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Prologue 
 

 

La dystrophie musculaire de Duchenne est une maladie génétique grave causant une 

dégénérescence musculaire sévère. Cette maladie est causée par des mutations dans le gène 

DMD provoquant l’absence de la protéine dystrophine. L’une des thérapies les plus 

prometteuses pour le traitement de la DMD est basée sur les vecteurs dérivés des virus adéno-

associés (AAV) pour l’expression d’une isoforme plus courte de la dystrophine. Malgré 

l’efficacité bien établie de l’AAV de sérotype 8 (AAV8) pour le transfert de gènes dans le 

muscle, de fortes doses de vecteurs sont nécessaires pour obtenir une efficacité 

thérapeutique dans des modèles animaux de la DMD. Pour comprendre cette limitation, mon 

équipe a comme objectif d’étudier les mécanismes qui peuvent limiter l’efficacité de 

transduction du vecteur AAV8 dans le muscle dystrophique.  

Nous nous sommes intéressés dans un premier temps au devenir du vecteur AAV8 dans les 

cellules musculaires DMD. Nous avons ensuite caractérisé le système endosomal, essentiel à 

la transduction des vecteurs AAV, dans les cellules de patients DMD mais également dans 

plusieurs modèles animaux de cette pathologie. 

Dans un deuxième temps, nous nous sommes intéressés au rôle des protéines cellulaires 

RFX1 et RFX3 dans la régulation de l’expression des vecteurs AAV via leur interaction avec 

l’ITR. 

Ce manuscrit de thèse a été écrit en 3 parties : une introduction contenant une synthèse des 

connaissances sur le muscle squelettique, la dystrophie musculaire de Duchenne, les vecteurs 

AAV et le système endosomal, les résultats obtenus ont ensuite été présentés puis discutés 

dans une dernière partie où les perspectives de ce travail ont également été abordées.  
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I. Le muscle squelettique  
 

Le tissu musculaire, capable de contraction, est réparti en trois grandes catégories : 

- Le tissu musculaire lisse, formé par des léiomyocytes, compose les parois des vaisseaux 

et des viscères. Il se contracte de manière involontaire.  

- Le tissu musculaire cardiaque, formé par les cardiomyocytes, se trouve uniquement au 

niveau du myocarde. Il se caractérise par sa contraction rythmique involontaire.  

- Le tissu musculaire squelettique, présent dans tous les muscles locomoteurs, se 

contracte de manière volontaire. Nous allons le décrire davantage ci-dessous. 

 

1) Structure du muscle squelettique 

 

Le muscle squelettique est un 

organe strié à contraction 

volontaire. Chaque muscle est 

inséré sur l’os par l’intermédiaire de 

tendons constitués essentiellement 

de tissus fibreux. Le muscle 

squelettique est composé de fibres 

musculaires qui sont entourées 

d’un tissu conjonctif appelé 

endomysium (Figure 1). Une autre 

couche de tissu conjonctif, appelée 

périmysium, assemble les fibres en 

faisceaux. Enfin, une troisième 

couche de tissus conjonctif, 

appelée épimysium, recouvre 

l’ensemble du muscle. Les moto-

neurones traversent les 3 couches de 

tissus conjonctifs pour innerver 

chaque fibre par l’intermédiaire 

Figure 1: Anatomie du muscle strié squelettique.  

Le muscle squelettique est composé de fibres musculaires 

recouvertes par 3 membranes successives : l’endomysium recouvre 

chaque fibre, le périmysium délimite les fibres en faisceau et 

l’épimysium recouvre l’ensemble du muscle. AFM Téléthon 
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d’une jonction neuromusculaire. Également présents dans le muscle, les vaisseaux sanguins 

s’organisent en un fin réseau de capillaires, permettant de vasculariser chaque fibre. 

 

 

Figure 2: Organisation des fibres du muscle strié squelettique.  

Les fibres musculaires sont délimitées par leur membrane appelée sarcolemme, qui présente de fines 

invaginations appelées tubule transverse. Les fibres musculaires possèdent dans leur sarcoplasme, une répétition 

de sarcomères qui sont les unités contractiles présentant une alternance de bandes claires (bandes I) et de bandes 

foncées (bande H). Chaque bande I est coupée en son milieu par une strie Z plus foncée. C’est la région comprise 

entre deux stries Z successives qui représente un sarcomère. (Tortura and Grabowski 1994) 

 

Chaque fibre musculaire est délimitée par sa membrane appelée sarcolemme. Le sarcolemme 

présente de fines invaginations appelées tubule T, qui sont réparties de long de la fibre (Figure 

2). Le réticulum sarcoplasmique, entoure le tubule T pour former la triade, une structure qui 

permet le passage du signal nerveux et la libération du calcium nécessaire à la contraction. Le 

cytoplasme des fibres musculaires, appelé sarcoplasme, contient des myofibrilles, qui sont les 

éléments contractiles. Ces myofibrilles sont organisées en une répétition de sarcomères qui 

sont les unités fonctionnelles du muscle lui donnant son aspect strié au microscope 

électronique, avec une alternance de bandes claires (bandes I) et foncées (bandes A) (Figure 
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2). Chaque bande I est coupée en son milieu par une zone plus foncée appelée strie Z. C’est la 

région comprise entre deux stries Z successives qui représente un sarcomère. Au niveau de 

cette strie Z se trouve une structure protéique sub-sarcolemale appelée costamère, qui relie 

les unités contractiles au sarcolemme. De nombreuses protéines impliquées dans les 

myopathies, dont la dystrophine, sont présentes au niveau des costamères. Au niveau 

moléculaire, les sarcomères sont principalement composés d’une association de filaments 

d’actine (bande I) et de myosine (bande A). C’est le glissement des filaments les uns sur les 

autres qui donne la contraction musculaire.  

