioscapulohumeral muscular dys-
trophy. Nat. Genet., 2, 26-30.

Lemmers, RJ., Tawil, R., Petek, L.M., Balog, J., Block, GJ., San-
ten, G.W., Amell, A.M., van der Vliet, P.J., Almomani, R., Straa-
sheijm, K.R. et al. (2012) Digenic inheritance of an SMCHD1
mutation and an FSHD-permissive D4Z4 allele causes facios-
capulohumeral muscular dystrophy type 2. Nat. Genet., 44,
1370-1374.

. Lemmers, RJ., van den Boogaard, M.L., van der Vliet, P.J., Don-

lin-Smith, C.M., Nations, S.P., Ruivenkamp, C.A., Heard, P.,
Bakker, B., Tapscott, S., Cody, J.D. et al. (2015) Hemizygosity
for SMCHD1 in facioscapulohumeral muscular dystrophy
Type 2: consequences for 18p deletion syndrome. Hum.
Mutat., 36, 679-683.

Lemmers, R.J., van der Vliet, P.J., Klooster, R., Sacconi, S., Ca-
mano, P., Dauwerse, J.G., Snider, L., Straasheijm, K.R., van
Ommen, G.J., Padberg, G.W. et al. (2010) A unifying genetic

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

model for facioscapulohumeral muscular dystrophy. Science
329, 1650-1653.

Snider, L., Asawachaicharn, A,, Tyler, A.E., Geng, L.N., Petek,
L.M., Maves, L., Miller, D.G., Lemmers, R.J., Winokur, S.T.,
Tawil, R. et al. (2009) RNA transcripts, miRNA-sized fragments
and proteins produced from D4Z4 units: new candidates for
the pathophysiology of facioscapulohumeral dystrophy.
Hum. Mol. Genet., 18, 2414-2430.

Snider, L., Geng, L.N., Lemmers, RJ., Kyba, M., Ware, C.B., Nel-
son, A.M., Tawil, R., Filippova, G.N., van der Maarel, S.M.,
Tapscott, S.J. et al. (2010) Facioscapulohumeral dystrophy: in-
complete suppression of a retrotransposed gene. PLoS Genet.,
6, €1001181.

Jones, T.I., Chen, J.C., Rahimov, F., Homma, S., Arashiro, P.,
Beermann, M.L,, King, O.D., Miller, J.B., Kunkel, L.M., Emer-
son, C.P. Jr. et al. (2012) Facioscapulohumeral muscular dys-
trophy family studies of DUX4 expression: evidence for
disease modifiers and a quantitative model of pathogenesis.
Hum. Mol. Genet., 21, 4419-4430.

Broucgsault, N., Morere, J., Gaillard, M.C., Dumonceaux, J.,
Torrents, J., Salort-Campana, E., Maues de Paula, A., Bartoli,
M., Fernandez, C., Chesnais, A.L. et al. (2013) Dysregulation
of 4935- and muscle-specific genes in fetuses with a short
D4Z4 array linked to Facio-Scapulo-Humeral Dystrophy.
Hum. Mol. Genet., 22, 4206-4214.

Ferreboeuf, M., Mariot, V., Bessieres, B., Vasiljevic, A., Attie-Bi-
tach, T., Collardeau, S., Morere, J., Roche, S., Magdinier, F.,
Robin-Ducellier, J. et al. (2014) DUX4 and DUX4 downstream
target genes are expressed in fetal FSHD muscles. Hum. Mol.
Genet., 23, 171-181.

Block, G.J., Narayanan, D., Amell, A.M., Petek, L.M., Davidson,
K.C., Bird, T.D., Tawil, R., Moon, R.T. and Miller, D.G. (2013)
Wnt/beta-catenin signaling suppresses DUX4 expression
and prevents apoptosis of FSHD muscle cells. Hum. Mol.
Genet., 22, 390-396.

Ferreboeuf, M., Mariot, V., Furling, D., Butler-Browne, G.,
Mouly, V. and Dumonceaux, J. (2014) Nuclear protein spread-
ing: implication for pathophysiology of neuromuscular dis-
eases. Hum. Mol. Genet., 23, 4125-4133.

Kowaljow, V., Marcowycz, A., Ansseau, E., Conde, C.B., Sauvage,
S., Matteotti, C., Arias, C., Corona, E.D., Nunez, N.G., Leo, O. et al.
(2007) The DUX4 gene at the FSHD1A locus encodes a pro-
apoptotic protein. Neuromuscul. Disord., 17, 611-623.

Dixit, M., Ansseau, E., Tassin, A., Winokur, S., Shi, R, Qian, H.,
Sauvage, S., Matteotti, C., van Acker, A.M,, Leo, O. et al. (2007)
DUX4, a candidate gene of facioscapulohumeral muscular
dystrophy, encodes a transcriptional activator of PITX1.
Proc. Natl Acad. Sci. USA, 104, 18157-18162.

Wallace, L.M., Garwick, S.E., Mei, W., Belayew, A., Coppee, F.,
Ladner, KJ., Guttridge, D., Yang, J. and Harper, S.Q. (2011)
DUX4, a candidate gene for facioscapulohumeral muscular
dystrophy, causes p53-dependent myopathy in vivo. Ann.
Neurol., 69, 540-552.

Geng, L.N,, Yao, Z., Snider, L., Fong, A.P., Cech, J.N,, Young, J.
M., van der Maarel, S.M., Ruzzo, W.L., Gentleman, R.C.,
Tawil, R. et al. (2012) DUX4 activates germline genes, retroele-
ments, and immune mediators: implications for facioscapu-
lohumeral dystrophy. Dev. Cell, 22, 38-51.

Xu, H., Wang, Z.,Jin, S., Hao, H., Zheng, L., Zhou, B., Zhang, W.,
Lv, H. and Yuan, Y. (2014) Dux4 induces cell cycle arrest at G1
phase through upregulation of p21 expression. Biochem. Bio-
phys. Res. Commun., 446, 235-240.

Rickard, A.M., Petek, L.M. and Miller, D.G. (2015) Endogenous
DUZX4 expression in FSHD myotubes is sufficient to cause cell

910z ‘€2 Afeniged uo DINAN e /B1o0'seulno(pioxoBuuy//:dny woly pepeojumoq


http://hmg.oxfordjournals.org/

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

death and disrupts RNA splicing and cell migration path-
ways. Hum. Mol. Genet., 24, 5901-5914.

Feng, Q., Snider, L., Jagannathan, S., Tawil, R, van der Maarel,
S.M., Tapscott, S.J. and Bradley, R.K. (2015) A feedback loop
between nonsense-mediated decay and the retrogene DUX4
in facioscapulohumeral muscular dystrophy. eLife, 4, doi:
10.7554/eLife.04996.

Tupler, R., Berardinelli, A., Barbierato, L., Frants, R., Hewitt, J.
E., Lanzi, G., Maraschio, P. and Tiepolo, L. (1996) Monosomy of
distal 4g does not cause facioscapulohumeral muscular dys-
trophy. J. Med. Genet., 33, 366-370.

Lemmers, R.J., de Kievit, P., Sandkuijl, L., Padberg, G.W., van
Ommen, G/J., Frants, R.R. and van der Maarel, S.M. (2002) Fa-
cioscapulohumeral muscular dystrophy is uniquely asso-
ciated with one of the two variants of the 4q subtelomere.
Nat. Genet., 32, 235-236.

Thomas, N.S., Wiseman, K., Spurlock, G., MacDonald, M.,
Ustek, D. and Upadhyaya, M. (2007) A large patient study con-
firming that facioscapulohumeral muscular dystrophy
(FSHD) disease expression is almost exclusively associated
with an FSHD locus located on a 4gA-defined 4qter subtelo-
mere. ]. Med. Genet., 44, 215-218.

Yao, Z., Snider, L., Balog, J., Lemmers, R.J., Van Der Maarel, S.
M., Tawil, R. and Tapscott, S.J. (2014) DUX4-induced gene ex-
pression is the major molecular signature in FSHD skeletal
muscle. Hum. Mol. Genet., 23, 5342-5352.

Wallace, L.M,, Liu, J., Domire, J.S., Garwick-Coppens, S.E.,
Guckes, S.M., Mendell, J.R., Flanigan, K.M. and Harper, S.Q.
(2012) RNA interference inhibits DUX4-induced muscle tox-
icity in vivo: implications for a targeted FSHD Therapy. Mol.
Ther., 20, 1417-1423.

Mitsuhashi, H., Mitsuhashi, S., Lynn-jones, T., Kawahara, G.
and Kunkel, L.M. (2013) Expression of DUX4 in zebrafish de-
velopment recapitulates facioscapulohumeral muscular dys-
trophy. Hum. Mol. Genet., 22, 568-577.

Vanderplanck, C., Ansseau, E., Charron, S., Stricwant, N., Tas-
sin, A., Laoudj-Chenivesse, D., Wilton, S.D., Coppee, F. and Be-
layew, A. (2011) The FSHD atrophic myotube phenotype is
caused by DUX4 expression. PLoS One, 6, €26820.

Kole, R., Krainer, A.R. and Altman, S. (2012) RNA therapeutics:
beyond RNA interference and antisense oligonucleotides.
Nat. Rev. Drug Discov., 11, 125-140.

DeVos, S.L. and Miller, T.M. (2013) Antisense oligonucleo-
tides: treating neurodegeneration at the level of RNA. Neu-
rotherapeutics, 10, 486—497.

Cirak, S., Arechavala-Gomeza, V., Guglieri, M., Feng, L., Torelli,
S., Anthony, K., Abbs, S., Garralda, M.E., Bourke, J., Wells, D.J.
et al. (2011) Exon skipping and dystrophin restoration in pa-
tients with Duchenne muscular dystrophy after systemic phos-
phorodiamidate morpholino oligomer treatment: an open-
label, phase 2, dose-escalation study. Lancet, 378, 595-605.
Mendell, J.R., Rodino-Klapac, L.R., Sahenk, Z., Roush, K., Bird,
L., Lowes, L.P.,, Alfano, L., Gomez, A.M., Lewis, S., Kota, J. et al.
(2013) Eteplirsen for the treatment of Duchenne muscular
dystrophy. Ann. Neurol., 74, 637-647.

Jarmin, S., Kymalainen, H., Popplewell, L. and Dickson, G.
(2013) New developments in the use of gene therapy to
treat Duchenne muscular dystrophy. Expert Opin. Biol. Ther.,
14, 209-230.

Voit, T., Topaloglu, H., Straub, V., Muntoni, F., Deconinck, N.,
Campion, G., De Kimpe, SJ., Eagle, M., Guglieri, M., Hood, S.
et al. (2014) Safety and efficacy of drisapersen for the treat-
ment of Duchenne muscular dystrophy (DEMAND II): an

44.

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

57.

Human Molecular Genetics | 11

exploratory, randomised, placebo-controlled phase 2 study.
Lancet, 13, 987-996.

Raz, V., Buijze, H., Raz, Y., Verwey, N., Anvar, S.Y., Aartsma-
Rus, A. and van der Maarel, S.M. (2014) A novel feed-forward
loop between ARIH2 E3-ligase and PABPN1 regulates aging-
associated muscle degeneration. Am. J. Pathol., 184, 1119-
1131.

Vickers, T.A., Wyatt, J.R., Burckin, T., Bennett, C.F. and Freier,
S.M. (2001) Fully modified 2’ MOE oligonucleotides redirect
polyadenylation. Nucleic Acids Res., 29, 1293-1299.

Mariot, V., Roche, S., Hourde, C., Portilho, D., Sacconi, S.,
Puppo, F.,, Duguez, S., Rameau, P., Caruso, N., Delezoide, A.L.
et al. (2015) Correlation between low FAT1 expression and
early affected muscle in facioscapulohumeral muscular dys-
trophy. Ann. Neurol., 78, 387-400.

Millevoi, S. and Vagner, S. (2010) Molecular mechanisms of
eukaryotic pre-mRNA 3’ end processing regulation. Nucleic
Acids Res., 38, 2757-2774.

Zuker, M. (2003) Mfold web server for nucleic acid folding and
hybridization prediction. Nucleic Acids Res., 31, 3406-3415.
Wu, J.C., Gardner, D.P., Ozer, S., Gutell, R.R. and Ren, P. (2009)
Correlation of RNA secondary structure statistics with
thermodynamic stability and applications to folding. J. Mol.
Biol., 391, 769-783.

Wada, T., Hara, M., Taneda, T., Qingfu, C., Takata, R., Moro, K.,
Takeda, K., Kishimoto, T. and Handa, H. (2012) Antisense
morpholino targeting just upstream from a poly(A) tail junc-
tion of maternal mRNA removes the tail and inhibits transla-
tion. Nucleic Acids Res., 40, e173.

Eberle, A.B., Stalder, L., Mathys, H., Orozco, R.Z. and Muhle-
mann, O. (2008) Posttranscriptional gene regulation by spatial
rearrangement of the 3’ untranslated region. PLoS Biol., 6, €92.
Jenal, M., Elkon, R., Loayza-Puch, F.,, van Haaften, G., Kuhn, U,
Menzies, F.M., Oude Vrielink, J.A., Bos, AJ., Drost, J., Rooijers,
K. et al. (2012) The poly(A)-binding protein nuclear 1 sup-
presses alternative cleavage and polyadenylation sites. Cell,
149, 538-553.

Uitte de Willige, S., Rietveld, .M., De Visser, M.C., Vos, H.L.
and Bertina, R.M. (2007) Polymorphism 10034C>T is located
in a region regulating polyadenylation of FGG transcripts
and influences the fibrinogen gamma’/gammaA mRNA
ratio. J. Thromb. Haemost., 5, 1243-1249.

Wiestner, A., Tehrani, M., Chiorazzi, M., Wright, G., Gibellini,
F.,Nakayama, K., Liu, H., Rosenwald, A., Muller-Hermelink, H.
K., Ott, G. et al. (2007) Point mutations and genomic deletions
in CCND1 create stable truncated cyclin D1 mRNAs that are
associated with increased proliferation rate and shorter sur-
vival. Blood, 109, 4599-4606.

Popplewell, LJ., Graham, L.R., Malerba, A. and Dickson, G.
(2011) Bioinformatic and functional optimization of anti-
sense phosphorodiamidate morpholino oligomers (PMOs)
for therapeutic modulation of RNA splicing in muscle. Meth-
ods Mol. Biol., 709, 153-178.

Krom, Y.D., Dumonceaus, J., Mamchaoui, K., den Hamer, B.,
Mariot, V., Negroni, E., Geng, L.N., Martin, N., Tawil, R., Tapscott,
SJ.etal. (2012) Generation of isogenic D4Z4 contracted and non-
contracted immortal muscle cell clones from a mosaic patient:
a cellular model for FSHD. Am.]. Pathol., 181, 1387-1401.
Bustin, S.A., Benes, V., Garson, J.A., Hellemans, J., Huggett, J.,
Kubista, M., Mueller, R., Nolan, T., Pfaffl, M.W., Shipley, G.L.
et al. (2009) The MIQE guidelines: minimum information for
publication of quantitative real-time PCR experiments. Clin.
Chem., 55, 611-622.

910z ‘€2 Afeniged uo DINAN e /B1o0'seulno(pioxoBuuy//:dny woly pepeojumoq


http://hmg.oxfordjournals.org/

Supplementary Materials

No significant off-targets are predicted

To evaluate potential off-target effects, PMOs targeting the DUX4 transcript were submitted
to short-input-sequence BLAST searches against coding and non-coding human genome
nucleotide collection databases (nr/nr and nr/nt: see Table Sx). According to BLAST a very
strong match is considered to have E-value of <1e-04, whereas a poor match has E >1e-03.
For each PMO, the two BLAST returns showing highest alignment scores (lowest E-values)
were selected for further analysis. With the exception of CS1 which contains specifically
selected mismatches, all designed PMOs returned a very strong match to the desired DUX4
transcript (E-value < 2¢-05), whereas all of the off-target gene candidates show high E-values
>0.5. Predicted off-target sequence matches that showed homology on their negative or
forward strand, corresponding to RNA transcript, were selected for calculation of total free
energy of binding using the RNAup Server (Table Sx; Supplementary figure S1). The only
potential off-target interactions on the RNA transcript (ie negative strand) was GYS2 for
PMO-PAS and PTPRT for PMO-CS1, but overall free energies of binding were low (-16.62
and -6.60 respectively), and with major mismatches (8/15 and 12/29, respectively). These
data suggest a low probability of interference of any of the designed PMOs targeting DUX4
with off target RNAs.



Predicted

Overall

PMO Target E- % '\:JO' of homology = Coding/non- b.frde_e
name name value identity ase with (+/-) coding thding
overlap strand energy

(AGi)

DUX4 4e-05 100 25/25 - Non-coding -32.04

PAS IL1IRAPL2 0.58 72 18/25 + N.A N.A.
GYS2 2.3 68 17/25 - Non-coding -16.62
C10RF101 0.91 72 21/29 + N.A. N.A.