 

2) Différenciation et régénération musculaire 

 

Les cellules souches musculaires appelées cellules satellites sont présentes de manière 

quiescente dans le muscle, entre les fibres musculaires et la lame basale. Elles sont 

caractérisées par l’expression de la protéine PAX7 (paired box protein 7) (Figure 3) (Tidball et 

al. 2014). En réponse à un stimulus extérieur, les cellules satellites s’activent et expriment la 

protéine myogenic differentiation 1 (MyoD) (Zammit et al. 2004). Les cellules souches activées 

ont une forte capacité de prolifération. Une partie de ces cellules va inhiber l’expression de 

MyoD et retourner à un état quiescent pour maintenir le pool de cellules satellites tandis que 

l’autre partie va quitter le cycle cellulaire et activer l’expression de myogénine pour se 

différencier en myocytes. Les myocytes vont ensuite fusionner entre eux pour former des 

myotubes plurinuclées (Abmayr and Pavlath 2012). A ce stade, les cellules expriment les 

facteurs de différenciation myogénine et myogenic regulatory factor 4 (MRF4). Suite à la 

fusion des myocytes, les noyaux des myotubes se regroupent au centre des cellules. Au cours 

de la différenciation, ces noyaux s’alignent et se dispersent le long du myotube puis migrent 

vers la périphérie des cellules (Cadot et al. 2015). La présence de noyaux centraux dans les 

fibres musculaires d’un muscle mature est un marqueur de régénération musculaire normale 

ou pathologique, mais leur présence est également retrouvée dans des myopathies en 

absence de régénération comme la myopathie centronucléaire. 

Le muscle squelettique possède une grande capacité de régénération. Suite à une lésion 

musculaire, l’inflammation se met en place. Les cellules neutrophiles vont envahir le muscle 

abimé, remplacées ensuite par les macrophages phagocytaires (M1) puis par les macrophages 

non phagocytaires (M2) (Tidball and Villalta 2010). Ces cellules vont avoir pour rôle de 
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dégrader les débris cellulaires mais également d’activer les cellules satellites grâce à la 

sécrétion de cytokines dont le Facteur de Nécrose Tumorale α (TNFα) et les Interleukines IL-6 

et IL-1 (Tidball and Villalta 2010). Ces cytokines induisent l’expression des facteurs de 

transcription MyoD et Myogenic Factor 5 (Myf5) par les cellules satellites, enclenchant leur 

activation et leur prolifération en un grand nombre de cellules myogéniques (Tidball and 

Villalta 2010). Elles vont également induire l’expression de myogénine, qui permettra ensuite 

la fusion cellulaire afin de former des myotubes. Les myoblastes nouvellement formés 

fusionnent ensuite, soit avec les fibres endommagées pour réparer la lésion, soit entre eux 

pour créer de nouvelles fibres musculaires. 

 

 

Figure 3: Différenciation musculaire et marqueurs cellulaires des différentes étapes de la différenciation.  

Les cellules satellites, caractérisées par l’expression de Pax7, ont la capacité de s’auto-renouveler ou de s’activer, 

et sont alors caractérisées par l’expression des protéines MyoD, Myf5 et Pax7. Les cellules satellites activées 

peuvent sortir du cycle cellulaire pour devenir des myocytes, caractérisés par l’expression des protéines MyoD et 

Myogénine. Les myocytes peuvent fusionner et se différencier en myotubes, alors caractérisés par l’expression 

des protéines Myogénine et MRF4, puis devenir des fibres musculaires, dont les noyaux sont localisés à la 

périphérie. Adapté de Tidball et al. 2014 

 

3) Types de fibres 

 

Le muscle squelettique est composé de 3 types de fibres musculaires, dont le pourcentage 

varie selon le muscle et l’individu (Schiaffino 2010).  

Les fibres de type I ou à contraction lente sont des fibres de petit diamètre qui sont très 

vascularisées. Ces fibres contiennent de nombreuses mitochondries et peu de glycogène. Leur 

métabolisme est oxydatif. Elles sont essentiellement utilisées pour des exercices peu puissants 

et prolongés comme le maintien de la posture (Rivera-Brown and Frontera 2012; Schiaffino 

2010).  

Myf5+
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Les fibres de type IIb ou à contraction rapide sont de plus grand diamètre et peu vascularisées. 

Contrairement aux fibres de type I, elles sont pauvres en mitochondries et riches en glycogène. 

Leur métabolisme est glycolytique. Ces fibres sont très fatigables mais très puissantes et 

sollicitées lors d’exercices brefs mais intenses. 

Les fibres de type IIa, sont des fibres intermédiaires. Elles ont un diamètre moyen et leur 

métabolisme est oxydatif et glycolytique. Elles sont utilisées pour des exercices d’intensité 

modérée. 

Le rapport fibres lentes/fibres rapides peut évoluer en fonction de l’entrainement sportif. Un 

entrainement d’endurance pourra faire évoluer les fibres IIa vers des fibres lentes. Au 

contraire un entrainement plus court mais intense fera évoluer les fibres IIa vers des fibres 

rapides. 

L’identification des différents types de fibres sur une coupe musculaire peut se faire par 

immunofluorescence en marquant les différents isoformes de myosines. La chaine lourde 1β 

de la myosine est utilisée pour marquer les fibres de type I, la chaine lourde 2a pour marquer 

les fibres de type IIa et la chaine lourde 2b pour marquer les fibres de types IIB (Canepari et 

al. 2010). 
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II. Les dystrophies musculaires de Duchenne et Becker 

 

Les Dystrophies Musculaires de Duchenne (DMD) et Becker (BMD) sont des maladies 

génétiques causées par des mutations du gène DMD situé sur le chromosome X et codant la 

dystrophine, une protéine située sur la face cytoplasmique de la membrane des cellules 

musculaires. La DMD est caractérisée par une absence totale de dystrophine, tandis que la 

BMD résulte d’une absence partielle de la dystrophine, ou de la présence d’une dystrophine 

moins fonctionnelle. La DMD touche un garçon sur 3300 à la naissance en Europe et la BMD 

un garçon sur 18 000 à 31 000 (OrphaNet 2019).  

La DMD a été décrite pour la première fois par le Dr Guillaume Duchenne de Boulogne en 1868 

(Duchenne GBA. Recherches sur la paralysie musculaire pseudohypertrophique ou paralysie 

myo-sclerosique) où il décrivit une maladie entrainant une faiblesse progressive des membres 

inférieurs accompagnée par leur hypertrophie puis atrophie. Le Dr Gowers a également décrit 

de nombreux cas de la maladie et donna son nom à un signe caractéristique de la DMD, le 

signe de Gowers (Figure 4), correspondant à la manière dont les patients s’aident de leur bras 

pour se relever du sol (Gowers 1879). Il décrivit aussi un faible taux de femmes atteintes et 

une transmission qui se fait de la mère au fils. Ce mode de transmission, aujourd’hui connu, 

correspond à celui des maladies génétiques récessives liées au chromosome X.  