CSs1 DUX4 3.6 59 17/29 - Non-coding -21.82
PTPRT 3.6 59 17/29 - Non-coding -6.60

DUX4 2e-05 96 27/28 - Non-coding -38.02

CS2 OTOF 0.82 75 21/28 + N.A N.A.
POR 0.82 64 18/28 + N.A. N.A.

DUX4 2e-05 97 29/30 - Non-coding -37.93

CS3 OTOF 0.99 70 21/30 + N.A. N.A.
POR 0.99 60 18/30 + N.A. N.A.

DUX4 4e-05 100 25/25 - Non-coding -27.41

DSE TCRA/TC 0.58 72 18/25 + N.A. N.A.
KCNJ6 2.3 68 17/25 + N.A. N.A.

Table 1. Prediction of the anti-DUX4 off target candidates. Each PMO sequence was run
thought the BLAST software, optimised for short input sequences and limited to human and
nt/nr database. Overall binding energy was calculated only for the predicted targets that show
sequence homology with the PMO on their negative strand (-). The units of AGi are
expressed in kcal/mol. of Abbreviations: PMO, phosphorodiamidate morpholino oligomer;
CS, cleavage site; DUX4, double homeobox 4; ILIRAPLZ2, interleukin 1 receptor accessory
protein-like 2; GYS2, glycogen synthase 2; CLORF101, chromosome 1 open reading frame
101; PTPRT, protein tyrosine phosphatase receptor type T; OTOF, otoferlin; POR, P450
cytochrome oxidoreductase; TCRA/TCRD, T cell receptor alpha delta locus; KCNJG6,
potassium channel inwardly rectifying subfamily J member.
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Supplementary figure 1. Overall energy of biding of the
predicted PMO candidates. The PMO overall free energy
(AGi) of binding was calculated using the RNAup server, only
for the candidate genes that show sequence homology on the
reverse strand (-)(Table 1). The RNAup derived plot shows
the interaction free energy of the PMO along the target
sequence (RED) AGi and the energy needed to open structures
in the longer sequence (BLACK). On the Y-axis nucleotide
position of the sequence is indicated.
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2.2. Etude Il: Evaluation in vivo de Defficacité des
oligonucléotides antisens ciblant les éléments clés en 3°UTR de
DUX4

2.2.1. Introduction

Notre étude in vitro fournit les preuves de la faisabilité d’une approche thérapeutique pour la
FSHD, basée sur 1’utilisation d’oligonucléotides antisens ciblant les éléments clés en 3’UTR
de P’ARNmM DUXA4. Par ailleurs, ultérieurement et indépendamment, 1’efficacité du PMO-PAS
a été confirmée par une équipe américaine dans un modeéle in vitro de cellules primaires
FSHD (Chen et al., 2016a).

Au vu de I’ensemble de ces résultats, et toujours dans 1’optique du développement d’une
stratégie thérapeutique pour la FSHD, I’efficacité des PMOs les plus prometteurs (ici le PMO-
PAS, qui, a la différence du PMO-CS3 n’induit pas de redirection du site clivage) ont été
testés in vivo dans différents modéles de souris FSHD. Les PMOs, tel que nous les avons
utilisés dans la premiére partie de notre étude, présentent in vivo une forte clairance et une
faible efficacité a franchir la membrane plasmique des cellules. De ce fait, des administrations
répétées de fortes doses de 1’oligonucléotide antisens sont nécessaires pour espérer obtenir des
effets thérapeutiques notables. L’utilisation de vecteurs performants pour un transfert efficace
de I’oligonucléotide antisens s’impose donc. La stratégie choisie dans notre étude est une
vectorisation de la séquence du PMO-PAS dans un virus adéno-associé (AAV) sous contréle
du promoteur U7. En effet, ce systeme est, & ce jour, le plus adapté pour une expression

efficace et durable de I’oligonucléotide antisens exclusivement dans le noyau.

2.2.1.1. Modifications du U7 small nuclear ribonucleoprotein (U7-snRNP)

a des fins de thérapie génique

Les U7-snARN sont impliqués dans la maturation nucléaire en 3° des ARNm des histones
(Dominski and Marzluff, 1999, 2007; Schimperli and Pillai, 2004). A la différence des autres

ARNmM, les ARNm des histones ne sont pas polyadénylés mais uniquement clivés en 3°. Le

site de clivage des ARNm des histones est caractérisé par la présence : (i) d’une structure trés

154



conservée en tige boucle (appariement sur 6 pb et boucle de 4 nucléotides) localisée 14 a 50
pb en aval d’un codon stop et (ii) d’une séquence HDE (Histone Downstream Element) riche
en purines, située a environ 15 nucléotides en aval de la structure en tige boucle (Figure 41).
Le clivage endonucléolytique est réalis¢é par 1’endonucléase CPSF73 (Cleavage and
Polyadenylation Specificity Factor 73). Il a lieu majoritairement apres les cing nucléotides
ACCCA en aval de la tige boucle (Dominski and Marzluff, 2007; Dominski et al., 2005;
Furger et al., 1998) (Figure 41). Deux facteurs sont requis pour cette spécificité de la réaction
de clivage : (i) le U7-snRNP (U7 small nuclear RiboNucleoProtein) qui reconnait la séquence
HDE et (ii) les protéines SLBP (Stem-Loop Binding Protein) ou HBF (Hairpin Binding
Factor) qui reconnaissent la structure en tige boucle. Les protéines SLBP, via une interaction
avec la protéine ZFP100 (Zinc Finger Protein 100), stabilisent le duplex formé entre le U7
SNRNP et la séquence HDE (Dominski and Marzluff, 2007; Dominski et al., 1999, 2002; Galli
etal., 1983; Strub et al., 1984) (Figure 41).
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FIGURE 41. Mécanisme de clivage en 3° du pré-ARNm des histones. Le site de clivage du pré-ARNm
des histones est localisé entre la tige boucle et la séquence riche en purines HDE (Histone
Downstream Element). La spécificité du site de clivage est déterminée par une interaction, via
ZFP100, entre les protéines SLBP et le U7-snRNP. Le U7-sSnRNP est constitu¢ d’un U7-ARN associé
en son site Sm (encadré) a un anneau héptamérique coeur Sm (protéines Sm B, Sm D3, Sm G, Sm E,
Sm F, Lsm10 et Lsm11). La région 5’ riche en purines du U7-snARN est complémentaire de la
séquence HDE et forme un duplex avec le pré-ARNm de I’histone. Le clivage est réalisé par
I’endonucléase CPSF73 et a licu apres les cinq nucléotides ACCCA en aval de la tige boucle (adapté
de Dominski and Marzluff, 2007).
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Apres le clivage, la protéine SLBP reste liee a la tige boucle de I’ARNmM mature des histones
et stimule son export dans le cytoplasme ainsi que sa traduction. La région en 3’ clivée du
pré-ARNmM des histones est quant a elle dégradée par une exonucléase 5°-3’, libérant le U7-
snRNP (Gorgonie et al., 2005; Sanchez and Marzluff, 2002; Walther et al., 1998; Williams et
al., 1994).

Le U7-snRNP est composé d’un U7-sSnARN de 57 a 71pb transcrit par la polymérase 11 (Galli
et al., 1983; Strub et al., 1984). Ce U7-snARN comporte une région 5’ riche en purines et
complémentaire de la séquence HDE, une région 3’ repliée en une tige-boucle et une région
centrale contenant un site Sm de séquence consensus (AAUUUGUCUAG) (Dominski and
Marzluff, 1999, 2007; Kolev and Steitz, 2006). Autour du site Sm, sous contrdle des protéines
SMN (Survival of Motor Neurons), sept protéines (Sm B, Sm D3, Sm G, Sm E, Sm F, Lsm10
et Lsm11) s’assemblent pour former un anneau heptamérique coeur Sm (Pillai et al., 2001,
2003). Ces structures sont essentielles au fonctionnement du U7-snRNP car elles permettent
la reconnaissance de la séquence HDE du pré-ARNm des histones et ainsi la détermination
précise du site de clivage (Dominski and Marzluff, 1999, 2007; Schimperli and Pillai, 2004) .

Le U7-snRNP, du fait de sa localisation et de son action exclusivement nucléaire, peut étre
modifié a des fins de thérapie génique pour cibler des pré-ARNm dans le noyau (Vacek et al.,
2003). Pour cela, la séquence Sm du U7-snARN est remplacée par une séquence Sm dite
optimisée (Sm OPT Originally Meaning Optimized). Il en résulte une accumulation plus
importante quantitativement de U7-snRNP dans le noyau. A noter que cette modification
engendre une perte de la fonctionnalité du U7-snRNP dans I’action de clivage des pré-ARNm
des histones (Grimm et al., 1993). En effet, la séquence Sm OPT est spécifique des U-snARN
impliqués dans 1’épissage des ARNm. Elle est, de ce fait, associée a un anneau heptamérique
différent ou les protéines Sm D1/D2 se substituent aux protéines Lsm10/11. Ainsi, le U7-
SnRNP Sm OPT peut se lier a sa cible ARNm, de la méme maniére qu’un U7-snRNP Sm,
mais I’absence de Lsml10/11 ne permet pas le recrutement de I’endonucléase CPSF73,
essentielle au clivage endonucléolytique (Schimperli and Pillai, 2004). Le U7-snARN Sm
OPT est ensuite modifié au niveau de sa sequence HDE pour cibler un prée-ARNm spécifique.
Par exemple, dans le cadre d’une stratégie thérapeutique pour la DMD, la séquence HDE d’un
U7-snARN Sm OPT a été remplacée par la séquence d’un oligonucléotide antisens capable de
masquer les signaux accepteurs d’épissage d’un exon a exclure dans ’ARNm de la

dystrophine. Cet U7-snRNP Sm OPT modifié n’induit pas de clivage de I’ARNm mais
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permet, par saut d’exon, de restaurer le cadre de lecture de la dystrophine et ainsi de produire
une protéine tronquée mais fonctionnelle (Brun et al., 2003; De Angelis et al., 2002;
Goyenvalle et al., 2004, 2009, 2012).

2.2.1.2. Utilisation des virus adéno-associés pour le transfert de ’acide

nucléique

2.2.1.2.1. Généralités sur les virus adéno-associés

Le géne codant pour un U7-snARN Sm OPT est de petite taille (environ 600pb avec le
promoteur). Il peut donc étre facilement inséré dans différents types de vecteurs viraux dont
les rétrovirus, les lentivirus ou encore les virus adéno-associés (AAV) afin d’améliorer son
transfert aux cellules cibles (De Angelis et al., 2002; Goyenvalle et al., 2004; Liu et al., 2004;
Vacek et al., 2003). Plusieurs éléments sont a prendre en compte dans le choix du vecteur
viral : sa capacité a se lier puis a entrer dans la cellule cible; sa capacité a transférer
efficacement 1’acide nucléique qu’il transporte au noyau, associée a une expression du
transgéne pendant une longue période ; sa toxicité. Les AAV répondent avec succes a ces
criteres. Notamment, et a la différence des lentivirus, les AAV permettent de transduire
efficacement tous les muscles d’un organisme, aussi bien chez de petits que de gros animaux,
incluant ’'Homme, faisant d’eux des outils trés utilisés dans les stratégies thérapeutiques

ciblant des cellules musculaires (Wang et al., 2014).

Les AAVs sont de petits virus de la famille des Parvoviridae, genre Dependovirus, non
pathogenes et pour lesquels 12 sérotypes (AAV1 a AAV12) et plus de 100 variants ont été
identifiés (Daya and Berns, 2008; Gao et al., 2011). Le matériel génétique de ’AAV, sous
forme d’un ADN linéaire simple-brin de 4,7kb, est contenu dans une capside icosaédrique non
enveloppée d’un diametre de 26nm (Daya and Berns, 2008; DiMattia et al., 2012; Xie et al.,
2002). Le tropisme tissulaire ou cellulaire ainsi que la biodistribution de I’AAV sont
déterminés par les protéines de la capside et varient d’un sérotype a un autre. Le génome est
constitué de deux genes, Rep et Cap (Grieger and Samulski, 2012; Sonntag et al., 2010)
(Figure 42). Par utilisation de différents sites d’initiation de la transcription et par épissages
alternatifs, le géne Rep code pour quatre protéines Rep (Rep78, Rep 68, Rep52 et Rep40)

impliquées dans le cycle viral tandis que le gene Cap code pour trois protéines de la capside

157



(VP1, VP2 et VP3) ainsi que pour une protéine impliquée dans la formation active de la
capside (AAP Assembly-Activating Protein) (Grieger and Samulski, 2012; Sonntag et al.,
2010; Wang et al., 2014). Ces génes sont encadrés de deux séquences répetées inversees ou
ITR (Inverted Terminal Repeat) de 145bp qui servent d’origines de réplication. Le génome de
I’AAV, ne codant pas pour les protéines nécessaires a sa réplication, est dépendant pour se
répliquer de la machinerie de la cellule hote et de I’aide d’autres virus comme les adénovirus,
le virus « de la vaccine » ou le virus de 1’Herpés simplex de type 1 (Buller et al., 1981,
Hoggan et al., 1966; Schlehofer et al., 1986). En I’absence de 1’aide d’autres virus, ’AAV
reste a 1’état de latence dans la cellule héte infectée par intégration de son génome
majoritairement dans une région de 4kb sur le chromosome 19g13 (région AAVSL1) selon un

mécanisme Rep dépendant (Daya and Berns, 2008; Kotin et al., 1990).

L’infection de la cellule hote par un AAV s’effectue en plusieurs étapes (Daya and Berns,
2008). Tout d’abord, le virus se fixe a des récepteurs et co-récepteurs membranaires (Akache
et al., 2006; Kashiwakura et al., 2005; Murlidharan et al., 2014; Qing et al., 1999;
Summerford and Samulski, 1998). Une fois fixé a la membrane de la cellule hote, ’AAV est
principalement internalisé selon un mécanisme d’endocytose (Bartlett et al., 2000; Ding et al.,
2005; Duan et al., 1999; Nonnenmacher and Weber, 2012). Les événements cellulaires
suivant I’entrée de la particule virale ne sont aujourd’hui pas totalement caractérisés. Il
semblerait cependant que I’AAV s’échappe de 1I’endosome par lipolyse de la membrane, grace
a D’activité phospholipase A2 des protéines de capside VP1 et VP2 (Bartlett et al., 2000;
Douar et al., 2001; Girod et al., 2002; Nonnenmacher and Weber, 2012; Stahnke et al., 2011).
Une faible fraction des particules atteindra le noyau en se deplacant le long du cytosquelette
(Sanlioglu et al., 2000). Le génome de I’AAV peut étre alors libéré a plusieurs endroits : (i)
lors d’une décapsidation dans le cytoplasme avant un import nucléaire, (ii) lors d’une
décapsidation au moment de 1’entrée dans le noyau par les pores nucléaires ou (iii) lors d’une
décapsidation dans le noyau apres entrée du virion probablement par les pores nucléaires. En
présence d’adénovirus, de nombreuses particules d’AAV sont détectées dans le noyau,
suggérant plutdt une libération du génome de I’AAV lors d’une décapsidation dans le noyau
(Bartlett et al., 2000; Johnson and Samulski, 2009). A cette étape, et dans le cas d’une co-
infection avec un virus auxiliaire, I’AAV peut se répliquer, aprés conversion de son ADN
simple-brin en ADN double-brin, et produire de nouvelles particules virales. En 1’absence
d’une co-infection avec un virus auxiliaire, I’AAV reste a 1’état de latence (Daya and Berns,
2008).
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2.2.1.2.2. Utilisation des virus adéno-associés recombinants comme outils pour le

transfert de I’acide nucléique

Pour une application en thérapie génique, des vecteurs AAV dits recombinants (AAVr) ont
été générés a partir des sérotypes et variants naturels de ’AAV (Hermonat and Muzyczka,
1984; Muzyczka, 1992; Tratschin et al., 1984; Yang et al., 2011). Seules les séquences virales
ITR ont été conservées dans le génome de ces AAVr (Figure 42). Les géenes Rep et Cap sont
remplacés par la cassette d’expression d’intérét (promoteur, géne, sequence poly(A)) du ou

des transgénes d’une taille maximale de 4,5kb (Figure 42).
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FIGURE 42. Organisation génomique de ’AAV et de ’AAVr. Le matériel génétique de I’AAV, sous
forme d’un ADN linéaire simple-brin de 4,7kb, est constitué de deux génes : Rep et Cap codant
respectivement pour des protéines impliquées dans le cycle viral et des protéines de la capside (par
utilisation de plusieurs sites d’initiation de la transcription p5, p19 ou p40 et épissages alternatifs).
Dans le génome de I’AAVT, les génes Rep et Cap sont remplacés par une cassette d’expression
d’intérét (promoteur, géne, poly(A)). Les séquences virales ITR sont conservées (adapté de Zacchigna
etal., 2014).