 

 

 

Figure 4 : Représentation de la manière dont les patients DMD s’aident de leurs bras pour se relever du sol 

par le Dr Gowers. 

W.R Gowers, 1879 
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1) Signes cliniques 

 

La DMD se manifeste vers l’âge de 3 à 5 ans par un déficit locomoteur entrainant des chutes 

fréquentes et des difficultés à se relever du sol. On peut également observer un retard global 

de développement locomoteur et un taux élevé de créatine kinase ou des transaminases 

hépatiques dans le sang. Les enfants présentent une hypertrophie des mollets. La faiblesse 

musculaire touche d’abord les muscles inférieurs, entrainant des difficultés à courir et monter 

les escaliers. La perte de la marche survient en moyenne à l’âge de 9 ans. Elle touche ensuite 

les muscles des épaules et des bras, puis les muscles de la posture, entrainant une forte 

scoliose (Yiu and Kornberg 2015). Les muscles respiratoires sont également atteints au cours 

de l’adolescence (Waldrop and Flanigan 2019), ce qui est accentué par la déformation de la 

colonne vertébrale. L’atteinte cardiaque est l’une des complications majeures de la maladie. 

Enfin, on observe une atteinte des muscles du tube digestif associée à des troubles du transit 

intestinal, accentuée par l’immobilisation et le manque de verticalisation. Certains patients 

présentent également un retard de langage, des troubles appartenant au spectre de l’autisme, 

un défaut d’attention et environ un tiers des patients ont un QI inférieur à 70 (Banihani et al. 

2015). L’espérance de vie est de 20 à 30 ans et les malades décèdent généralement d’un arrêt 

respiratoire ou cardiaque.  

La BMD provoque une atteinte musculaire moins sévère et un phénotype variable entre les 

patients. L’atteinte musculaire se fait dans le même ordre d’apparition que pour la DMD mais 

elle est plus tardive. Une faiblesse du quadriceps femoris peut être le seul signe de la maladie. 

Lors de l’activité physique, les crampes et contractures sont fréquentes. Enfin, la perte de la 

marche survient généralement après l’âge de 16 ans et certains individus sont encore 

ambulants après 30 ou 40 ans (Darras et al. 2000).  

Le diagnostic des deux formes de la maladie se fait grâce aux signes cliniques cités plus haut, 

par un taux élevé de créatine kinase dans le sang, un marquage anormal de la dystrophine sur 

des biopsies musculaires et enfin un test génétique afin d’identifier la mutation (Waldrop and 

Flanigan 2019). 
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2) Le gène DMD 

 

Le gène DMD, découvert en 1986 (Monaco et al. 1986), code la protéine dystrophine (Hoffman 

et al. 1987). Ce gène est localisé sur le chromosome X, au locus Xp21. Sa présence sur le 

chromosome X explique que la DMD touche très majoritairement des hommes, même si de 

rares cas de femmes atteintes de DMD ont été recensés. Les cas de femmes atteintes ont pour 

cause une activation non aléatoire du chromosome X, un seul chromosome X (syndrome de 

Turner), une disomie uniparentale du chromosome X ou hétérozygotie composite de deux 

variants du gène DMD (Darras et al. 2000). 

Le gène DMD est le plus grand du génome humain avec 2,6 millions de paires de bases et 79 

exons (Figure 5). Les mutations à l’origine de la DMD sont des mutations non-sens ou 

provoquant un décalage du cadre de lecture et l’apparition d’un codon stop prématuré. Pour 

la DMD, 68% des mutations sont de larges délétions (supérieures à un exon), 11% de larges 

duplications (supérieures à un exon), 11% sont des mutations ponctuelles, 5% des petites 

délétions (inférieures à un exon), 3% des mutations affectant les sites d’épissage et 2% sont 

des petites insertions (inférieures à un exon) (TREAT-NMD DMD Global database). L’un des 

« hot-spot » de mutations se situe entre les exons 45 et 55 et comprend 66% des larges 

délétions et 15% des larges duplications. 

 

Figure 5 : Représentation du gène DMD et ses 79 exons. 

Les flèches rouges représentent les promoteurs spécifiques des différents isoformes. En noir sont représentés les 

différents domaines de la protéine : CH1 et CH2 (Calponin Homology) correspondent au domaine de liaison à 

l’actine, H1, 2, 3 et 4 représentent les ponts riches en proline, R1 à 24 représentent les 24 répétitions de spectrine, 

EFH1 et 2 (EF-hand-like) représentent le domaine riche en cystéines et C term représente le domaine C-terminal 

(Provient de edystrophin.genouest.org). 
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3) Les protéines dystrophines 

 

Le gène DMD code plusieurs isoformes de la dystrophine nommées par leur poids 

moléculaires (Dp427, Dp260, Dp140, Dp116, Dp71 et Dp40) résultant de promoteurs 

alternatifs (Figure 6). 

 

Figure 6: Représentation des différentes isoformes de la dystrophine.  

Excepté la Dp40, toutes les isoformes de la dystrophine contiennent le domaine riche en cystéine (en bleu clair) 

et le domaine C-terminal (en bleu foncé). La taille du domaine central et le nombre de répétitions de spectrines 

(en gris) varie entre les isoformes allant de 24 pour la Dp427 à aucune pour les Dp71 et Dp40. Enfin, seule la 

Dp427 contient le domaine N-terminal de liaison à l’actine (en vert). Adapté de 

www.umd.be/DMD/W_DMD/protein_FR.html 

 

a. La Dp427 

 

Les trois isoformes de la Dp427 sont issues de la transcription des 79 exons à partir de 3 

promoteurs distincts et comportent chacune un exon 1 spécifique. Il s’agit de la Dp427m 

exprimée majoritairement dans le muscle strié mais aussi dans les cellules gliales, la Dp427c 

exprimée dans l’hippocampe et les neurones corticaux (Chelly et al. 1990) et enfin la Dp427p 

exprimée dans les cellules de Purkinje du cervelet (Holder et al. 1996). 