La production de ces vecteurs AAVr nécessite la présence dans les mémes cellules des
protéines Rep, Cap ainsi que des facteurs fournis par le virus auxiliaire. Généralement, la
production des particules virales s’effectue dans des cellules embryonnaires humaines de rein
293 (HEK293) par co-transfection de trois plasmides : un plasmide contenant le génome
AAVr, un plasmide contenant les genes Rep et Cap sans les séquences virales ITR et un
plasmide contenant les facteurs auxiliaires (Ayuso et al., 2010). Le génome de I’AAVTr étant
dépourvu de génes viraux, il s’intégre trés rarement dans le génome de la cellule hote et
persiste in vivo, pendant plusicurs années, sous la forme d’épisomes (Afione et al., 1996;
Niemeyer et al., 2009; Nowrouzi et al., 2012; Rivera et al., 2005; Schnepp et al., 2003, 2005).
Les étapes limitantes dans I’expression du transgéne sont principalement le trafic

intracellulaire (peu de particules virales atteignent le noyau) et 1’efficacité de conversion de
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I’ADN simple-brin en double-brin (Ferrari et al., 1996; Hauck et al., 2004). De nouvelles

technologies ou concepts tendent a s’affranchir de ces contraintes.

En comparaison a d’autres vecteurs viraux, les AAVr présentent de nombreux avantages pour
le transfert des acides nucléiques in vivo dans des tissus post-mitotiques. Une seule injection
locale ou systémique des vecteurs AAVr permet une expression forte du transgene et ce
pendant parfois plusieurs années. De plus, les AAVr, en fonction du sérotype et de la voie
d’administration, sont peu immunogénes comparés a la majorité des vecteurs viraux
(Brockstedt et al., 1999; Matrai et al., 2010; Mingozzi and High, 2011; Wang et al., 2007;
Zaiss et al., 2002). En effet, I'un des problémes de 1’utilisation des vecteurs viraux est
I’induction de réponses immunitaires contre les protéines de la capside. Généralement, une
forte inflammation est observée au site d’injection. Au contraire, I’administration d’AAVr ne
cause aucune inflammation significative. Les réponses immunitaires induites sont uniguement
des réponses adaptives. Plus précisément, la majorité des individus sont exposés, au cours de
leur vie, a des AAV naturels. De plus, chez I’Homme, I’infection par un AAV est aidée par un
adénovirus. Il en résulte une importante réponse inflammatoire et une production de cellules
T-CD8+ mémoires spécifiques des protéines de la capside (Gao et al., 2009; Mays et al.,
2009; Mingozzi et al., 2007). Par ailleurs, des anticorps neutralisant les virus (NAB
Neutralizing AntiBodies) sont aussi produits (Chirmule et al., 1999; Mingozzi and High,
2013). Ainsi, I’injection d’AAVr peut entrainer une réactivation de ces cellules T-CD8+ et
une production de NAB si le sérotype de I’AAVr est le méme que celui des AAV auxquels
Iindividu a été confrontés. Dans ce cas, I’efficacité de transduction de certains types
cellulaires par I’AAVTr est reduite. De plus, les cellules T-CD8+ peuvent induire la mort des
cellules transduites, supprimant ainsi les effets thérapeutiques positifs de 1’acide nucléique

apporté par ’AAVr.

I1 est possible d’anticiper les effets nefastes d’une réponse immunitaire par une administration
transitoire d’un traitement immunosuppresseur (Halbert et al., 1998; Manning et al., 1998;
Nathwani et al., 2011). Un autre avantage des AAVTr est que la grande diversité des sérotypes
permet de transduire efficacement et de cibler préférentiellement de nombreux tissus, dont le
muscle strié squelettique ou cardiaque, le foie, la rétine et méme le systeme nerveux central
(Bish et al., 2011; Bockstael et al., 2011; Qiao et al., 2011; Sands, 2011; Stieger et al., 2011,
Wu et al., 2006; Zaiss et al., 2002). Pour une transduction des cellules du muscle strié
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squelettique, les AAVTr de sérotypes 1/6/7/8/9 sont les plus adaptés (Gregorevic et al., 2004;
Wang et al., 2005; Wu et al., 2006; Zincarelli et al., 2008).

En résumé, les vecteurs AAVr sont donc a ce jour les vecteurs viraux les plus efficaces pour
le transfert d’acides nucléiques in vivo, et présentent le moins de risques pour I’individu. IIs
sont actuellement utilisés dans de nombreux essais cliniques, dont des essais pour la DMD ou

la dystrophie musculaire des ceintures.
2.2.1.3. Hypothese de travail

Pour tester ’efficacité du PMO-PAS in vivo, nous avons donc décidé d’utiliser au cours de
cette étude une construction U7-SmOPT contenant la séquence du PMO-PAS (Figure 43). La
séquence du U7, modifié uniquement dans sa région 5°, a été introduite dans des vecteurs
AAV-8 recombinants pour un transfert efficace in vivo du transgene dans les cellules du
muscle strié squelettique chez deux modeles de souris FSHD. Notre hypothése est que les
fibres musculaires transduites expriment suffisamment d’ARN U7-PAS fonctionnels
permettant de masquer le signal de polyadénylation sur le pré-ARNm DUX4. Ceci
empécherait I’ajout d’une queue poly(A) et induirait de facto la dégradation de I’ARNm
DUX4.

|

Exon 1 [ Exon 2 | Exon 3 | (ARARRRRARARARRAARR),

|
5" UGAUUAGUUCAGAGAUAUAUUAAAAUGCCCCCUCCCUGUGGAUCCUAUAGAAGAUUUGCAUCUUUUGUGUGAUGAG 3’

AS PAS

1 le4 441 466 668 798
I | | |

| ITR H U7 promoter AS PAS

smOpt | Hairpin | DSE H ITR |

=

R IEIEIEIET YT ROl
ABFPEFOOOHO O

(0]

5 3’
GGGCATTTTAATATATCTCTGAACTAATTTTTGGAGCAG CCCT

FIGURE 43. Séquence reconnue par le PMO-PAS et structure du vecteur AAV-U7-PAS. A) Séquence
reconnue par le PMO-PAS (trait noir AS-PAS) sur I’ARNm DUX4. La position +1 détermine la
premiére base du signal de polyadénylation localisé dans 1’exon 3. Le signal de polyadénylation est en
gras et souligné. B) Structure du vecteur AAV-U7-PAS. Le promoteur U7 est directement suivi de la
séquence de I’oligonucléotide antisens PMO-PAS (boite AS-PAS et en gras), de la séquence Sm
optimisée (boite Sm Opt et soulignée), de la région en tige-boucle (boite Hairpin) et d’une région DSE
(Downstream sequence element). Cette cassette d’expression, qui inclut le promoteur U7 (boite U7
promoter), est encadrée par des répétitions terminales inversées (ITR).
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2.2.2. Matériels et méthodes

2.2.2.1. Constructions des vecteurs AAV-U7-PAS et pCINéoDUX4-ASV40

La région SD23/BP22 ((BP22: 5° AAATAGAAGTTCATTTACACTAAC 3" and SD23: 5
GGCCAAACCTCGGCTTACCT 37) du vecteur pU7-DTex23 est remplacée par la séquence
du PMO-PAS (Goyenvalle et al., 2004; Marsollier et al., 2016). Pour cela, deux fragments
PCR ont été générés indépendamment par amplification du vecteur pU7-DTex23 avec la
GoTag® G2 Hot Start Green Master Mix 2X (Promega), selon les instructions du fabricant, et
a l’aide des couples d’amorces PCR1 et PCR2 suivants: PCR 1 - (U7 PCRI1 fw: 5’
CTACGTAGCCATGCTCTAGATAAC 3 et U7 PAS PCRI1 rev: 5
AGAGATATATTAAAATGCCCTTGCGGAAG 3’) et PCR 2 - (U7 PAS PCR2 fw: 5’
GGCATTTTAATATATCTCTGAACTAATTTTTGG 3 et U7 PCR2 rev: 5’
GCTCTAGCCACATACGCGTTTC 3°). Les conditions de PCR sont : 2 min a 95°C, puis 40
cycles a 95°C pendant 30s, 55°C pendant 30s, 72°C pendant 30s, et une élongation finale a
72°C pendant 5min. Les produits PCR sont purifiés avec le kit Wizard® SV Gel and PCR
Clean-up Kit (Promega) selon les instructions du fabricant. Le fragment U7-PAS, contenant la
séquence du PMO-PAS sous promoteur U7 en substitution de la séquence SD23/BP22, est
géneré par une PCR sur les deux produits obtenus préecédemment, en utilisant la GoTag® G2
Hot Start Green Master Mix 2X (Promega), selon les instructions du fabricant, et a I’aide des
amorces suivantes: U7 PCR1 fw: 5° CTACGTAGCCATGCTCTAGATAAC 3’ et
U7 PCR2 rev: 5> GCTCTAGCCACATACGCGTTTC 3’. Les conditions de PCR sont : 2
min a 95°C, puis 40 cycles a 95°C pendant 30s, 55°C pendant 30s, 72°C pendant 30s, et une
élongation finale a 72°C pendant 5min. Le fragment U7-PAS produit est introduit dans le
vecteur pU7-DTex23, en place et lieu du U7-SD23/BP22, par utilisation des sites de

restriction Xbal et Mlul.

Le plasmide pCINéo-DUX4 (déposé par Alexandra Belayew) contient une répétition D4Z4
immédiatement suivie de la région pLAM (avec le signal de polyadénylation canonique
ATTAAA) et d’une séquence de polyadénylation du virus simien 40 (SV40-PolyA). Le
plasmide pCINéo-DUX4-ASV40 est généré a partir du plasmide pCINéo-DUX4 par

élimination du fragment SV40-PolyA a I’aide des enzymes de restriction Hpal et ECORV.
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2.2.2.2. Production des AAV

Les vecteurs AAV (AAV8-U7-PAS et AAVI1-Ctrl) sont produits dans des cellules
embryonnaires humaines de rein 293 (HEK293) par triple transfection au PEI du plasmide
pXX6 codant une séquence adénovirale essentielle a la production de I’AAV, du plasmide
pRepCap codant pour les protéines du cycle viral et de la capside (capside 8 pour le vecteur
AAV8-UT7-PAS et capside 1 pour le vecteur AAV1-Ctrl) et le génome viral portant la
séquence U7-PAS. Les virus sont ensuite purifiés par gradient iodixanol et concentrés sur des
colonnes Amicon Ultra-15 (Merk Millipore, Molsheim, France).

2.2.2.3. Procédures animales

Toutes les procédures animales ont été conduites sous le numéro d’agrément APAFIS#5555-

2016062713055186 v3 en accord avec la réglementation appliquée en France et en Europe.

Deux modeles murins ont été utilisés pour ces expériences (Figure 44) :

1. Des souris femelles de six semaines C57BL/6 ont été anesthésiées par injection intra-
péritonéale d’un mélange en PBS de kétamine (100mg/mL) et de xylazin (10mg/mL). Une
préparation de 40pL de vecteur AAVr (AAV-U7-PAS & un titre de 5,53.10*2 vg/mL ou AAV-
Ctrl & un titre de 2,9.10'? vg/mL) est tout d’abord injectée dans le muscle du tibialis anterior
(TA) de ces souris. Deux semaines plus tard, 40uL de plasmide pCINéo-DUX4 ou pCINéo-
DUX4 ASV40 (2ug) dilué dans une solution a 50:50 de PBS 1X et d’eau sans RNase, sont
injectés dans le TA des souris C57/BL6. Immédiatement aprés 1’injection, le plasmide est
électroporé dans les fibres musculaires avec les paramétres suivants : MODE LV, Voltage
200V/cm (90V), Pulse length 20ms, Pulses 08, Interval 500ms, Polarity Unipolar (électrodes :
Tweezertrodes 7mm, BTX Harvard Apparatus, générateur : ECM 830 Square Wave
Electroporator, BTX Harvard Apparatus). Les souris C57BL/6 sont euthanasiées quatre jours

apres 1’¢électroporation (Figure 44).

2. Des souris males de neufs semaines ACTA1-MCM,FLexD/+ (souris FLexDUX4 croisées
avec des souris ACTA1-cre/Esrl) sont injectées avec 50uL de préparation AAV-U7-PAS (a
un titre de 2,16.10%2vg/mL) dans le TA gauche et 50uL de préparation AAV-Ctrl (a un titre de

2,9.10%vg/mL) dans le TA droite sous anesthésie isoflurane. Deux semaines plus tard, de
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faibles doses de tamoxiféne (5mg/kg) sont injectées en intra-péritonéal aux souris pour
induire I’expression de DUX4. Les souris ACTA1-MCM,FLexD/+ sont sacrifiées deux
semaines aprés 1’induction de DUX4 (par administration de tamoxiféne) (Figure 44) . Ces
expériences ont été réalisées aux USA, par 1I’équipe du Dr Peter Jones, propriétaire de ces

souris.

Dans les deux cas, les muscles sont récupéerés. La partie supérieure du TA, utilisée en
histologie, est montée sur bouchon de liége entourée d’O.C.T. (Optimum Cutting
Temperature) puis plongée dans de 1’isopentane refroidi a 1’azote liquide. Les TA montés sont
conservés a -80°C. La partie inférieure du TA est également conservée a -80°C pour une
extraction ARN et ADN.

Souris femelles C57BL/6 de

siX semaines

Deux semaines Quatre jours
Injections intramusculaires Jour 0 Jour 4
(40uL) des AAV dans le Electroporation intramusculaire Sacrifice
tibialis anterior (TA) dans le tibialis antérieur (TA) du
AAV-U7-PAS 27/11/2014 : 5,53.10'2 ve/mL plasmide pCINéo-DUX4 ou
AAV-Ctrl 16/06/2006 : 2,9.10'2 vg/mL pCINéo-DUX4 ASV40 (2ug)
Souris males 4CT41-MCM,FLExD/+

de neuf semaines

N\
- N

Deux semaines / Deux semaines
Injections intramusculaires (50uL) Injection intra-péritonéale d’une Sacrifice
des AAV-U7-PAS dans le TA faible dose de tamoxifen (Smg/kg)
gauche et des AAV-U7-Ctrl dans le pour induire I’expression de DUX4

TA droite

AAV-U7-PAS 24/10/2014 : 2,16.10'? vg/mL
AAV-Ctrl 16/06/2006 : 2,9.10'? vg/mL

FIGURE 44. Schéma du protocole expérimental in vivo. A) Protocole appliqué aux souris femelles
C57BL/6 de six semaines. B) Protocole appliqué aux souris males ACTA1-MCM,FlexD/+ de neuf
semaines.

2.2.2.4. Extraction ARN et ADN, transcription reverse

L’extraction d’ADN et d’ARN des échantillons de TA est réalisée en utilisant du Trizol selon

les instructions du fabricant (Life Technologies, Saint Aubin, France). La concentration en
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ADN ou ARN est déterminée avec le nanodrop ND-1000 spectrophotometer (Thermo
Scientific, Wilmington, USA). La transcription inverse (RT Reverse transcription) est réalisée
sur 1ug d’ARN total traité par DNase Rnase-free (RQ1 RNase-free DNase Product, Promega,
France) dans un volume final de 10,5uL avec le kit Roche Transcriptor First Strand cDNA

Synthesis Kit (Roche, Meylan, France) selon les instructions du fabricant.

2.2.2.5. PCR et PCR quantitative

La PCR et la PCR quantitative (PCRq) sont concues en accord avec les criteres MIQE
(Quantitative Real-Time PCR Experiments) (Bustin et al., 2009). Les amorces utilisées pour la
PCR ou la PCRq sont reportées dans le Tableau 6. Les PCR (DUX4, mGapdh) sont réalisées
sur 1uL de produit de RT avec la GoTag® G2 Hot Start Green Master Mix 2X (Promega)
selon les instructions du fabricant. Le programme PCR est le suivant : 94°C pendant 2min,
puis 38 cycles a 94°C pendant 10s, 60°C pendant 10s, 72°C pendant 10s, et une élongation
finale de 5min a 72°C. Les PCRq sont réalisées avec le Lighcycler LC480 (Roche) dans un
volume final de 9uL avec 4pL de produit de RT, 0,18uL pour chaque amorce sens et antisens
a 20uM et 4,5uL de SYBR® Green Mastermix 2X (Roche, Meylan, France). Les conditions
de PCRq sont : 94°C pendant 5 min puis 50 cycles a 94°C pendant 10s, 60°C pendant 7s et
72°C pendant 7s. Tous les produits d’amplification ont été validés par séquengage. Le geéne
mGapdh était le géne le plus approprié pour la normalisation : un test multiparamétrique
d’analyse de variance (MANOVA) et un test post-hoc Newman-Keuls n’a pas révélé de

corrélation entre le niveau d’expression de mGapdh et les injections.