La Dp427m est la principale isoforme musculaire de la dystrophine. Exprimée majoritairement 

dans le muscle, elle est localisée sur la face interne du sarcolemme. C’est une protéine de 427 

kDa composée de 4 domaines principaux : un domaine N-terminal de liaison à l’actine, une 

région centrale, un domaine riche en cystéines et un domaine C-terminal (Allen et al. 2016) 

(Figure 7). Le domaine de liaison à l’actine (ADB) permet la liaison avec l’actine filamentaire 

Domaine de 
liaison à l’actine

Domaine central
Domaine riche 

en cystéines
Domaine 
C-terminal

http://www.umd.be/DMD/W_DMD/protein_FR.html
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(Way et al. 1992) mais aussi la liaison aux filaments intermédiaires contenant de la kératine 

19 (Stone et al. 2005). Le domaine central est composé de 24 répétitions de spectrines, 

interrompues en 4 points par des séquences riches en prolines permettant de donner une 

flexibilité à la protéine. Ce domaine central comporte deux sites de fixation aux lipides 

membranaires, LBD1 et LBD2 (Legardinier et al. 2009), un site de fixation à la protéine 

Partitioning-defective 1b (PAR-1B) (Yamashita et al. 2010), des sites de liaison de faible affinité 

à l’actine, un site de fixation aux microtubules (Prins et al. 2009), un site de fixation à la 

synémine (Bhosle et al. 2006), permettant de lier les filaments intermédiaires, ainsi qu’un site 

de fixation à la Neuronale Nitrique Oxyde Synthase (nNOS) (Lai et al. 2009). Le domaine riche 

en cystéines possède un site de fixation au β-dystroglycane (DBD) qui par sa liaison à l’α-

dystroglycane permet l’interaction avec la matrice extracellulaire via la laminine (Figure 8) et 

un site de fixation à l’ankyrine B (AnkB) qui permet la liaison au sarcomère par l’intermédiaire 

de l’obscurine (Randazzo et al. 2013). Enfin, la région C-terminale possède des sites de fixation 

aux syntrophines (SBS) (Newey et al. 2000), qui lient également nNOS et sont essentielles à sa 

localisation sarcolemmale, et un site de fixation à la dystrobrevine (Sadoulet-Puccio et al. 

1997) qui interagit avec les sarcoglycanes α, β, ɣ et δ et la dysbindine. Les sarcoglycanes, par 

l’intermédiaire du biglycane, lie un autre composant de la matrice extracellulaire, le collagène 

VI. L’ensemble de ces protéines membranaires forment le Dystrophin-associated protein 

complex (DAPC, Figure 8) qui permet de faire le lien entre la matrice extracellulaire et le 

cytosquelette ainsi que la protection et stabilisation structurale du sarcolemme au cours de la 

contraction musculaire. 

 

 

Figure 7: Représentation de la protéine Dystrophine et de ses domaines d'interactions avec les autres protéines 

du DAPC. 

 ABD: Domaine de liaison à l'actine; DBD: Domaine de liaison au β-Dystroglycane; SBS: Domaine de liaison à la 

syntrophine; CC: Domaine en hélice  permettant la liaison à la α-dystrobrevine. Les nombres indiqués sur la 

protéine représentée en orange correspondent aux numéros de répétitions de spectrines. Les numéros indiqués 

en noir sous la représentation du gène DMD correspondent aux numéros des exons. Allen et al. 2016 
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Figure 8: Représentation du complexe DAPC et des interactions de ses différents composants.  

ABD : Domaine de liaison à l’actine ; DBD : Domaine de liaison au β-Dystroglycane ; SBS: Domaine de liaison à la 

syntrophine; CC: Domaine en hélice  permettant la liaison à la α-dystrobrevine ; Syn : syntrophine ; SSPN : 

Sarcospane. Adapté de Allen et al., 2016 

 

b. La Dp260 

 

La Dp260, démarrant à l’exon 30, est exprimée au niveau de la couche plexiforme externe de 

la rétine (D'Souza et al. 1995). Son absence provoque des anomalies de la neurotransmission. 

Elle a aussi été mise en évidence dans le cerveau et les intestins (Tokarz et al. 1998). 

 

c. La Dp140 

 

La Dp140, démarrant à l’exon 45, est exprimée dans les cellules gliales du système nerveux 

central. Il existe des corrélations entre l’absence de la protéine Dp140 chez les patients DMD 

et la présence de problèmes cognitifs (Chamova et al. 2013). Elle semble être principalement 

exprimée au stade fœtal (Morris et al. 1995). 

 

d. La Dp116 

 

La Dp116, démarrant à l’exon 56, est exprimée dans le nerf périphérique au niveau des cellules 

de Schwann (Byers et al. 1993) où elle permet la formation d’un complexe DAPC (Matsuo et 

al. 2017). Son expression dans la souris dKO, un modèle animal de la DMD (voir II)5)b) La souris 

Dysbindin
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dKO), permet une augmentation de la survie et la restauration de la masse musculaire et de 

la force mais ne permet pas d’améliorer l’histopathologie du muscle ou d’arrêter les cycles de 

nécrose et régénération (Judge et al. 2011).  

 

e. La Dp71 

 

La Dp71, démarrant à l’exon 63, est une protéine ubiquitaire. Cette protéine ne contient pas 

le domaine C-terminal de liaison à l’actine ni le domaine central mais possède une séquence 

N-terminale unique permettant de créer un nouveau site de fixation à l’actine (Tadayoni et al. 

2012). Dans les cellules musculaires, la Dp71 est exprimée au cours de la myogenèse et 

participe au remodelage du cytosquelette (Howard et al. 1999). Dans les fibres musculaires 

matures, son expression est abolie afin de permettre à la Dp427 d’être le produit principal du 

gène DMD et d’éviter la compétition entre les deux isoformes pour les sites de liaisons avec 

les protéines du DAPC. Il a en effet été montré que la surexpression transgénique de la Dp71 

dans une souris saine entraine l’apparition d’un phénotype dystrophique (Leibovitz et al. 

2002). La Dp71 est aussi le produit majeur des dystrophines dans le système nerveux central 

où elle est exprimée dans les neurones et les cellules gliales. Elle y participe à la formation du 

complexe DAPC qui permet le maintien des protéines impliquées dans la stabilisation de la 

membrane et les signaux transmembranaires. De plus, la perte congénitale de la Dp71 

provoque une altération de l’organisation et de la maturation des synapses (Tadayoni et al. 

2012). Dans les cellules de Müller de la rétine, la Dp71 interagit avec des protéines du DAPC 

mais aussi les canaux aquaporin-4 (AQP4) et rectifying potassium channels (Kir4.1) et son 

absence dans un modèle murin n’exprimant pas la Dp71, provoque une altération de leur 

distribution dans les cellules de Müller (Fort et al. 2008). La Dp71 joue aussi un rôle dans la 

division cellulaire, où elle permet la liaison entre le β-dystroglycane et la lamine B1 aux pôles 

des fuseaux mitotiques (Villarreal-Silva et al. 2011).  

 

f. La Dp40 

 

La Dp40 possède la même séquence N-terminale que la Dp71 mais a un codon stop au niveau 

de l’exon 69 et ne possède donc pas la région C-terminale commune à toutes les autres 

isoformes de la dystrophine. Elle est exprimée dans les neurones de l’hippocampe et semble 
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être impliquée dans les fonctions synaptiques et dentritiques mais reste pour le moment peu 

connue (Fujimoto et al. 2014; Tozawa et al. 2012).  

 

4) Conséquences de l’absence de dystrophine dans le muscle DMD 

 

Dans les cellules musculaires, l’absence de dystrophine provoque une disparition du DAPC 

causant la fragilité des fibres musculaires. Ces fibres subissent des cycles de nécrose (c’est-à-

dire leur dégénérescence prématurée) et régénération entrainant l’apparition de noyaux 

centraux (alors qu’ils sont normalement situés à la périphérie des fibres) et une grande 

hétérogénéité de taille entre les fibres. À terme, le pool de cellules souches s’atténue et les 

fibres musculaires sont remplacées par du tissu adipeux ou fibreux (Figure 9).  

 

 

 

 

 

 

 

 

a. Augmentation de Ca2+ intracellulaire 

 

Le Ca2+ est nécessaire au couplage excitation-contraction mais sert également de molécule de 

signalisation. Afin de permettre la contraction musculaire, le calcium est stocké dans le 

réticulum sarcoplasmique pour pouvoir être relargué rapidement dans le sarcoplasme en 

réponse à un signal nerveux. La concentration basale de calcium dans les fibres musculaires 

DMD est beaucoup plus élevée que dans les fibres musculaires saines. Cette concentration 

élevée est liée à des dérégulations des canaux calciques. En effet, une augmentation de 

l’activité des canaux calciques a été montrée dans les biopsies humaines de patients DMD et 

Figure 9: Histologie du muscle d'un individu sain (à gauche) et d'un patient DMD (à droite) en marquage 

hématoxyline et éosine.  

Sur la coupe du muscle sain, on peut observer que les fibres sont de tailles homogènes et jointives. Sur la 

coupe du muscle DMD, les fibres sont de taille hétérogène et on observe l’infiltration de cellules 

mononucléées (noyaux en violet) ainsi que la fibrose présente entre les fibres. McGreevy, 2015 
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dans les fibres musculaires de souris mdx, un modèle animal de la DMD (Fong et al. 1990). 

Plus récemment il a été montré que les canaux calciques appartenant à la famille TRPC 

(Transient receptor potential cation channels) sont également responsables de l’élévation du 

Ca2+ (Vandebrouck et al. 2002) et que la surexpression seule du canal calcique TRPC3 suffit à 

induire une dystrophie musculaire chez la souris mdx (Millay et al. 2009). En plus le récepteur 

à la ryanodine (Ryr1), un canal calcique du réticulum sarcoplasmique responsable du relargage 

du calcium dans le cytoplasme, est hypernitrosylé dans les cellules musculaires DMD. La 

nitrosylation de Ryr1, prive le complexe Ryr1 de sa sous-unité stabilisatrice, la calstabine, ce 

qui le déstabilise et rend le canal calcique fuyant (Aracena et al. 2005; Bellinger et al. 2009). 

Le Ca2+ normalement localisé dans le réticulum sarcoplasmique se retrouve alors dans le 

cytoplasme. Chez le chien GRMD, un modèle animal de la DMD (voir II) 5) c) Le chien GRMD), 

la restauration de la dystrophine permet la diminution de la nitrosylation de Ryr1 et la 

stabilisation du complexe Ryr1 avec la calstabine (Gentil et al. 2016). 

L’augmentation du Ca2+ intracellulaire provoque une augmentation de la protéolyse par 

l’activation de la calpaïne (Alderton and Steinhardt, 2000), une activation de la voie NF-κB 

(Nuclear factor-κB) entrainant l’expression de la iNOS (Inducible Nitric-oxide Synthase) 

(Altamirano et al. 2012) et une accumulation du Ca2+ mitochondrial (Gaglianone et al. 2019) 

qui provoque un relargage de cytochrome C et donc l’apoptose des cellules (Basset et al. 

2006). 

 

b. Dérégulations des oxydes nitriques  

 

Les oxydes nitriques (NO) sont des molécules de signalisations importantes dans les cellules 

musculaires et sont produits par des enzymes appelées Nitrique Oxyde Synthase (NOS). Dans 

le muscle, le NO régule l’internalisation du glucose, la vasodilatation des vaisseaux lors de la 

contraction musculaire, le maintien de la fonction mitochondriale et module le couplage 

excitation-contraction en agissant sur Ryr1. Dans les cellules musculaires DMD, une 

augmentation de la concentration d’oxyde nitrique cytoplasmique est observée. Cette 

augmentation est due à deux mécanismes : la délocalisation de la nNOS qui, normalement 

située au niveau du sarcolemme grâce à sa liaison à la dystrophine, se retrouve au niveau 

cytoplasmique et va y produire du NO (Kobayashi et al. 2008) et l’activation de la iNOS par la 

voie NF-κB (Adams et al. 2002; Altamirano et al. 2012) qui est elle-même activée par 
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l’augmentation du Ca2+ dans les fibres musculaires DMD. Chez le chien GRMD, la restauration 

de la dystrophine permet la relocalisation de la nNOS au sarcolemme, la diminution de 

l’expression de la iNOS et la diminution du NO cytosolique (Gentil et al. 2016). 