2.2.2.6. Détection du U7-snARN

Pour la détection du U7 naturel (wild type) et du U7-PAS dans les muscles de souris, une RT
a été réalisée sur 1pg d’ARN total traité par DNase Rnase-free (RQ1 RNase-free DNase
Product, Promega, France) en présence d’hexameres aléatoires a 100uM, avec le kit Roche
Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit (Roche, Meylan, France), dans un volume final
de 10,5uL et selon les instructions du fabricant. L’ADNc U7 est amplifié a partir de 1uL de
produit de RT en utilisant la GoTag® G2 Hot Start Green Master Mix 2X (Promega) selon les
instructions du fabricant. Les amorces utilisées sont les amorces sens suivantes (5’
AAGTGTTACAGCTCTTTTAG 3’ pour e u7 wild type et 5
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AAGGGCATTTTAATATATCTCTGAAC 3’ pour le U7-PAS) et la méme amorce antisens
localisée dans la tige boucle du U7 snARN (5> AGGGGTTTTCCGACCGAAG 3’) (Tableau
6). Le programme PCR est le suivant : 95°C pendant 2min, puis 40 cycles a 95°C pendant
20s, 54°C pendant 20s, 72°C pendant 20s, et une élongation finale a 72°C pendant 5min. Les

produits PCR sont analysés sur un gel d’agarose a 2,5%.

2.2.2.7. 3’RACE

Pour la 3’RACE (3’ Rapid amplification of cDNA Ends), la RT est réalisée avec 1’amorce
adaptatrice oligo dT :
(GCTGTCAACGATACGCTACGTAACGGCATGACAGTGTTTTTTTTTTTTITTTTTTTT
TTTT) (Tableau 6) sur 1ug d’ARN total dans un volume final de 10pL avec le kit Roche

Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit (Roche, Meylan, France) selon les instructions
du fabricant. Une premiére PCR est réalisée dans un volume final de 15uL avec 1L de
produit de RT, IpuL d’amorce sens (20iM), 3uL d’amorce antisens (20uM), 7,5uL de
GoTag® G2 Hot Start Green Master Mix 2X (Promega) (Tableau 6). Le programme PCR
appliqué est le suivant : 95°C pendant 2min, puis 5 cycles a 95°C pendant 20s, 72°C pendant
1min20s, puis 5 cycles a 95°C pendant 20s, 70°C pendant 20s, 72°C pendant 1min et enfin 25
cycles a 95°C pendant 20s, 68°C pendant 20s, 72°C pendant 1min avant une élongation finale
a 72°C pendant 5min. La PCR nichée est réalisée dans un volume final de 15uL avec 1uL du
produit de la premiére PCR, 1uL de chaque amorce sens et antisens a 20uM et 7,5uL de
GoTag® G2 Hot Start Green Master Mix 2X (Promega). Les conditions PCR sont les
suivantes : 95°C pendant 2min, puis 40 cycles a 95°C pendant 20s, 60°C pendant 20s, 72°C
pendant 1min, avant une élongation finale a 72°C pendant 5min. Les produits de la PCR
nichée sont analysés sur gel d’agarose a 1% et purifiés avec le kit Wizard® SV Gel and PCR
Clean-up Kit (Promega) selon les instructions du fabricant. Les fragments PCR sont clonés en
vecteur TOPO TA avec le kit TOPO TA Clonong (Lifetechnologies) selon les instructions du
fabricant. Les sites de clivage sont déterminés par séquengage d’au moins 10 unités formant
des colonies (UFC).
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TABLEAU 6. Amorces utilisées au cours de 1’étude. fw : amorce sens ; rev : amorce antisens.
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2.2.3. Résultats préliminaires

2.2.3.1. Determination de I’expression de ’ARNm DUX4 et de ses géenes
cibles in vivo dans les muscles de souris pCINéo-DUX4 traités avec le
vecteur AAV-U7-PAS

L efficacité in vivo du U7-PAS snARN a d’abord été testée dans des tibialis anterior (TA) de
souris C57BL/6 exprimant DUX4, suite a une électroporation intramusculaire du plasmide
pCINéo-DUX4. Le plasmide pCINéo-DUX4 contient une répétition D4Z4 suivie de la région
PLAM. La présence de cette région pLAM, qui contient les éléments clés impliqués dans la

maturation de ’ARNm DUX4, est essentielle a notre étude.

Les vecteurs AAV-U7-PAS ou AAV-Ctrl sont injectés dans le TA des souris femelles
C57BL/6 agées de 6 semaines (Figure 44). Deux semaines apres la transduction des muscles
avec les vecteurs AAV-U7-PAS ou AAV-Ctrl, I’électroporation intramusculaire du plasmide
pCINéo-DUX4 est effectuée (Figure 44). Quatre jours apres 1’électroporation, les souris sont
sacrifiées et les TA prélevés (Figure 44). Les ARNSs totaux sont extraits des muscles traités et
non traités. Le niveau d’expression de DUX4 et de deux de ces génes cibles identifiés chez la
souris, mTm7sf4 et mWfdc3, sont évalués par PCRq a partir de ces extraits ARNs (Ferreboeuf
et al., 2014b). Puisque I’efficacité d’électroporation varie d’une souris a une autre, le niveau
d’expression de DUX4, mTm7sf4 et mWfdc3 est rapporté au nombre de copies de plasmide
pCINéo-DUX4 par génome diploide de la cellule héte. Pour cela, la quantité relative du
nombre de copies du gene Néomycine, présent exclusivement sur le plasmide pCINéo-DUX4,
et la quantité relative du nombre de copies du géne mTitine, présent exclusivement en deux

copies dans le génome murin, sont déterminés par PCRq a partir des ADNs extraits des TA.

Les ARNm DUX4, mTm7sf4 et mWfdc3 sont détectés dans les TA des souris pCINéo-DUX4
traités avec I’AAV-Ctrl (Figure 45). La quantité relative d’ARNm DUX4 est de 1,75 +/- 1,64
dans les TA traités AAV-Ctrl et de 1,68 +/- 0,77 dans les TA traités AAV-U7-PAS (Figure
45). La quantité relative d’ARNm mTm7sf4 est de 0,88 +/- 0,63 dans les TA traités AAV-Ctrl
et de 0,89 +/- 0,38 dans les TA traités AAV-U7-PAS (Figure 45). La quantité relative
d’ARNm mWfdc3 est de 0,68 +/- 0,46 dans les TA traités AAV-Ctrl et de 0,64 +/- 0,18 dans
les TA traites AAV-U7-PAS (Figure 45). Aucune modification significative dans I’expression
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de DUX4 ou de ses genes cibles n’est donc observée dans les TA traités avec le vecteur AAV-
U7-PAS comparés aux TA traités avec le vecteur AAV-Ctrl (p-value des t-test pour des
échantillons appariés = 0,89 ; 0,98 ; 0,81 pour DUX4, mTm7sf4 et mWfdc3 respectivement)
(Figure 45). Ce résultat n’est pas corrélé a une absence d’expression dans les muscles du U7-
PAS snARN. En effet, en comparaison au U7 snARN endogéne, le U7-PAS snARN est
détecté de maniere robuste dans les TA prés de trois semaines aprées ’injection de vecteurs
AAV-UT7-PAS (Figure 46).

Dux4 mTm7sf4 mWfdc3
6.0- 2.5 2.5-
Z £ z
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AAV-U7-PAS +  AAV-Ctrl+ AAV-UT7-PAS +  AAV-Ctrl + AAV-U7-PAS +  AAV-Ctrl +
pCiNeo-DUX4 pCiNeo-DUX4 pCiNeo-DUX4 pCiNeo-DUX4 pCiNeo-DUX4 pCiNeo-DUX4

FIGURE 45. Expression de DUX4 et de ses genes cibles (mTm7sf4 et mWfdc3) dans les TA des souris
pCINéo-DUX4 traités avec le vecteur AAV-U7-PAS ou AAV-Ctrl. Deux semaines avant
1”électroporation du plasmide d’expression de DUX4 (pCINéo-DUX4) dans les deux TA des souris
C57BL/6, les vecteurs AAV-U7-PAS (ronds noirs) ou AAV-Ctrl (triangles noirs) sont injectés en
intramusculaire dans les TA. La quantité relative d’ARNm DUX4 et de deux de ses genes cibles,
mTmSf4 et mWfdc3, est mesurée par RT-PCR quantitative. mGapdh est utilisé comme géne de
référence. Le niveau d’expression de ces genes est rapporté & la quantité de plasmides pCINéo-DUX4
présents par noyaux cellulaires. Les données représentées correspondent a la moyenne (barre en gras
noir) +/- écart-type standard (n=10). Un t-test pour des échantillons appariés a été réalisée sur ces
données (*P>0,05 ; **P<0,01 ; ***P<0,001).

Muscles transduits avec le vecteur AAV-U7-PAS puis électroporé avec le plasmide pCiNeo-DUX4
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Muscles transduits avec le vecteur AAV-Ctrl puis électroporé avec le plasmide pCiNeo-DUX:
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FIGURE 46. Détection du U7-snARN endogéne (U7-WT) ou du U7-PAS snARN transcrit a partir du
vecteur AAV-U7-PAS dans les TA des souris pCINéo-DUX4 traités avec le vecteur AAV-U7-PAS ou
AAV-Ctrl. Les ARN totaux extraits des deux TA de chaque souris sont analysés par RT-PCR. Les
produits d’amplification d’une taille de 69bp et de 60bp correspondent respectivement au U7-PAS
SnARN et U7-WT snARN.
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2.2.3.2. Recherche d’une redirection du site de clivage in vivo dans les
muscles de souris pCINéo-DUX4 traités avec le vecteur AAV-U7-PAS

La littérature rapporte que des évenements de polyadénylation alternatifs peuvent avoir lieu
lorsqu’un signal de polyadénylation canonique est non fonctionnel dans le dernier exon. Par
ailleurs, nous avons montré au cours de notre étude précédente, que [’utilisation
d’oligonucléotides antisens masquant un signal de polyadénylation et un site de clivage peut
induire une redirection du site de clivage (Marsollier et al., 2016). Ainsi, nous avons
recherché, par analyses in silico de la séquence du plasmide pCINéo-DUX4, la présence de
signaux de polyadénylation alternatifs en aval de I’exon 3 de DUX4, pouvant étre utilisés en
présence du U7-PAS snARN (Beaudoing et al., 2000; Marsollier et al., 2016; Tian et al.,
2005). Plusieurs signaux de polyadénylation alternatifs ont été mis en évidence (Figure 47).
La majorité de ces signaux ont une faible fréquence d’utilisation chez la souris, a 1’exception
du signal AAUAAA, qui est le signal le plus détecté en région 3’ des ARNm murins et
humains (Beaudoing et al., 2000; Tian et al., 2005). Ce signal de polyadénylation fort est
apporté par la séquence de polyadénylation du virus simien 40 (SV40-PolyA) (Figure 47).

Suite a ces analyses in silico, une redirection du signal de polyadénylation ou du site de
clivage en présence du U7-PAS snARN a été examinée par 3’RACE PCR nichée. Deux
amorces sens différentes de par leur localisation ont été utilisées: i) I’amorces sens
3RACE_Exon3_Nested fw, localisée dans 1’exon 3, ii) I’amorce sens 3RACE_pCINeo fw
localisée entre le signal de polyadénylation canonique de DUX4 et la séquence SV40-PolyA
(Figure 47). Deux produits d’amplification de taille différente sont obtenus, indiquant un
changement d’utilisation du signal de polyadénylation et du site de clivage pour certains
ARNmM DUX4 en présence du U7-PAS snARN (Figure 47). Le séquencage de ces produits
révele que le signal de polyadénylation utilisé pour certains des ARNm DUX4 est le signal de
polyadénylation fort, apporté par la séquence SV40-PolyA. De maniére intéressante, cette
redirection du signal de polyadénylation est observée également en 1’absence de U7-PAS
SnARN (Figure 47). Deux types d’ARNm DUX4 stables sont donc produits a partir du
plasmide pCINéo-DUX4, et ce indépendamment de la présence d’oligonucléotides antisens.
Un ARNmM DUX4 utilise le signal de polyadénylation localisé dans I’exon 3 tandis que le
second ARNm DUX4 utilise le signal de polyadénylation localisé dans la séquence SV40-

PolyA (Figure 47). Ces deux ARNm peuvent coder pour une protéine DUX4 fonctionnelle
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puisque I’ORF est exclusivement présent dans ’exon 1 de DUX4. Le modele de souris
pCINéo-DUX4 ne nous permet donc pas de tester 1’efficacité in vivo du U7-PAS snARN,
dessiné pour cibler uniquement le signal de polyadénylation canonique localis¢ dans 1’exon 3

de DUXA4.

Début de
lexon3 AUUAAA AAUAAA
l l CATAAA  AATATA l AGUAAA
1 167 3 571 952 'L
Vecteur pCiNeo-DUX4 Exon3 SV40-PolyA 1031
Début de I'exon 3 AAUAAA N
| l AAVS-UT-PAS  AAV-Ctrl & ch%-/og

2"39 + pCiNeo-DUX4 + pCiNeo-DUX4

ladder >

& <P

ladder

1 952
[ Exons |+| SV40-PolyA |—— (AAAMAAAAAAAAAAAIN

-, —————— ~1000bp ————————————— =
Amorce : Amorce :
3RACE_Exon3_Nested_fw 3RACE_Nested_rev %k kk kk kk kk kk
000 I
Débutdelexon3  AUUAAA 500 S
- e e o= e
1 167 * k * % * %
(AAAAAAAAAAAAAAA)N
- ~200bp ——=
Amorce : Amorce :
3RACE_Exon3_Nested_fw 3RACE_Nested_rev AAV8-U7-PAS AAV-Ctrl (35 (gﬂo
2109 4 1 CiNeo-DUX4 + pCiNeo-DUXE (i o> 0%
ladder Baameels SPTeO DAY & & Jadder
Début de 'exon 3 AAUAAA
1 952

| Exon3 |7;L| SV40-PolyA m(AAAAAAAAAAAAAAA)n
D e ——) ||

Amorce : Amorce :
3RACE_pCINeo_fw 3RACE_Nested_rev

FIGURE 47. Recherche d’une redirection du site de clivage pour I’ARNm DUX4 en présence du U7-
PAS snARN dans les muscles de souris exprimant DUX4 a partir du plasmide pCINéo-DUX4. A) Des
analyses in silico du plasmide pCINéo-DUX4 ont révélé la présence de plusieurs signaux de
polyadénylation alternatifs dont le signal de polyadénylation fort (AAUAAA) apporté par la séquence
de polyadénylation du virus simien 40 (SV40 — PolyA). B) et C) Une redirection du site de clivage a
été mise en évidence par 3’RACE PCR nichée en utilisant une amorce sens (3RACE-Exon3-Nested-
fw) dans I’exon 3 de DUX4 (B) ou une amorce sens (3RACE-pCINeo-fw) localisée en aval du signal
de polyadénylation canonique dans I’exon 3 de DUX4 et la séquence SV40 — PolyA (C). Les bandes
annotées d’un astérisque correspondent a une utilisation du signal de polyadénylation localisé dans
I’exon 3 de DUX4. Les bandes annotées de deux astérisques correspondent a une redirection du signal
de clivage associée a I’utilisation du signal de polyadénylation SV40-PolyA.

2.2.3.3. Détermination de I’expression de ’ARNm DUX4 et de ses génes

cibles in vivo dans les muscles de souris pCINéo-DUX4 ASV40 traités avec
le vecteur AAV-U7-PAS

Afin de tester I’efficacité in vivo du U7-PAS snARN a inhiber I’expression de DUX4, un autre

modele de souris a été géneéré cette fois-ci par électroporation intramusculaire du plasmide
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pCINéo-DUX4 ASV40. Ce plasmide ne posséde pas la séquence SV40-polyA en aval du géne
DUX4 et permet, en théorie, uniquement la transcription de la forme de I’ARNm DUX4
utilisant le signal de polyadénylation localisé dans I’exon 3 de DUX4. Le protocole appliqué
est le méme que précédemment (Figure 44). Tout d’abord, la suppression de la séquence
SV40-polyA du plasmide pCINéo-DUX4 n’affecte pas I’expression de DUX4. En effet, les
ARNm DUX4, mTm7sf4 et mWfdc3 sont détectés dans les TA des souris pCINéo-DUX4
ASV40 traités avec I’AAV-Ctrl (Figure 48). La quantité relative d’ARNm DUX4 est de 3,66
+/- 4,80 dans les TA traités AAV-Ctrl et de 1,63 +/- 1,90 dans les TA traités AAV-U7-PAS
(Figure 48). La quantité relative d’ARNm mTm7sf4 est de 4,87 +/- 7,73 dans les TA traités
AAV-Ctrl et de 3,48 +/- 2,50 dans les TA traités AAV-U7-PAS (Figure 48). La quantité
relative d’ARNm mWfdc3 est de 6,12 +/- 10,30 dans les TA traités AAV-Ctrl et de 2,03 +/-
2,42 dans les TA traités AAV-U7-PAS (Figure 48). Le niveau d’expression de DUX4 et de
ses deux genes cibles, mTm7sf4 et mWfdc3, est donc inchangé entre les TA traités avec le
vecteur AAV-U7-PAS et les TA traités avec le vecteur AAV-Ctrl (p-value des t-test pour des
échantillons appariés = 0,31 ; 0,65 ; 0,32 pour DUX4, mTm7sf4 et mWfdc3 respectivement)
bien que le U7-PAS snARN soit toujours exprimé fortement dans les muscles traités avec
I’AAV-U7-PAS (Figure 48 et Figure 49).
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FIGURE 48. Expression de DUX4 et de deux de ses génes cibles (mTm7sf4 et mWfdc3) dans les TA
des souris pCINéo-DUX4 ASV40 traités avec le vecteur AAV-U7-PAS ou AAV-Citrl. Les vecteurs
AAV-UT7-PAS (ronds noirs) et AAV-Ctrl (triangles noirs) sont injectés en intramusculaire dans les TA
de souris C57BL/6. Deux semaines apres I’injection, le plasmide d’expression de DUX4, pCINéo-
DUX4 ASV40, sans la séquence codante pour le signal de polyadénylation du virus simien 40, est
électroporé dans les deux TA des souris. La quantité relative d”’ARNm DUX4 et de deux de ses génes
cibles, mTmSf4 et mWfdc3, est mesurée par RT-PCR quantitative. mGapdh est utilisé comme géne de

référence. Le niveau d’expression de ces génes est rapporté a la quantité de plasmides pCINéo-DUX4
ASV40 présents par noyaux cellulaires. Les données représentées correspondent a la moyenne (barre
en gras noir) +/- écart-type standard (n=8 souris injectées AAV-U7-PAS et n=10 souris injectées
AAV-Ctrl). Un t-test pour des échantillons appariés a été réalisée sur ces données (*P>0,05 ;
**p<0,01 ; ***P<0,001).
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Muscles transduits avec le vecteur AAV-U7-PAS puis électroporé avec le plasmide pCiNeo-DUX4 ASV40
2 ) ) 2] 123 ) )
S S S TS ESFEFESES
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FIGURE 49. Détection du U7-snARN endogéne (U7-WT) ou du U7-PAS snARN transcrit a partir du
vecteur AAV-U7-PAS dans les TA des souris pCINéo- DUX4 ASV40 traités avec le vecteur AAV-
U7-PAS ou AAV-Ctrl. Les ARN totaux extraits des deux TA de chaque souris sont analysés par RT-
PCR. Les produits d’amplification d’une taille de 69bp et de 60bp correspondent respectivement au

U7-PAS snARN et U7-WT snARN.
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FIGURE 50. Recherche d’une redirection du site de clivage pour I’ARNm DUX4 en présence du U7-
PAS snARN dans les muscles de souris exprimant DUX4 a partir du plasmide pCINéo-DUX4 ASV40.
A) Des analyses in silico du plasmide pCINéo-DUX4 ASV40 ont révélé la présence de deux signaux
de polyadénylation alternatifs associés a la région 3’UTR du géne DUX4. B) et C) Aucune redirection
du site de clivage dans les muscles de souris pCINéo-DUX4 ASV40 n’a été mise en évidence par
3’RACE PCR nichée en utilisant une amorce sens (3RACE-Exon3-Nested-fw) dans I’exon 3 de DUX4
(B) ou une amorce sens (3RACE-pCINeo-fw) localisée en aval du signal de polyadénylation
canonique entre I’exon 3 de DUX4 et la séquence SV40 — PolyA (C). Les bandes annotées d’un
astérisque correspondent a une utilisation du signal de polyadénylation localisé dans I’exon 3 de
DUX4. Les bandes annotées de deux astérisques correspondent a une redirection du signal de clivage
associée a I’utilisation du signal de polyadénylation SV40-PolyA, observée uniquement dans des
muscles de souris pCINéo-DUX4.
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Sur le plasmide pCINéo-DUX4 ASV40, deux signaux de polyadénylation alternatifs faibles
persistent a moins de 600bp en aval de I’exon 3 de DUX4. Ces signaux de polyadénylation
alternatifs sont associés a la région 3’UTR de DUX4. Une redirection du signal de
polyadénylation vers ces signaux de polyadénylation alternatifs en présence du U7-PAS
snARN a été étudiée. Un produit unique d’amplification est obtenu par 3’RACE PCR nichée
sur les extraits d’ARN totaux de TA de souris pCINéo-DUX4 ASV40 traités par le vecteur
AAV-UT7-PAS ou le vecteur AAV-Ctrl (Figure 50). Ce produit correspond a un ARNm DUX4
utilisant le signal de polyadénylation localisé dans I’exon 3 (Figure 50). Aucune redirection
du site de clivage n’est donc observée pour les ARNm DUX4 en présence du U7-PAS snARN
dans des muscles de souris pCINéo-DUX4 ASV40.

A la vue de I’ensemble de ces résultats, deux conclusions sont possibles : (i) le U7-PAS
SNARN transcrit n’est pas fonctionnel et ne permet pas de masquer efficacement le signal de
polyadénylation pour empécher 1’ajout d’une queue poly(A) en 3’ de ’ARNm DUX4, (ii) le
U7-PAS snARN est fonctionnel mais n’est pas suffisamment exprimé pour inhiber 1I’ensemble
des pre-ARNmM DUX4 transcrits a partir de la grande quantité de plasmides pCINéo-DUX4

+/- SV40 présents dans les TA des souris.

2.2.3.4. Determination de I’expression de ’ARNm DUX4 in vivo dans les
muscles de souris ACTA1-MCM,FLexD/+ traités avec le vecteur AAV-U7-
PAS

En collaboration avec I’équipe du Dr Peter Jones, I’efficacité du U7-PAS snARN a également
été testée dans le modele de souris ACTAL-MCM,FLexD/+. Chez ces souris, une seule copie
du transgene DUX4, comprenant les exons 1 a 3 et les introns 1 a 2, est présente sous contréle
du promoteur constitutif ROSA26. L’induction de 1’expression de la recombinase Cre par
administration du tamoxifene permet une inversion de la séquence de DUX4 par
recombinaison aux sites loxP et lox511 encadrant le transgéne, et de ce fait, une expression de
DUXA4. L’expression de DUX4 pouvant varier d’une souris a une autre, les vecteurs AAV-U7-
PAS sont injectés dans le TA gauche tandis que les vecteurs AAV-Ctrl sont injectés dans le
TA droit de souris males agees de neuf semaines. Deux semaines plus tard, I’expression de
DUX4 est induite par injection intra-péritonéale de tamoxifene. Deux semaines apres

I’administration de tamoxifene, les souris sont sacrifiées et les TA prélevés (Figure 44). Le
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niveau d’expression de DUX4 en présence ou en absence du U7-PAS snARN est déterminé
par PCR sur les ARN totaux extraits des TA. Une faible diminution de DUX4, associée a une
expression du U7-PAS snARN, est observée pour certaines souris dans les TA traités avec les
vecteurs AAV-U7-PAS en comparaison aux TA traités avec les vecteurs AAV-Ctrl (Figure 51
et Figure 52). Les résultats préliminaires obtenus chez ce modele murin FSHD nous indiquent
un potentiel effet du U7-PAS snARN in vivo.
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FIGURE 51. Expression de DUX4 en présence de ’AAV-U7-PAS ou I’AAV-Ctrl dans des muscles de
souris ACTAL-MCM,FLexD/+. Le niveau d’expression de I’ARNm DUX4 a été étudié par PCR en
utilisant les amorces DUX4-all. mGapdh est utilisé comme gene référence.
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FIGURE 52. Détection du U7 naturel (U7-WT) snARN ou du U7-PAS snARN transcrit a partir du
vecteur AAV-U7-PAS dans les TA des souris ACTA1-MCM,FLexD/+ traités avec le vecteur AAV-
U7-PAS ou AAV-Ctrl. Les ARN totaux extraits des deux TA de chaque souris sont analysés par RT-
PCR. Les produits d’amplification d’une taille de 69bp et de 60bp correspondent respectivement au

U7-PAS snARN et U7-WT snARN.

La séquence du transgéne DUX4 dans ce modéle murin s’arréte 235bp en aval du signal de
polyadénylation canonique de DUX4. Les deux signaux de polyadénylation alternatifs
CATAAA et AATATA, situés dans la région 3°’UTR de DUX4 dans le génome humain, ne
sont donc pas présents chez ces souris (Figure 50). Cependant, il n’est pas exclu que des
signaux de polyadénylation alternatifs soient localisés juste en aval du site d’insertion du

transgéne. Ne connaissant pas le site exact d’insertion du transgéne, nous n’avons pas pu
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réaliser une étude in silico pour rechercher la présence de signaux de polyadénylation
atlernatifs. Une redirection du site de clivage en présence ou en absence du U7-PAS snARN
dans les TA traités avec le vecteur AAV-U7-PAS ou AAV-Ctrl a tout de méme été étudiée
par 3’RACE PCR nichée, avec 1’amorce sens 3RACE_Exon3_Nested_fw positionnée dans
I’exon 3. Un seul produit d’amplification est obtenu, n’indiquant pas de redirection du site de

clivage en présence du U7-PAS snARN (Figure 53).

Débutdelexon3 ~ AUUAAA

1 167
(AAAAAAAAAAAAAAA)N 500
- ~200bp ———=
Amorce : Amorce :
3RACE_Exon3_Nested_fw 3RACE_Nested_rev 200

FIGURE 53. Recherche d’une redirection du site de clivage pour ’ARNm DUX4 en présence ou en
absence du U7-PAS snARN dans les muscles de souris ACTAL1-MCM,FLexD/+. Le site de clivage
utilisé pour I’ARNm DUX4 dans ce modele murin a été mis en évidence par 3’ RACE PCR nichée en
utilisant une amorce (3RACE-Exon3-Nested-fw) sens dans 1’exon 3 de DUX4. Les produits
d’amplification indiquent une utilisation du signal de polyadénylation localisé dans 1’exon 3 de DUX4.
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3.DISCUSSION ET PERSPECTIVES
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3.1. Nouvelle stratégie thérapeutique innovante pour Ila
FSHD inhibant I’expression de DUX4

L’expression de DUX4 est un point commun avére entre les patients FSHD1 et FSHD2. De ce
fait, plusieurs stratégies thérapeutiques visant 1’expression de DUX4 dans la FSHD ont été

proposées, mais, a ce jour, aucune n’a encore atteint les essais cliniques (Mitsuhashi et al.,

2013a; Vanderplanck et al., 2011; Wallace et al., 2012).

3.1.1. Preuve de concept in vitro de la faisabilité d’une stratégie

thérapeutique ciblant les séquences clés en 3°’°UTR du pré-ARNmM
DUX4

Au cours de ma thése, nous avons développé in vitro une nouvelle stratégie innovante ciblant
les séquences clés en 3’UTR du pré-ARNm de DUX4 (Marsollier et al., 2016). L’objectif de
cette stratégie est d’inhiber le mécanisme de polyadénylation. En effet, des défauts dans la
maturation en 3’ des ARNm conduisent a une perturbation de 1’expression du géne concerné
en impactant la stabilité, I’export nucléaire ou encore la traduction de I’ARNm (Danckwardt
et al., 2008; Mangus et al., 2003; Millevoi and Vagner, 2010). Ainsi, empécher la maturation
en 3° du pré-ARNmM DUX4 permettrait sa déstabilisation et conduirait in fine a une inhibition

de son expression.

Notre étude in vitro met en évidence la faisabilit¢ d’une telle approche. L’utilisation
d’oligonucléotides antisens ciblant les éléments clés en 3°, c’est-a-dire le signal de
polyadénylation et/ou le site de clivage et/ou le DSE, impliqués dans le processus de
maturation des ARNm, entraine une inhibition de I’expression de DUX4 et de ses genes
cibles.

Sur les cing PMO testés, deux engendrent une diminution importante de 1’expression de
I’ARNm DUX4 pour les conditions expérimentales testées (Figure 54) :

- le PMO-PAS qui cible uniquement le signal de polyadénylation,

- le PMO-CS3 qui cible a la fois le signal de polyadénylation et le site de clivage.
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Signal de Région de Région riche en
polyadénylation clivage résidus G/U-U
+1
Pré-ARNm DUX4 5’ UGAUU’:,AGUUCAGAFAUAE@UGccc,:ccUcccUGUG|GAUCcthAFMGAmMGCAUCUUWGUGUGAUGAG 3’
PMO-PAS (-13 +12) TCAAGTCTCTATATAATTTTACGGG :
PMO-CS1(-5 +32) ET—J;ATAATTTTACGGG —————— ACACCTAGGE;ATATEQE

PMO-CS2(-1+27) EAT AATTT TACGGAGGAGGGACACCTAGGE

i
PMO-CS3 (+2 +31) AATTTTACGGAGGAGGGACACCTAGGATAT!

PMO-DSE (+32 +56) :CT TCTAARACGTAGAARACACACTAC

FIGURE 54. Séquences reconnues par les différents PMOs ciblant les éléments clés en région 3’UTR
du pré-ARNm DUX4. Le signal de polyadénylation, la région de clivage, la région riche en résidus
G/U-U (DSE), la séquence de chaque PMO, ainsi que sa position, sont indiqués. Les délétions sont

représentées par des tirets (-). Les substitutions nucléotidiques sont signalées en rouge.

Chen et al. ont également confirmé 1’efficacit¢ du PMO-PAS (renommé FM10 dans leur
étude, mais totalement identique & notre AO publié) (Chen et al., 2016a). En effet, ils ont
observé in vitro une forte réduction de I’expression de DUX4 dans des cellules primaires
FSHD traitées a JO de différenciation avec le PMO-PAS. Néanmoins, dans cette étude, les
quantités de PMO-PAS employées pour obtenir un effet sur I’expression de DUX4 sont 20
fois supérieures a celles que nous avons utilisées. Cette différence majeure pourrait étre due a
la méthodologie utilisée. Alors que nous avons privilégié un transfert par vecteur chimique
(lipide cationique) des PMOs hybridés avec une « laisse » (oligonucléotide charge), Chen et
al. ont opté pour un transfert de PMOs nus, sans vecteur chimique ou physique. Les PMOs
seuls présentent une faible capacité a pénétrer dans les cellules. De ce fait, pour qu’une
proportion suffisante de PMOs atteigne le noyau et qu’un effet soit potentiellement observe,
une grande quantité de PMOs nus doit nécessairement étre utilisée pour traiter les cellules,

d’ou les différences de réponses observees entre nos deux études.

3.1.2. Mécanismes hypothétiques d’action des PMOs

Les PMOs, ciblant les éléments clés impliqués dans la maturation en 3’ des ARNm, peuvent
agir via plusieurs mécanismes pour inhiber 1’expression du gene cible. Les PMQOs forment un
hybride stable avec I’ARNm cible, mais, de par leur chimie, ne recrutent pas la RNaseH1
(Kole et al., 2012). De ce fait, un clivage des ARNm hybridés a des PMOs est exclu. Le
mécanisme le plus probable est que la mise en place de ce duplex stable PMO-ARNmM
empéche ou diminue, par encombrement stérique et/ou modification de la structure secondaire
de PARNm, le recrutement des facteurs de clivage et/ou de polyadénylation. De cette
maniére, le PMO entrave le clivage de I’ARNm au site consensus et/ou 1’ajout de la queue
poly(A), ce qui déstabilise I’ARNm.
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Une autre possibilité est que les PMOs n’entravent pas 1’ajout de la queue poly(A), mais
induisent son retrait (Filipowicz et al., 2008; Wada et al., 2012). Il en résulte alors une
déstabilisation de I’ARNm et une inhibition de la traduction. Ce retrait de la queue poly(A)
est dépendant de déadénylases et d’exonucléases qui reconnaissent le duplex AO-ARNmM
formé. A noter que ce mécanisme, qui a necessairement lieu aprés la maturation en 3’ de
I’ARNm cible, n’est pas le mécanisme impliqué dans la diminution de I’ARNm DUX4 en
présence du PMO-DSE. En effet, le PMO-DSE s’hybride a la région riche en résidus G/U et
U. Or cette région est éliminée juste apres le clivage du pré-ARNm, c’est-a-dire avant 1’ajout
de la queue poly(A). Ainsi, le PMO-DSE ne peut pas former de complexe stable avec
I’ARNm DUX4 polyadénylé et ne peut donc pas induire le retrait de la queue poly(A) de

celui-ci.