 

c. Infiltration de fibrose et de tissu adipeux 

 

La fibrose correspond au remplacement d’un tissu ou d’un organe par un tissu fibreux tel que 

le tissu conjonctif. Dans la DMD, le tissu musculaire est en partie remplacé par du tissu fibreux 

et adipeux lors de la régénération. L’apparition de fibrose est en partie due à la cytokine 

Transforming growth factor-beta 1 (TGFβ1) qui joue un rôle dans l’inhibition de l’inflammation 

et la promotion de la réparation tissulaire et de la fibrose. En effet, cette cytokine est 

surexprimée dans le muscle des patients DMD et des souris mdx (Ishitobi et al. 2000; Zhou et 

al. 2006) et l’injection intramusculaire de myoblastes surexprimant TGFβ1 entraine 

l’apparition de fibrose et la différenciation de cellules myogéniques en cellules 

myofibroblastiques (Li et al. 2004). La myostatine, également surexprimée dans les cellules 

musculaires issues de patients DMD (Zanotti et al. 2007), joue aussi un rôle dans la promotion 

de la fibrose. En effet, elle stimule la production de matrice extracellulaire et la prolifération 

des fibroblastes (Li et al. 2008). Son inhibition dans le muscle des souris mdx provoque une 

diminution de la fibrose et une augmentation de la masse et de la force musculaire (Wagner 

et al. 2002). Le tissu adipeux et fibreux provient d’une population de progéniteurs fibro-

adipeux (FAPs) résidents entre les fibres musculaires (Joe et al. 2010). Dans le cas d’une 

blessure, les FAPs prolifèrent et interagissent avec les myoblastes pour la promotion de la 

régénération puis retournent à un état indifférencié. Lors d’une dégénérescence musculaire 

comme dans la DMD, les FAPs prolifèrent et se différencient pour former un tissu fibro-

adipeux (Rodeheffer 2010). 

 

d. Infiltration de cellules immunitaires 

 

Les muscles DMD sont infiltrés de cellules immunitaires, à l’origine d’un mécanisme 

inflammatoire aggravant la pathologie. Les principales cellules présentent dans le muscle 

dystrophique sont les lymphocytes T CD4 et CD8, les macrophages et les mastocytes 

(Kastenschmidt et al. 2018). Les lymphocytes T sont responsables de la lyse des cellules 
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musculaires par la production de perforine, une enzyme cytolytique, et de Fas-L, une protéine 

provoquant l’apoptose des cellules lors de sa liaison à son récepteur FAS. Ainsi, la déplétion 

des lymphocytes CD4 et CD8 par anticorps permet l’amélioration du phénotype dystrophique 

(Spencer et al. 2001). Les mastocytes participent à la nécrose musculaire par la libération de 

leurs granules (Gorospe et al. 1994). Deux populations de macrophages sont présentes dans 

le muscle dystrophique. Les macrophages de type M1 qui produisent des cytokines pro-

inflammatoires et provoquent la lyse des cellules, et les macrophages de type M2 qui 

augmentent la réparation tissulaire en stimulant les cellules satellites (Villalta et al. 2009). Les 

neutrophiles sont également présents et leur déplétion dans la souris mdx contribue à 

l’amélioration de leur phénotype avec une réduction de la nécrose (Hodgetts et al. 2006). 

 

e. Désorganisations intracellulaires 

 

 Désorganisation du réseau microtubulaire 

 

Par l’intermédiaire des dynéines et 

kynésines, les microtubules permettent 

le transport de protéines, vésicules, 

organelles et ARNm dans la cellule. La 

dystrophine permet la liaison et la 

stabilisation des microtubules 

costamériques au niveau du 

sarcolemme (Prins et al. 2009). Dans les 

fibres musculaires saines, les 

microtubules sont organisés en une 

matrice de microtubules longitudinaux 

et transversaux. Dans les fibres 

musculaires de souris mdx, l’absence de dystrophine provoque une désorganisation du réseau 

microtubulaire, avec une densification des microtubules longitudinaux et une perte des 

microtubules transversaux (Belanto et al. 2014; Percival et al. 2007; Prins et al. 2009) (Figure 

10). Une surexpression des tubulines α et β qui composent les microtubules est également 

observée (Prins et al. 2009). L’expression d’une microdystrophine (voir Chapitre II) 6) 

Figure 10: Organisation des microtubules dans des fibres isolées 

de souris sauvages et mdx.  

La tubuline est marquée en vert et le DAPI marque les noyaux en 

bleu. Belanto et al. 2016 
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microdystrophine) dans le muscle des souris mdx permet la réorganisation du réseau 

microtubulaire (Belanto et al. 2014; Nelson et al. 2018; Percival et al. 2007). L’organisation des 

microtubules n’a cependant jamais été étudiée dans le muscle de patients DMD. 

 

 Désorganisation du complexe Golgien 

 

L’appareil de Golgi est le site majeur de modification et de transfert des protéines. Dans les 

fibres musculaires, les complexes Golgiens sont organisés en groupe de deux ou plus, alignés 

le long de l’axe de la fibre ainsi qu’aux pôles des noyaux. Ils sont essentiellement localisés à la 

surface des fibres mais on en retrouve aussi à l’intérieur (Percival et al. 2007). De plus, les 

complexes Golgiens sont localisés aux zones d’intersection des microtubules et ont été décrits 

comme permettant leur nucléation (Oddoux et al. 2013). Dans les fibres musculaires des souris 

mdx, la localisation et la morphologie des complexes Golgiens sont anormales. Ils sont alors 

principalement retrouvés dans l’espace situé entre les noyaux centraux et très peu aux pôles 

des noyaux localisés à la surface. Cette désorganisation est retrouvée dans les fibres 

musculaires des souris mdx adultes mais aucune désorganisation n’a été observée sur des 

fibres musculaires de souris mdx jeunes, prélevées avant le début de la phase de nécrose et 

régénération. La désorganisation du complexe Golgien semble donc être due aux cycles de 

nécrose et régénération mais également à la désorganisation du réseau microtubulaire, due à 

l’absence de dystrophine. En effet, l’expression d’une microdystrophine dans le muscle des 

souris mdx permettant la restauration de l’organisation du réseau microtubulaire, permet la 

restauration de l’organisation des complexes Golgiens (Percival et al. 2007). Cette 

désorganisation n’a pour le moment été observée que chez la souris mdx. 

 

 Altération de l’autophagie 

 

L’homéostasie cellulaire dépend entre autres des mécanismes de synthèse et de dégradation 

des protéines. La dégradation se fait par deux mécanismes différents. Soit les protéines sont 

ubiquitinylées et dégradées par le protéasome, soit elles sont dégradées par la voie 

lysosomale. L’autophagie est une voie de dégradation médiée par des vésicules issues de 

fusion entre un autophagosome et un lysosome (autolysosome) (voir Chapitre IV)2)d) Voie de 

dégradation). Une augmentation du nombre d’agrégats protéiques et de protéines 
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ubiquitinylées a été observée dans les cellules musculaires de patients DMD. De plus, un 

nombre anormalement élevé d’autophagosomes a été observé dans ces cellules, ce qui 

semble être dû à un défaut de maturation des autophagosomes en autolysosomes (Wattin et 

al. 2018). En effet, l’autophagie est aussi altérée dans le muscle de la souris mdx et du chien 

GRMD (De Palma et al. 2012; Pal et al. 2014; Spaulding et al. 2018; Stoughton et al. 2018). 