Les PMOs peuvent également impacter la stabilit¢ de I’ARNm DUX4 en modulant
indirectement la voie du NMD. L’ARNm DUX4, de par sa longue région 3°’UTR, est un
substrat du NMD. Cependant, une expression de DUX4 réduit I’efficacité du NMD, en
induisant, selon un mécanisme inconnu, la dégradation d’UPF-1, une protéine effectrice du
NMD (Feng et al., 2015). L’inhibition du NMD par DUX4 permet alors une stabilisation de
son propre ARNm. De ce fait, une diminution, méme faible, de la quantit¢ d’ARNm DUX4,
conduit a une diminution en protéines DUX4, a une augmentation en protéines UPF-1 et donc
a une augmentation de ’efficacité du NMD qui peut alors déstabiliser I’ ARNm DUX4. L’effet
déstabilisateur du PMO sur I’ARNm DUX4 pourrait ainsi étre amplifié.

3.1.3. Evaluation de I’efficacité de cette stratégie in vivo

Au cours de leur étude, Chen et al. ont également démontré la faisabilité d’une telle approche
in vivo sur 14 jours, par électroporation des PMO-PAS nus dans des xénogreffes de tissus
musculaires FSHD chez des souris immunodéficientes. Une diminution de 1’expression de
DUX4 et de deux de ses génes cibles est observée. Cependant, le choix du mode de transfert
de I’AO n’est probablement pas le plus adapté pour une application de cette approche
thérapeutique chez I’Homme. En effet, tout d’abord, les PMQOs sont rapidement éliminés par
I’organisme. De plus, la FSHD est une pathologie du muscle, tissu qui représente environ 35 a
40% de la masse totale d’un individu. Un traitement de thérapie génique pour la FSHD

implique d’apporter la molécule thérapeutique dans I’ensemble des muscles, ou au moins dans
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les muscles atteints. De ce fait, pour espérer obtenir un effet thérapeutique sur le long terme
dans le cas de pathologies musculaires, 1’utilisation de PMOs pour le traitement d’étres
vivants de grande taille nécessite des injections répétées et conséquentes d’AOs. Outre le cotit
des PMOs, ce mode de transfert des AOs peut s’avérer trés contraignant pour le patient. Pour
éviter aux patients des injections répétées et obtenir un effet sur le long terme de 1’AO, nous
évaluons donc in vivo une approche alternative consistant a vectoriser la séquence de
I’oligonucléotide antisens PMO-PAS dans un AAV sous contréle du promoteur U7. Ce

vecteur AAV-UT7-PAS a été injecté dans deux modeles murins :

1-) L’injection de I’AAV-U7-PAS dans un modele de souris exprimant DUX4 par
électroporation intramusculaire du plasmide pCINéo-DUX4 (+/- SV40) n’induit pas de
diminution de I’expression de DUX4 et de ses genes cibles. Ces résultats laissent penser que
I’AAV-UT7-PAS n’est pas efficace in vivo bien qu’il soit exprimé. Cette inefficacité pourrait
s’expliquer par une expression insuffisante du U7-PAS snARN, par une faible reconnaissance
de ’ARNm DUX4 par le U7-PAS snARN ou par une faible stabilité du duplex ARNm-U7-
PAS-snARN.

2-) Néanmoins, dans le modele de souris ACTA1-MCM,FLexD/+, I’AAV-U7-PAS induit une
légére diminution de I’expression de DUX4. Ces observations préliminaires doivent étre
confirmées par 1’étude des genes cibles de DUX4. Par ailleurs, un plus grand nombre de
réplicas est nécessaire, afin de réduire au minimum les biais expérimentaux dus a une
expression de DUX4 variable d’une souris a une autre, car induite par le tamoxiféne. Dans le
cas d’une efficacité avérée du U7-PAS snARN, des études histologiques et fonctionnelles sont
également prévues pour déterminer les répercussions musculaires positives et negatives d’une
expression du U7-PAS snARN.

Les deux modeéles murins utilisés pour éprouver cette stratégie in vivo présentent une
différence majeure pouvant expliquer ces résultats contradictoires. En effet, DUX4 est
exprimé a partir d’un transgéne, présent sous une forme differente entre ces deux modéles
murins, ce qui peut notamment impacter sa fréquence de transcription. Le modéle de souris
pCINéo-DUX4 (+/- SV40) exprime DUX4 a partir d’un plasmide. L’électroporation permet le
transfert de plusieurs copies de plasmide pCINéo-DUX4 par noyaux de cellules musculaires
(et dans les cellules avoisinantes). Bien que des plasmides ne soient pas présents dans toutes

les cellules musculaires, il en résulte tout de méme dans ce modele murin une expression
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robuste de DUX4 détectée par PCRq. A l’inverse, dans le modéle de souris ACTAL-
MCM,FLexD/+, un seul transgene DUX4, sous régulation du promoteur ubiquitaire ROSA26,
est présent par génome et ce dans tous les noyaux de la fibre musculaire. De plus, 1’expression
de DUX4 est dépendante d’une expression de la recombinase Cre qui, dans ce modéle murin,
est sous régulation du promoteur muscle-spécifique ACTAL (Actin Alphal). Il en résulte, chez
ces souris, une faible expression de DUX4. On suppose donc que la quantité relative d’ ARNm
DUX4 transcrit dans les cellules murines de souris ACTA1-MCM,FLexD/+ est moins
importante que ce qui est observé chez la souris pCINéo-DUX4 (+/- SV40). Une comparaison
directe entre ces deux modeles de I’expression de DUX4 et de ses génes cibles en 1’absence de
traitement permettra de confirmer ou non cette hypothese. Si cette supposition est avérée, il
est possible que la quantité d’ ARNm DUX4 présente dans les cellules musculaires du modele

murin pCINéo-DUX4 soit trop importante pour une bonne efficacité du U7-PAS snARN.

3.1.4. Optimisation de la stratégie therapeutique

Afin d’améliorer cette stratégie thérapeutique pour la FSHD, plusieurs modifications de

I’AAV-U7-PAS sont a envisager.

Tout d’abord, le niveau d’expression du U7-PAS, probablement insuffisant, peut étre
amélioré soit en augmentant le nombre de vecteurs par cellule, soit en augmentant sa
fréquence de transcription en modifiant par exemple la séquence promotrice U7 ou les

séquences regulatrices.

De plus, nous n’avons testé in vivo qu’un seul oligonucléotide antisens, 1’un des plus
performants a priori parmi les cing PMO éprouvés in vitro. Le méme protocole pourrait étre
appliqué au PMO-CS3 pour lequel nous avons obtenu in vitro une importante diminution de
I’expression de DUX4 et de ses génes cibles (mais une redirection du site de clivage pour
I’ARNm DUX4). De plus, les séquences des AOs utilisés in vitro ne sont peut-étre pas les
plus compétitives. Plusieurs facteurs peuvent impacter la stabilité du duplex pré-ARNm-AO :
la longueur de I’AO, le nombre de mésappariements entre ce dernier et la séquence cible, des
délétions dans la séquence de I’AO ou encore la localisation de I’AO sur I’ARN vis-a-vis des
structures secondaires (tiges boucles) présentes. Une étude avec pour objectif une

optimisation de la séquence des AOs (décalage de la séquence de I’AO de quelques bases en
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5’ ou 3’°, diminution ou augmentation de sa taille, insertion de mésappariements) est prévue.
Enfin, afin d’augmenter 1’efficacité de cette stratégie, il est envisagé d’injecter plusieurs AOs

(de préférence non chevauchants) ciblant les différentes séquences regulatrices.

3.1.5. Avantages et inconvénients de cette stratégie therapeutique

en comparaison aux autres stratégies proposées

Une stratégie thérapeutique avec des AOs ciblant les éléments clés en 3’°UTR de I’ARNm
présente plusieurs avantages comparés aux approches classiques (i.e. saut d’exons par AOSs,
inhibition de la traduction ou dégradation de I’ARNm par miARN ou siARN). Bien que cette
stratégie ne puisse pas étre utilisée pour réparer une mutation dans un gene ou modifier un
ARNmM mais uniquement utilisée pour inhiber 1’expression génique, elle permet, a la
différence des autres approches, de cibler la majorité des ARNm puisque le clivage et la
polyadénylation sont des mécanismes essentiels a la maturation en 3° des ARNm des
eucaryotes (Danckwardt et al., 2008; Millevoi and Vagner, 2010; Proudfoot, 2011; Zhao et
al., 1999). Cette stratégie permet également de réguler 1’expression de génes avec un seul
exon, ce qui n’est pas le cas avec une stratégie ciblant les sites donneurs ou accepteurs
d’épissage. Par ailleurs, dans le cas de la FSHD, ’ORF de DUX4 est localisé uniquement
dans I’exon 1. Il est donc extrémement difficile de développer une stratégie qui perturbe le
cadre de lecture du géne avec des oligonucléotides antisens. Une stratégie thérapeutique

ciblant les éléments clés en 3’UTR de I’ARNm est donc une alternative intéressante.

A la différence de stratégies utilisant des miARN ou siARN, le mécanisme d’action des AOs
ciblant les éléments clés en 3’UTR est indépendant des protéines intracellulaires. Alors que
I’action des miARN ou siARN ne peut s’effectuer que dans le cytoplasme, I’action des AOs
dans cette stratégie est nucléaire et éventuellement cytoplasmique. En effet, il est
envisageable que certains des PMOQOs (mais pas le U7 snARN) testés dans cette stratégie
puissent s’hybrider dans le cytoplasme avec I’ARNm cible et ainsi soit induire le retrait de sa
queue poly(A), soit inhiber sa traduction. De plus, les stratégies utilisant les miARN et siARN
sont souvent associées a de nombreux effets off-targets (modification de 1’expression de
genes non cibles) (Kole et al., 2012). Or, au cours de notre étude, et de celle de Chen et al.,

aucun effet off-target n’a été¢ associé a I’utilisation des PMO.
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Au cours de leur étude, Chen et al. ont également testé des AOs masquant un site accepteur
d’épissage (a la jonction intron 1 - exon 2). Les résultats obtenus montrent que les AOs
masquant un site accepteur d’épissage sont moins efficaces pour diminuer I’expression de
DUX4 que les AOs ciblant les ¢léments clés en 3’UTR de I’ARNm (Chen et al., 2016a). Une
comparaison de ’efficacité entre des AOs ciblant les sites accepteurs d’épissage a la jonction
intron 2 - exon 3 et des AOs ciblant les éléments clés en 3’UTR de ’ARNm serait

intéressante pour déterminer la meilleure stratégie a adopter pour le traitement de la FSHD.

En conclusion, nos résultats in vitro démontrent la faisabilité d’une approche thérapeutique
pour la FSHD en ciblant les ¢léments clés en 3° de I’ARNm DUXA4. Jusque-1a, I’absence d’un
modele animal robuste exprimant DUX4 sur le long terme rendait difficile le développement
de cette approche in vivo. La commercialisation depuis fin février 2017 du modéle murin
ACTA1-MCM,FLexD exprimant DUX4 de maniére stable nous donne [’opportunité
d’éprouver D’efficacité de 1’oligonucléotide antisens PMO-PAS. La compilation de nos
résultats préliminaires dans ce modeéle murin avec ceux obtenus par Chen et al. indiquent une

potentielle capacité de I’AO PMO-PAS a diminuer I’expression de DUX4 in vivo.

3.2. Redirection du site de clivage en présence d’oligonucléotides

antisens ciblant les ¢léments clés en 3° du pré-ARNmM

3.2.1. Meécanismes hypothétiques expliquant une redirection du

site de clivage en présence d’oligonucléotides antisens

La littérature rapporte que plus de 50% des ARNm ont au moins deux signaux de
polyadénylation (Beaudoing et al., 2000; Tian et al., 2005). Les éveénements de
polyadénylation alternatifs constituent un mécanisme de contréle de I’expression des genes
dans I’espace et le temps (Danckwardt et al., 2008; Hall-Pogar et al., 2005; Zhao and Manley,
1996). Pour les ARNm contenant plusieurs signaux de polyadénylation, le choix du site de
clivage est influencé par : i) la composition et la taille des séquences régulatrices, dont le
signal de polyadénylation et le DSE, ii) la concentration ou I’activité des facteurs de
polyadénylation aux différentes séquences régulatrices et iii) la présence ou non de facteurs
régulateurs spécifiques exprimés a des temps ou dans des tissus particuliers (Barabino and
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Keller, 1999; Danckwardt et al., 2008). Par exemple, la protéine PABPNL1 intervient dans les
événements de polyadénylation alternatifs en supprimant 1’usage de signaux de
polyadénylation alternatifs faibles (Jenal et al., 2012). Par ailleurs, des évenements de
polyadénylation alternatifs peuvent avoir lieu lorsque le signal de polyadénylation est

défaillant dans le dernier exon.

DUX4 appartient a la famille des ARNm possédant plusieurs signaux de polyadénylation. Sur
une distance de 1kb en aval du signal de polyadénylation canoniqgue ATTAAA, huit sighaux
de polyadénylation alternatifs sont identifiés (Figure 55) (Beaudoing et al., 2000; Tian et al.,
2005). Cependant, aucun phénomeéne de polyadénylation alternatif n’a été décrit pour DUX4 a
ce jour. De plus, des mutations dans le signal de polyadénylation canonique, comme c’est le
cas au niveau du chromosome 10gA, n’induisent pas d’événements de polyadénylation
alternatifs, ni la production d’'un ARNm DUX4 stable (Lemmers et al., 2010a).

Début de
exon3  AUUAAA
exn CATAAA AATATA CATAAA
L 167 443 571 9&1
Pré-ARNm DUX4 | Exon3 | 21§6 517 585 900 995
AAAAAG GGGGCT GATAAA GGGGCT

FIGURE 55. Localisation des différents signaux de polyadénylation alternatifs sur une distance de 1kb
en aval du signal de polyadénylation canonique de DUX4.

3.2.1.1. Mécanismes hypothétiques de redirection du site de clivage in

vitro

L’utilisation d’AOs ciblant les éléments clés en 3 du pré-ARNmM ne conduit pas toujours a
une déstabilisation de I’ARNm. En effet, au cours de nos études, nous avons observe que les
AOs pouvaient induire une redirection du site de clivage. L’ARNm alors produit est stable et
présente une queue poly(A). Le mécanisme a I’origine de cette redirection en présence des
AOs n’a pas encore été élucidé. Nous supposons que I’AO génére un encombrement Stérique
ou modifie la structure secondaire du pré-ARNm au niveau du signal de polyadénylation et/ou
du site de clivage. Les facteurs de polyadénylation et/ou de clivage sont alors forcés d’utiliser
un autre signal de polyadénylation ou site de clivage généralement localisé en aval des

signaux canoniques.
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L’utilisation du PMO-CS3 in vitro induit, pour une certaine fraction d’ARNm DUX4, une
redirection vers un site de clivage a environ 40 nucléotides en amont du signal de
polyadénylation canonique, alors que dans les quelques articles décrivant ce phénomeéne, la
redirection du site de clivage s’effectue en aval (Danckwardt et al., 2008; Raz et al., 2014;
Vickers et al., 2001). Par ailleurs, ce nouveau site de clivage n’est associé a aucun signal de
polyadénylation alternatif décrit (Beaudoing et al., 2000; Tian et al., 2005). Le PMO-CS3
masque en partie le signal de polyadénylation canonique et le site de clivage. Une hypothése
est qu’en ’absence d’un signal de polyadénylation alternatif fort, c’est-a-dire pour lequel les
facteurs de polyadénylation et de clivage présentent une forte affinité, une redirection du site
de clivage pourrait s’effectuer vers un nouveau site localisé quelques bases en aval ou en
amont du signal de polyadénylation canonique. Cette redirection de quelques bases implique
tout de méme, en présence de I’AO, une reconnaissance des sequences régulatrices
canoniques de polyadénylation de I’ARNm DUX4 par les facteurs protéiques impliqués dans
la maturation en 3’ des ARNm. Bien que dans cette hypothése I’AO n’empéche pas le
recrutement des protéines (en raison d’une hybridation partielle de I’AO a I’ARNm cible par
exemple), la présence de I’AO au site de clivage empéche le clivage endonucléolytique
(modification de la structure secondaire, encombrement stérique). Une réorganisation des
protéines permettrait alors d’effectuer en clivage en amont (ou en aval) du signal de
polyadényation. Le choix de ce nouveau site de clivage serait guidé : i) par la structure
secondaire du pré-ARNm ou ii) par une interaction entre I’ARN polymérase, les différents
facteurs de clivage et de polyadénylation et/ou d’autres facteurs. Cette hypothese peut étre
étudiée en modifiant un signal de polyadénylation alternatif de DUX4 faible en un signal de
polyadénylation fort (ATTAAA par exemple). Ainsi, si [’absence de signal de
polyadénylation fort est la condition qui induit une redirection du site de clivage en amont du
signal de polyadénylation canonique, en présence du PMO-CS3 et d’un signal de
polyadénylation fort alternatif sur ’ARNm DUX4, une redirection vers ce nouveau signal

devrait étre détectée.

Une redirection du signal de polyadénylation n’est observée qu’avec le PMO-CS3. Or, le
PMO-CS1 et le PMO-CS2, comme le PMO-CS3, masquent le signal de polyadénylation et la
région de clivage. L’efficacité de ces PMOs a diminuer I’expression de DUX4 est moins
importante que pour le PMO-CS3. Il est ainsi envisageable que : i) ces PMOs permettent,

comme tous les PMOs testés, uniquement une inhibition de I’ajout qu’une queue poly(A) ou
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la déadénylation de ’ARNm, et n’induisent pas de redirection du site de clivage (en raison
d’une plus faible stabilit¢ du duplex PMO-ARNmM par exemple) ou ii) ces PMOs, en plus
d’une inhibition de la polyadénylation ou une activation de la déadénylation de I’ARNm
DUX4, induisent une redirection du site de clivage pour une trés faible fraction d’ARNm

DUX4, ce qui n’est pas détecté par 3’ RACE-PCR dans nos conditions expérimentales.

A T’inverse des PMO précédents, le PMO-PAS et le PMO-DSE ne masquent qu’une seule des
trois séquences régulatrices : le signal de polyadénylation ou la région riche en G/U ou U
respectivement. Le PMO-DSE présente une faible efficacité in vitro. Une redirection du site
de clivage en présence de ce PMO n’est peut-étre pas détectée. Cependant, il est difficile
d’imaginer qu’une redirection du site de clivage puisse se produire avec cet AO. En effet, la
région riche en G/U ou U est une séquence régulatrice dont les limites ne sont pas aussi bien
déterminées que pour le signal de polyadénylation ou le site de clivage. Ainsi, il est possible
qu’un AO ciblant en partie cette région n’induise qu’un repositionnement du facteur CstF sans
compromettre le clivage au site canonique. En ce qui concerne le PMO-PAS, qui présente une
efficacité in vitro a diminuer I’expression de DUX4 similaire a celle du PMO-CS3, I’absence
de redirection du site de clivage en présence de ce PMO peut s’expliquer par sa position sur
I’ARNm cible. En effet, a la différence de tous les autres PMOs, le PMO-PAS couvre
entierement le signal de polyadénylation ainsi que 13 nucléotides en 5’ et six nucléotides en
3’ du signal de polyadénylation. De ce fait, la formation d’un duplex PMO-PAS-ARNmM
stable abolirait totalement le recrutement du facteur CPSF au signal de polyadénylation. Le
PMO-PAS agirait alors de la méme maniére qu’une mutation dans le signal de
polyadénylation canonique, conduisant a la production d’un ARNm DUX4 instable, non
polyadénylé.

3.2.1.1. Mécanismes hypothétiques de redirection du site de clivage in vivo

In vivo, dans le modele murin pCINéo-DUX4 (+SV40), une redirection du site de clivage est
également observée pour une fraction des ARNm DUX4. Cette redirection du site de clivage
se caractérise par une utilisation du signal de polyadénylation (AATAAA) du SV40-PolyA,
localisé en aval, a 791pb, du signal de polyadénylation canonique (ATTAAA) (Figure 56).
Cependant, cette redirection est indépendante de la présence du U7-PAS snARN. Le signal de

polyadénylation AATAAA est le signal de polyadénylation le plus fréquemment utilisé pour
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la détermination du site de clivage des ARNm. Le signal de polyadénylation canonique de
DUX4 est le deuxiéme signal de polyadénylation le plus représenté (Beaudoing et al., 2000;
Tian et al., 2005). De ce fait, lors de la production du pre-ARNm DUX4 a partir du plasmide
pCINéo-DUX4 (+SV40), les facteurs impliqués dans la maturation en 3’ des ARNm
reconnaissent et sont probablement concentrés, dans des proportions équivalentes, au niveau
de la séquence régulatrice de polyadénylation canonique du pré-ARNm DUX4 et au niveau de
la séquence régulatrice de polyadénylation du SV40-poly(A). Par un mécanisme encore
inconnu, dépendant surement de ’interaction avec d’autres facteurs protéiques, le clivage et la
polyadénylation sont alors realisés en amont de l'un ou l’autre des signaux de

polyadénylation.

Début de
I’exon 3 AUUAAA AAUAAA
CATAAA AATATA iAGUAAA
1 167 952
Vecteur pCiNeo-DUX4 Exon3 443 371 W
Début de

I’exon 3 AUUAAA
l l CATfAA AA?TA
1 167

Vecteur pCiNeo-DUX4 ASV40 | Exon 443 71

FIGURE 56. Localisation des différents signaux de polyadénylation alternatifs en aval du signal de
polyadénylation canonique de DUX4 sur les plasmides pCINeo-DUX4 et pCINéo-DUX4 ASV40. Les
signaux de polyadénylation utilisés sont indiqués en rouge.

En I’absence de la séquence SV40-poly(A) (modele murin pCINéo-DUX4 ASV40 et ACTA1L-
MCM,FLexD/+), et malgré la présence de signaux de polyadénylation alternatifs (dont les
signaux CATAAA et AATATA), mais faibles, localisés immédiatement en aval du signal de

polyadénylation canonique, aucune redirection du site de clivage n’est observée en présence

ou absence du U7-PAS snARN (Figure 56).

3.2.2. Conséquences d’une redirection du site de clivage sur la

stabilité de PARNm

Cette redirection du site de clivage induite par les AOs est un point important a prendre en
compte dans le cadre du développement d’une approche thérapeutique pour inhiber
I’expression d’un gene en utilisant des AOs ciblant les ¢léments clés en 3’ impliqués dans le

mécanisme de polyadénylation. En effet, une redirection du site de clivage dans une region
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3’UTR conduit a la production de plusieurs isoformes d’ARNmM qui varient de par la longueur
de leur séquence 3’UTR mais codent généralement pour une méme protéine (Di Giammartino
et al., 2011; Lutz and Moreira, 2011). Dans les différents cas de redirection du site de clivage
observés au cours de notre étude, I’ARNm DUX4 produit contient toujours les exons 1 et 2
ainsi que I’exon 3 modifié. L’exon 3 en présence du PMO-CS3 est délété de quelques bases
(environ 40) tandis qu’il est rallongé de plusieurs centaines de bases dans le modéle murin
pCINéo-DUX4 (+SV40). Or I’ORF codant pour la protéine DUX4 est localisé dans 1’exon 1,
et n’est donc pas affecté par les redirections du site de clivage listées précédemment. Ces
ARNmM sont alors tous traduits en une protéine DUX4 fonctionnelle. Au contraire, si 1’exon 3
codait également pour la séquence polypeptidique, la redirection du site de clivage générée

par la présence du PMO-CS3 aurait conduit a la production d’une protéine tronquée.

La taille de la région 3°UTR impacte la stabilité¢ de I’ARNm et ’efficacité de la traduction. En
effet, il semble qu’'un ARNm avec une longue région 3’UTR soit moins stable que le méme
ARNm avec une région 3’UTR plus courte (Di Giammartino et al., 2011). Cette hypothése est
confirmée par I’étude de patients atteints du syndrome IPEX (Immune Dysfunction,
Polyendocrinopathy, Enteropathy, X-linked) qui présentent un dysfonctionnement des cellules
T régulatrices. Chez ces patients, le gene FOXP3 (Forkhead Box P3), qui code pour un
facteur de transcription, présente une mutation dans le signal de polyadénylation canonique
(AAUAAA — AAUGAA). Cette mutation n’abolit pas le signal de polyadénylation mais le
transforme en un signal de polyadénylation plus faible. Il en résulte alors une redirection du
site de clivage avec utilisation du signal de polyadénylation alternatif suivant, localisé a 5,1
kb en aval du signal de polyadénylation canonique. L’ARNm FOXP3 généré possede une
longue région 3’UTR et est tres instable. La protéine FOXP3 est alors peu exprimée chez les
patients IPEX comparés aux individus contrbles (Bennett et al., 2001). L’observation inverse
est realisée chez des patients avec un lymphome a cellules du manteau (MCL Mantle Cell
Lymphoma). Une isoforme de I’ARNm de CCND1 (CyclineD1) avec une région 3’UTR plus
courte est détectée chez les patients mais n’est pas retrouvée chez des individus contrdles. La
réduction de la région 3’UTR de cet ARNm est due a I’utilisation d’un nouveau signal
alternatif de polyadénylation fort. Ce signal est localisé en amont du signal de
polyadénylation canonique et est génére par une mutation. La réduction de la région 3’UTR
conduit a la perte d’éléments déstabilisateurs de I’ARNm et permet donc sa stabilisation
(Wiestner et al., 2007). Cependant, ceci n’est pas toujours avéré. En effet, ’ARNm BZW1
(Basic Leucine Zipper And W2 Domains 1), qui code pour un facteur de transcription, existe

189



sous trois isoformes créées par utilisation de différents signaux de polyadénylation alternatifs.
Des études ont montré que contrairement a ce qui est attendu, ¢’est I’isoforme la plus courte
qui présente 1’efficacité de traduction la plus faible (Sood et al., 2006; Tanguay and Gallie,
1996; Yu et al., 2006). Par ailleurs la taille de la région 3’UTR régule la localisation de
I’ARNm dans la cellule, ce qui a pour conséquence de modifier son expression (Andreassi
and Riccio, 2009; Kislauskis and Singer, 1992). Au vu de ces observations, il est difficile de
prédire la stabilité ou I’efficacité de traduction des différents ARNm DUX4 obtenus dans nos

études suite a une redirection du site de clivage.

Les longues régions 3’UTR contiennent généralement de nombreux sites de fixation des
mMiARN ou des protéines de liaison a I’ARN, permettant une régulation post-transcriptionnelle
de I’expression du géne (Di Giammartino et al., 2011; Pasquinelli, 2012). Dans I’OPMD, les
ARNmMm produits sont raccourcis en 3’UTR suite a 1’utilisation de sites de polyadénylation non
canoniques en amont du signal de polyadénylation canonique. Ces ARNm, en raison du
raccourcissement de leur région 3°’UTR, ont perdu des sites de fixation des miARN ou de
protéines permettant une régulation post-transcriptionnelle. La dérégulation générale de la
polyadénylation des ARNm observée est due a une mutation dans la protéine PABPN1. Une
courte expansion des triplets (GCG) dans la séquence codante de la protéine PABPN1 conduit
a une courte expansion d’acides aminés alanine dans la partie N-terminale de la protéine et
une agrégation des protéines dans le noyau. Une perte de fonction des protéines PABPN1
résulte en une augmentation de 1’usage de sites de polyadénylation alternatifs proximaux au

détriment des sites de polyadénylation alternatifs distaux (Jenal et al., 2012).

Du fait de la longue région 3’UTR de DUX4, une redirection du site de clivage peut modifier
les sites de fixation des miARN. Une analyse in silico (http://www.mirbase.org/search.shtml)
de PARNm DUX4 délété de 40pb en 3° (généré lors de la redirection du site de clivage en
présence du PMO-CS3), ne montre pas de modification des sites de fixation de potentiels
miARN. Ainsi cette redirection du site de clivage ne modifie pas la régulation post-

transcriptionnelle de DUX4 par un mécanisme dépendant des miARN.

Par ailleurs, une redirection du site de clivage ou des changements de conformation de la
région 3’UTR de DUX4 lors de la formation du duplex PMO-ARNmM peuvent moduler le
NMD (Eberle et al., 2008). En effet, une diminution de la distance physique entre le codon
normal de terminaison et la queue poly(A) inhibe la déstabilisation de I’ARNm par le NMD
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(Eberle et al., 2008). Ainsi, une redirection du site de clivage en amont du signal canonique,
ce qui diminue la distance physique entre le codon stop normal de DUX4, localisé dans I’exon
1, et la queue poly(A), peut stabiliser un peu plus '’ARNm DUX4. A I’inverse, cette
redirection et la formation d’un duplex stable PMO-ARNmM peut abolir la structure secondaire
de ’ARNm, éloignant la queue poly(A) du codon stop normal. La perte de cette structure
secondaire conduit alors a la déstabilisation de ’ARNm par le NMD. Il serait intéressant
d’étudier la durée de demi-vie des différents variants ARNm DUX4 pour établir une

corrélation entre la taille de la région 3°’UTR et la stabilité de I’ARNm.

En conclusion, lors du développement de nouveaux oligonucléotides antisens ciblant les
¢léments clés en 3’UTR du pré-ARNmM DUX4, il est important de vérifier qu’aucune
redirection du site de clivage ne s’opere, conduisant potentiellement a la production d’un

ARNM plus stable ou plus efficacement traduit, ce qui serait délétere pour la cellule.

3.2.3. Utilisation d’oligonucléotides antisens induisant une

redirection du site de clivage comme stratégie thérapeutique

Ce phénomeéne de polyadenylation alternatif est impliqué dans le développement de plusieurs
pathologies humaines (Danckwardt et al., 2008; Elkon et al., 2013; Jenal et al., 2012; Uitte de
Willige et al., 2007). Ces phénoménes déléteres peuvent étre induits pas des mutations dans
les séquences régulatrices canoniques (béta-thalassémie, syndrome IPEX, maladie de Fabry,
thromboses) mais également par des mutations dans les facteurs protéiques (OPMD, cancers)

impliqués dans la maturation en 3’ des ARNm.

Ainsi, dans le cadre du développement de stratégies thérapeutiques pour ces pathologies
caractérisées par la production d’ARNm utilisant un signal de polyadénylation alternatif au
lieu du signal de polyadénylation canonique, cette capacité de redirection du site de clivage en
présence d’un AO peut étre exploitée afin de forcer les différents facteurs protéiques a utiliser

le signal de polyadénylation canonique.

191



3.3. Inhibition des différents variants ARNm de DUX4 : lesquels et

guand ?

3.3.1. Quelles conséquences de cette stratégie thérapeutique sur

I’expression des différentes isoformes de DUX4 ?

Trois isoformes de DUX4 sont produites dans les cellules somatiques a partir du chromosome
4gA : deux variants longs DUX4-fl (1 et 2) composés des exons 1-2-3 et qui différent par
I’épissage ou non de ’intron 1, et un variant court DUX4-s, qui se caractérise par 1’utilisation
d’un site d’épissage cryptique situé¢ dans I’exon 1, donnant un ARNm exon 1s-2-3 (Figure
57). Les deux variants DUX4-fl codent pour une protéine DUX4-fl fonctionnelle. Cependant,
il n’est pas exclu que les isoformes DUX4-fl codent pour des protéines différentes. En effet,
trois codons initiateurs MKG, MAL et MQG, pourraient permettre la traduction de trois
protéines DUX4 (Snider et al., 2009). La plupart des ARNm DUX4 commencent en amont du
codon initiateur MAL. Néanmoins, 1’isolation de la ou des protéines DUX4 représente un défi
techniqgue majeur du fait des faibles expressions protéiques dans les conditions
physiologiques. Pour le moment, aucune étude n’a encore pu isoler de potentielles isoformes
protéiques DUX4 dans des cellules FSHD, et encore moins déterminer leur réle. A I’inverse
DUX4-s est traduit en une protéine DUX4-s présentant le domaine de fixation a I’ADN mais
pas le domaine de transactivation nécessaire a D’activité du facteur de transcription
(Bosnakovski et al., 2008; Dixit et al., 2007; Kawamura-Saito et al., 2006; Snider et al., 2009,
2010). L’expression de DUX4-s n’est pas toxique pour la cellule au contraire de I’expression

de DUX4-fl (Geng et al., 2011).