Cette altération a été décrite comme liée au stress oxydatif présent dans les cellules 

musculaires DMD, notamment créé par la protéine NADPH oxydase 2 (Nox2) (Pal et al. 2014). 

Dans les fibres musculaires de souris mdx, Nox2 et le stress oxydatif qui lui est associé sont 

augmentés. Cette augmentation provoque une diminution du nombre de lysosomes, un 

dysfonctionnement de la formation des autolysosomes et une diminution de l’autophagie. Il 

a également été montré que l’inhibition de Nox2 provoque une inhibition du stress oxydatif 

et une restauration du nombre de lysosomes et de l’autophagie (Pal et al. 2014). Une sécrétion 

aberrante de microvésicules contenant la protéine lysosomal-associated membrane protein 1 

(LAMP1), un marqueur lysosomal, a également été montrée chez la souris mdx (Duguez et al. 

2013). La restauration de la dystrophine par saut d’exon (voir Chapitre II) 6) saut d’exon) dans 

les cellules musculaires de souris mdx permet la diminution de la sécrétion des vésicules 

LAMP1. 

 

5) Modèles animaux de la DMD 

 

a. La souris mdx 

 

Plusieurs lignées de souris possédant une mutation dans le gène Dmd existent. La souris mdx 

est le modèle animal de la DMD utilisé dans notre laboratoire. Elle possède une mutation non-

sens dans l’exon 23 provoquant l’absence totale d’expression de dystrophine (Sicinski et al. 

1989). Elle a été découverte dans les années 1980 dans une colonie de souris C57BL/10ScSn 

ayant un taux élevé de créatine kinase et une histologie montrant des signes évidents de 

myopathie (Bulfield et al. 1984). La souris mdx a un phénotype peu sévère avec une réduction 

de l’espérance de vie de seulement 25% comparée à une souris wild type (WT) contre 75% 

chez l’Homme (Figure 11) (McGreevy et al. 2015). Durant ses deux premières semaines de vie, 

les muscles de la souris mdx sont comparables à des muscles d’une souris WT. Dès 3 semaines, 

les muscles vont subir des cycles de nécrose et régénération et les muscles des membres 
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postérieurs vont devenir hypertrophiques. Les souris mdx ne subissent pas de perte 

musculaire, scoliose ou problèmes cardiaques. Seul le diaphragme subit une dégradation 

progressive. Le phénotype peu sévère de la souris mdx est en partie dû à la surexpression de 

l’utrophine, une protéine analogue de la dystrophine, qui est capable de lier l’actine et le β-

dystroglycane mais ne lie pas les microtubules (Belanto et al. 2014). Sa surexpression permet 

donc de compenser en partie la perte de la dystrophine.  

 

b. La souris dKO 

 

Afin d’obtenir une souris dystrophique dont le phénotype est plus semblable à celui de 

l’homme, la souris mdx a été croisée avec une souris portant une mutation dans le gène de 

l’utrophine (Deconinck et al. 1997). Cette souris double-knockout (dKO) a un phénotype 

beaucoup plus sévère que la souris mdx. Son espérance de vie est réduite de 85% par rapport 

à une souris WT, elles sont beaucoup plus petites et présentent une forte cyphose (McGreevy 

et al. 2015). Rapidement, ces souris vont perdre leur mobilité et subir des déficiences 

respiratoires et cardiaques. 

 

c. Le chien GRMD 

 

De nombreux chiens portant une mutation spontanée dans le gène DMD ont été recensés 

mais le plus étudié est le chien Golden Retriever Muscular Dystrophy (GRMD) qui a été 

identifié pour la première fois en 1992 (Sharp et al. 1992). Le chien GRMD porte une mutation 

dans l’intron 6 du gène DMD, provoquant un nouveau site accepteur d’épissage, le saut de 

l’exon 7 et le décalage du cadre de lecture. Le chien GRMD présente un phénotype plus proche 

de l’homme avec une dégénérescence musculaire progressive, une atteinte cardiaque et 

respiratoire et une atrophie et faiblesse musculaire (Yu et al. 2015). Son espérance de vie est 

réduite de 75% par rapport à un chien sain (McGreevy et al. 2015). 

 

d. Le rat Dmdmdx 

 

Le rat Dmdmdx a été généré grâce à un outil Transcription Activator-Like Effector Nuclease 

(TALEN) ciblant l’exon 23 injecté dans un zygote. La mutation du rat Dmdmdx est donc 
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comparable à celle de la souris mdx (Larcher et al. 2014). Ce modèle animal, comparé à la 

souris mdx, a un phénotype beaucoup plus proche de l’homme. En effet, il présente une 

cardiomyopathie marquée, une fibrose et des infiltrations de tissus adipeux dans le muscle. 

Les fibres musculaires sont de tailles variables et centronucléées, avec la présence de fibres 

nécrotiques. Une perte de la masse et de la force musculaire sont aussi observées chez les rats 

Dmdmdx qui montrent également une activité spontanée plus faible que les rats contrôles dès 

l’âge de 3 mois (Larcher et al. 2014). 

Figure 11: Espérance de survie moyenne des patients DMD par rapport à la population, ainsi que des modèles 

animaux de la DMD par rapport aux contrôles associés.  

L’espérance de vie est exprimée en années (Yr, year) ou en mois (m, month). Adapté de McGreevy, 2015 

 

6) Pistes thérapeutiques pour la DMD 

 

a. Traitements actuels 

 

Sans traitement, l’espérance de vie des patients DMD est d’une vingtaine d’années. 

Actuellement, les traitements consistent principalement à soulager les symptômes mais ne 

traitent pas la cause de la maladie. Ils se composent d’un traitement pharmacologique ainsi 

que d’une prise en charge médicale pluridisciplinaire.  