Ces trois variants ARNm de DUX4 possédent I’exon 3. Ainsi, I’utilisation d’oligonucléotides
antisens ciblant les séquences impliquées dans le mécanisme de polyadénylation de I’ARNm
DUX4, toutes localisées dans I’exon 3 ou en aval de celui-ci, pourrait réduire I’expression de
ces trois isoformes de DUX4. A ce jour, il n’existe aucune information quant aux roles des
differentes isoformes protéiques DUX4 ou des variants ARNm DUX4. Il est donc difficile
d’établir si une stratégie thérapeutique inhibant I’expression de DUX4 doit nécessairement

réduire 1’expression de toutes ces isoformes.
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FIGURE 57. Récapitulatif des différents variants de I’ARNmM DUX4 transcrits dans les cellules
somatiques ou les cellules germinales. Dans les cellules somatiques, trois ARNm DUX4 peuvent étre
générés a partir de la dernicre unité D4Z4. Tous les ARNm contiennent I’exon 2 et I’exon 3. L’ARNm
DUX4-s résulte d’un épissage cryptique démarrant dans I’exon 1. Il est exprimé dans les myoblastes
contrdles et dans les tissus somatiques. Les deux ARNm DUX4-fl contiennent I’exon 1 en entier. Ces
deux ARNm DUX4-fl différent par la présence ou non de I’intron 1. Cependant, ces deux variants sont
tous deux associés a la FSHD et sont exprimés dans les myotubes d’haplotype 4qA. Dans les cellules
germinales, deux autres ARNm DUX4 sont transcrits. Ces ARNm sont composés de 1’exon 1-2-6-7 ou
1-2-4-5-6-7. L’exon 3 est toujours exclu. Le signal de polyadénylation utilisé ici est localisé dans
I’exon 7.

La séquence codante du rétrotansposon DUX4 est conservée depuis plus de 100 millions
d’années chez les Catarrhini (primates de I’ancien monde) et les Afrotheria (Clapp et al.,
2007). D’un point de vue évolutif, une pression de sélection empéche probablement la
divergence de la séquence codante DUX4 dans ces clades en raison d’une potentielle fonction
physiologique de DUX4. L’expression de DUX4 dans des cellules musculaires est toxique.
Cette toxicité pourrait étre médiée par 1’activation, sur une longue période de temps, par
DUX4, de I’expression de centaines de genes impliqués dans diverses fonctions biologiques
(Geng et al., 2012; Snider et al., 2010). Par ailleurs, DUX4 s’exprime dans les cellules de la
lignée germinale testiculaire et dans des iPS (Snider et al., 2010). Le profil d’expression de
DUX4 dans la lignée germinale est similaire a celui observé pour d’autres protéines a deux
homéodomaines dont la fonction n’est pas encore connue (Booth and Holland, 2007; Wu et
al., 2014). L’ensemble de ces observations suggere que DUX4 pourrait avoir un réle au cours
du développement précoce mais aussi dans les fonctions biologiques de la reproduction. Chez
I’adulte, DUX4 est ensuite réprimé uniquement dans les cellules somatiques dont celles du
muscle squelettique. L’absence d’une répression de DUX4 chez les patients FSHD conduit a

I’activation transcriptionnelle entre autres de génes de la lignée germinale et du
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développement précoce, et dont I’expression pourrait étre toxique pour la cellule somatique
(Geng et al., 2012; Snider et al., 2010). Bien que ceci reste une hypothese a confirmer, si
DUX4, ou certains variants DUX4, sont nécessaires au développement précoce ou aux
fonctions biologiques de reproduction, le traitement thérapeutique ne doit pas inhiber

I’expression de DUX4 au cours du développement ou dans la lignée germinale.

Or, dans les cellules germinales, deux autres isoformes faisant intervenir les exons 4-5-6-7
sont exprimées a partir des chromosomes 4 et 10 (Figure 57). Une isoforme correspond a
I’association des exons 1-2-6-7 tandis que la seconde est composée des exons 1-2-4-5-6-7
(Geng et al.,, 2012; Snider et al., 2010). L’exon 3 est toujours exclu. Le signal de
polyadénylation utilisé ici est localisé dans 1’exon 7. Notre stratégie thérapeutique, ciblant
exclusivement des ¢léments de I’exon 3, ne permet donc pas d’induire une diminution de
I’expression de ces deux isoformes spécifiques aux cellules germinales et donc de

potentiellement interférer avec les fonctions biologiques de la reproduction.

3.3.2. Quelle expression spatio-temporelle pour les différents
variants ARNm DUX4 ?

Une autre question essentielle concerne 1’expression spatio-temporelle de ces variants ARNm
DUX4. Différentes études ont montré que DUX4-s est préférentiellement retrouvé dans les
biopsies ou cultures de cellules musculaires de patients controles (myoblastes). Néanmoins,
on retrouve également DUX4-s dans 30 a 40% des biopsies ou des cultures de cellules
musculaires de patients FSHD. Au contraire, DUX4-fl est principalement détecté dans les
biopsies et cultures cellulaires de patients FSHD (Jones et al., 2012; Snider et al., 2010;
Tsumagari et al., 2011). Par ailleurs, des études menées sur des cellules iPS d’individus
contréles laissent a penser que DUX4-fl serait exprimé deés le développement feetal, dans les
tissus musculaires et non musculaires de patients FSHD et d’individus contrdles (Ferreboeuf
et al., 2014a; Snider et al., 2010). Or, c’est I’isoforme DUX4-s qui prédomine par la suite dans
les cellules musculaires et non musculaires des individus contréles. Le mécanisme permettant
ce passage d’expression de DUX4-fl vers DUX4-s et inversement n’est pas établi. Néanmoins,
il est possible qu’il implique une modification de 1’épissage alternatif avec une utilisation du
site cryptique d’épissage localisé dans I’exon 1. Ce changement d’épissage pourrait dépendre

du contexte épigénétique au locus 4935. En effet, de nombreuses études ont mis en évidence
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le rble de la structure de la chromatine, des marques des histones ou encore de la méthylation
de I’ADN dans le choix des introns ou exons a épisser (Brown et al., 2012; Luco et al., 2010,
2011; Zhou et al., 2014). Or la différence entre des iPS, des cellules musculaires FSHD et des
cellules musculaires controles concerne 1’état de méthylation de 1’histone H3K9 et de I’ADN
(Cabianca et al., 2012; Gaillard et al., 2014; de Greef et al., 2007, 2009, 2010; Hartweck et al.,
2013; Jones et al., 2014, 2015, van Overveld et al., 2003, 2005; Sacconi et al., 2012; Zeng et
al., 2009). Ainsi, la perte des marques épigenétiques repressives pourrait permettre un
épissage produisant les isoformes DUX4-fl. A T’inverse, en présence de marques

épigénétiques répressives, ¢’est majoritairement I’isoforme DUX4-s qui serait généreée.

En ce qui concerne les deux isoformes DUX4-fl1 (sans intron 1 et 2) et DUX4-fl2 (sans intron
2), le mécanisme qui conduit a la production de 1’une ou I’autre des isoformes semble étre
plus compliqué qu’une régulation épigénétique. Par ailleurs, bien que ces deux isoformes
s’expriment simultanément dans les biopsies et cultures cellulaires de patients FSHD, aucune
étude n’a encore permis de déterminer si ces deux isoformes étaient exprimées a partir du
méme noyau au sein d’une fibre musculaire. Ces deux isoformes, ainsi que celles associées a
la lignée germinale, possédent I’ORF DUX4 complet. Il est ainsi fort probable que ces
isoformes conduisent toutes a la production d’une protéine DUX4 fonctionnelle. La différence
de longueur de la région 3’UTR entre DUX4-fl1 et DUX4-fl2 (ainsi qu’entre les isoformes de
la lignée germinale) pourrait étre a I’origine d’une différence de stabilité ou d’efficacité de

traduction entre ces isoformes (Di Giammartino et al., 2011).

3.3.3. A partir de quand inhiber I’expression de DUX4 dans les

cellules somatiques ?

La stratégie thérapeutique développée au cours de ma thése permet d’inhiber 1’expression de
DUX4 et donc probablement de stopper le développement de la FSHD. Ainsi dans le cas d’un
traitement de la FSHD, le plus judicieux est d’inhiber rapidement 1’expression de DUX4 dans
les cellules somatiques avant que les effets liés a une toxicité de DUX4, comme 1’atrophie
musculaire, ne soient trop importants. L’évolution de la pathologie ainsi que sa sévérité varie
d’un individu a un autre. Aucune indication n’existe sur le niveau ou la durée d’exposition a

une expression de DUX4 nécessaire a I’apparition des premiers symptomes.
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Malgré tout, il a été montré que I’expression de DUX4 précéde de plusieurs mois ou années
les premiers symptomes cliniques (Broucgsault et al., 2013; Ferreboeuf et al., 2014a). Dans
les cas familiaux, un diagnostic génétique et une recherche d’expression de DUX4 ou de
marqueurs de la FSHD pourraient étre envisagés parmi la descendance d’un patient FSHD
afin de traiter la pathologie avant que le phénotype FSHD ne se développe. Mais dans 10 a
30% des cas, les patients FSHD sont des cas de novo sans antécédents familiaux. Pour ces
patients FSHD, le diagnostic clinique et/ou génétique est généralement long a étre établi et
s’effectue souvent lorsque les symptomes associés a la pathologie sont déja bien exprimés.
Une amélioration du diagnostic de la FSHD ainsi que de la prise en charge des patients
doivent étre envisagées pour pouvoir fournir un traitement au patient avant que son intégrité

physique ne soit trop affectee.

3.4. Combinaison de plusieurs stratégies de thérapie génique pour
la FSHD

3.4.1. Faut-il combiner plusieurs stratégies thérapeutiques
ciblant DUX4 pour le traitement de la FSHD ?

Au cours de ma these, nous nous sommes focalisés sur le développement d’une stratégie
thérapeutique ciblant uniquement les éléments clés en 3’ de I’ARNm. Chez les individus
contrdles, ’ARNm DUX4 n’est pas détecté. L’objectif des stratégies thérapeutiques pour la
FSHD est donc d’inhiber totalement ou suffisamment 1’expression de DUX4 pour éliminer ces
effets toxiques. En effet, il n’y a aucune indication sur 1’existence potentielle d’un seuil
acceptable d’expression de DUX4, mais on peut imaginer qu’en dessous d’un certain niveau

d’expression, DUX4 n’est pas toxique pour la cellule.

In vitro, nos oligonucléotides antisens permettent au mieux une diminution moyenne de
I’ordre de 50% de ’ARNm DUX4. De ce fait, des protéines DUX4, en quantité non
négligeable, sont encore produites dans les cellules traitées a partir de ’ARNm DUX4
résiduel et induisent probablement une dérégulation de I’expression de nombreux genes. Bien
entendu, les effets toxiques de DUX4 sont quantitativement moins importants dans les

cellules traitées mais ne sont probablement pas totalement supprimés. In vitro, une
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augmentation de la quantit¢ de I’oligonucléotide antisens pourrait, en théorie, permettre
d’augmenter I’inhibition de DUX4. Cependant, nous avons observé, dans nos conditions
experimentales, au-dela de 50nM de PMO-PAS ou PMO-CS3 lipotransfectés, que 1’efficacité
de D’oligonucléotide antisens ne pouvait étre améliorée (atteinte d’un plateau). Des
modifications au niveau de la séquence de 1’oligonucléotide antisens permettront
probablement de diminuer la quantité d’ARNm DUX4 résiduel. Malgré tout, la probabilité est
faible de restreindre la quantité d’ARNm DUX4 résiduel a une valeur nulle ou non détectable,
identique & ce qui est retrouvé chez des individus contréles, par 1’utilisation uniquement de
cette stratégie thérapeutique. De plus, DUX4 faisant partie d’une boucle de rétro-controle
positif par inhibition du NMD, il est facile d’imaginer que la persistance de 1’expression de
protéines DUX4, méme en faible quantité, favorise la production d’autres protéines (Feng et
al., 2015).

Dans le cadre de I’élaboration d’un traitement thérapeutique pour la FSHD, il est possible
d’envisager inhiber totalement I’expression de DUX4 dans les tissus somatiques en combinant
plusieurs stratégies thérapeutiques. Par exemple, la stratégie thérapeutique développée par
Himeda et al., consiste a diminuer la transcription de DUX4 en utilisant un systéeme dCas9-
KRAB. L’efficacit¢ de répression transcriptionnelle du systéme dCas9-KRAB n’est pas
totale. Des ARNm DUX4 sont transcrits. Cette stratégie pourrait &tre associée a notre stratégie
thérapeutique ciblant les éléments clés en 3° du pré-ARNm DUX4 (Himeda et al., 2016a). La
combinaison de notre stratégie a celle de Himeda et al. permettrait alors de déstabiliser les
quelques pré-ARNm DUX4 transcrits en inhibant leur polyadénylation. Il en résulterait une
réduction un peu plus importante de I’expression de DUX4 en comparaison a 1’utilisation
seule de 'une ou ’autre de ces stratégies. D’autres stratégies thérapeutiques peuvent étre
combinées comme 1’utilisation de miARN/siARN ou la surexpression de DUX4-s, I’objectif
in fine étant toujours la méme : inhiber totalement ou presque I’expression de DUX4 dans les
cellules somatiques, et notamment dans les fibres musculaires (Lim et al., 2015; Mitsuhashi et
al., 2013a; Wallace et al., 2012).
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3.4.2. Faut-il développer des stratégies thérapeutiques pour la
FSHD ne ciblant que DUX4 ?

Bien que plusieurs loci distincts soient en cause chez les patients FSHD, les patients FSHD
sont tous caractérisés par une expression de DUX4. De ce fait, la majorité des stratégies
thérapeutiques en développement ont pour objectif d’éteindre 1’expression de ce géne. Or
I’expression de DUX4 ne permet pas d’expliquer certaines caractéristiques de la FSHD,
comme [’atteinte asymétrique (Jones et al., 2012). La FSHD n’est donc pas une pathologie
monogénique mais multigénique. Quelques génes candidats ont été proposés : FRG1, FRG2,
ANT1 et FATL1. Cependant, I’implication de la majorité de ces génes dans la FSHD est sujette
a controverse, a I’exception de FAT1. En effet, des souris homozygotes hypomorphiques Fatl
récapitulent le phénotype musculaire et non musculaire de la FSHD, y compris I’asymétrie et
la rétinopathie (Caruso et al., 2013). Par ailleurs, FAT1 est plus faiblement exprimé chez des
patients FSHD comparés a des individus contrdles (Caruso et al., 2013; Mariot et al., 2015).
Ainsi, pour développer la FSHD, les individus doivent exprimer DUX4 et/ou potentiellement
présenter un niveau d’expression de FAT1 en dessous de la moyenne établie dans la
population (Mariot et al., 2015; Puppo et al., 2015). Des études complémentaires sont
nécessaires pour confirmer cette hypothese. Malgré tout, le développement d’une stratégie

thérapeutique complémentant I’expression de FAT1 pourrait étre envisagé pour la FSHD.
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4. CONCLUSION GENERALE
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Mon projet de thése consistait en 1’élaboration d’une nouvelle stratégie thérapeutique en
développant des oligonucléotides antisens ciblant les éléments clés en 3° du pré-ARNmM
DUX4 afin d’inhiber sa polyadénylation, ce qui a pour conséquence sa déstabilisation et
I’inhibition de la synthese protéique de DUX4. En effet, le clivage et la polyadénylation des
ARNm en 3°, qui se déroulent dans le noyau, sont des mécanismes essentiels a la maturation
de la majorité des ARNm eucaryotes. Cette maturation est généralement nécessaire a 1’export
nucléaire de I’ARNm, joue un réle dans la stabilit¢ de ’ARNm et dans I’efficacité de sa
traduction. L’hypothése de travail était que cibler les éléments clés impliqués dans la
maturation de ’ARNm avec des oligonucléotides antisens empécherait 1’ajout d’une queue
poly(A) et donc permettrait la suppression génique de DUX4. Les éléments clés de cette
région 3’UTR sont une séquence de six nucléotides correspondant au signal de
polyadénylation, un site de clivage positionné 20 a 30 nucléotides en aval du signal de
polyadénylation et une séquence riche en G/U ou U (Dowmstream sequence element (DSE))

localisée a 30 nucléotides apres le site de clivage.

Au cours de cette étude, nous avons pu montrer in vitro, et ce pour la premiére fois, que
I’utilisation d’oligonucléotides antisens, ici des PMOs (phosphorodiamidate morpholino
oligomer), ciblant les séquences clés impliquées dans 1’ajout d’une queue poly(A), notamment
les séquences contenant le signal de polyadénylation et le site de clivage, conduit a une sous-
expression du geéne ciblé et en particulier de DUX4. Cette stratégie thérapeutique pourrait étre
utilisée dans le cadre de la FSHD mais également dans le cas de maladies génétiques a gain de
fonction. Nous avons par ailleurs commencé a tester 1’efficacité in vivo de cette stratégie. Les
premiers résultats obtenus dans un modele de souris transgénique exprimant DUX4 traité avec
les séquences des AOs les plus prometteurs insérées dans un vecteur AAV sous promoteur U7
(AAV-UT7-PAS) sont encourageants.

En conclusion, notre étude, montre la faisabilité pour la FSHD d’une approche thérapeutique

ciblant les éléments clés en 3° d’un pré-ARNmM qui est ici DUX4.
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