 

 Traitements pharmacologiques 

 

Le traitement principal consiste en la prise de corticostéroïdes (prednisone ou déflazacort) dès 

un stade précoce de la maladie, entre 4 et 6 ans (Nascimento Osorio et al. 2018). La prise des 

corticostéroïdes permet de prolonger l’ambulation de 3 ans, de réduire l’atteinte cardio-

pulmonaire, de réduire le risque de scoliose et d’améliorer l’espérance de vie (Moxley et al. 
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2010). Cependant les corticostéroïdes présentent de nombreux effets secondaires comme la 

prise de poids allant jusqu’à l’obésité, un retard de croissance, un risque de cataracte, de 

l’hypertension, une baisse des défenses immunitaires et une ostéoporose avec une forte 

sensibilité aux fractures (Nascimento Osorio et al. 2018). Par rapport à la prednisone, le 

déflazacort entraine un plus faible risque de prise de poids mais un plus haut risque de 

cataracte. Pour cette raison, les patients ne présentant aucun signe de surpoids avant le début 

de la prise des corticostéroïdes sont traités au prednisone tandis que les patients présentant 

des signes de surpoids sont préférentiellement traités au déflazacort. En cas d’effets 

secondaires trop importants, un changement de corticostéroïdes peut être recommandé 

(Moxley et al. 2010). En complément des corticostéroïdes et afin de ralentir la progression de 

la cardiomyopathie, des bétabloquants ou des inhibiteurs de l'Enzyme de Conversion de 

l'Angiotensine (ACE) sont prescrits. En plus des inhibiteurs de l’ACE, un traitement à 

l’éplérénone, un antagoniste de l’aldostérone, permet d’atténuer le déclin de la fonction 

ventriculaire gauche et de préserver la fraction d’éjection (Crone and Mah 2018). 

 

 Prise en charge médicale 

 

Une prise en charge pluridisciplinaire des patients est essentielle. Des séances de 

kinésithérapie permettent l’étirement des muscles et la mise en place d’orthèses aident à 

maintenir la souplesse musculaire et à éviter les rétractions tendineuses. La chirurgie peut 

être indiquée pour contrer la rétraction du tendon d’Achille ou soigner la scoliose (Bushby et 

al. 2010). Enfin, une ventilation non invasive en pression positive (NIPPV) est recommandée 

pour les patients présentant des troubles respiratoires au cours du sommeil (Bushby et al. 

2010). Cette aide respiratoire peut également être continuée pendant la journée lorsque les 

patients présentent des signes d’hypoventilation ou d’hypercapnie. 

 

b. Traitements pharmacologiques en développement 

 

 Translecture du codon stop 

 

Afin de traiter les patients porteurs de mutations ponctuelles causant l’apparition d’un codon 

stop prématuré, l’utilisation de drogues capables d’augmenter la translecture de ces codons-
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stop par le ribosome, a été proposée. L’ataluren est une petite molécule développée par PTC 

Therapeutics permettant la translecture des codons-stop (Welch et al. 2007). Un essai clinique 

en phase II a montré une augmentation de l’expression de la dystrophine ainsi qu’une 

amélioration des signes cliniques des patients DMD (Bushby et al. 2014; Finkel et al. 2013). La 

phase III de cet essai clinique n’a pas montré de différence significative entre les patients 

traités à l’ataluren et les patients ayant reçu le placebo. Cependant, des analyses 

complémentaires ont montré que l’ataluren était efficace pour ralentir l’avancée de la maladie 

(Shimizu-Motohashi et al. 2019). Pour cette raison, ce médicament a reçu une autorisation 

provisoire de mise sur le marché par l’agence médicale européenne (EMA) en 2014. 

Concernant les Etats-Unis, la demande d’autorisation de mise sur le marché de l’ataluren a 

été refusée en 2016 par la Food and Drug Administration (FDA) pour cause d’efficacité non 

concluante (www.ir.ptcbio.com/static-files/1f6f5371-b50c-4298-951a-eb24331e8d75). Il y 

est cependant toujours testé en phase III d’un essai clinique.  

 

 Surexpression de l’utrophine 

 

L’utrophine est une protéine analogue à la dystrophine. Elle possède notamment les sites de 

liaison à l’actine et au β-dystroglycane mais n’est pas capable de lier les microtubules (Belanto 

et al. 2014). Au cours du développement, l’utrophine est exprimée dans le muscle fœtal. C’est 

seulement à la fin de la gestation que l’expression de l’utrophine diminue pour être remplacée 

par la dystrophine (Reinig et al. 2017). Sa surexpression dans les modèles animaux comme la 

souris mdx permet de compenser, en partie, l’absence de la dystrophine. De plus, la mutation 

du gène de l’utrophine dans la souris dKO provoque un phénotype beaucoup plus sévère et 

une espérance de vie beaucoup plus courte comparé à la souris mdx (voir II) 5) b) La souris 

dKO). Un autre modèle murin de la DMD, la souris transgénique Fiona-mdx, surexprime 

l’utrophine et montre une force supérieure à celle de la souris mdx (Belanto et al. 2014; Tinsley 

et al. 1998). L’expression d’utrophine est augmentée dans le muscle des patients DMD mais 

pas au point de permettre un bénéfice thérapeutique. L’Ezutromide, un composé capable 

d’augmenter son expression a été évalué en phase II d’un essai clinique mené par Summit 

Therapeutics. Aucun bénéfice n’ayant été observé après 48 semaines de traitement, le 

développement de ce composé a été arrêté (communiqué Summit Therapeutics). Dans 

l’optique de proposer aux patients un double traitement permettant à la fois la surexpression 
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de l’utrophine et l’expression de dystrophine, l’efficacité d’un traitement aux oligo-

nucléotides antisens, qui permettent de rétablir le cadre de lecture et donc l’expression de 

dystrophine (voir Chapitre II) 6) d) Saut d’exon thérapeutique), a été mesuré chez la souris 

Fiona-mdx. Ce traitement confère aux souris Fiona-mdx une force similaire aux souris 

contrôles et significativement plus élevée que celle des souris mdx ayant subis le même 

traitement (Guiraud et al. 2019). Ce résultat ouvre donc la voie à de potentielles nouvelles 

stratégies thérapeutiques combinant dystrophine et utrophine. 

 

c. Thérapie cellulaire 

 

La thérapie cellulaire pour la DMD consiste en la transplantation de cellules capables 

d’exprimer la dystrophine. Ces cellules proviennent soit de donneurs sains, soit sont des 

cellules autologues ayant subi une modification génétique ex vivo. La greffe de différents types 

cellulaires dans des modèles murins a été essayée, avec des cellules satellites, des myoblastes, 

des cellules souches embryonnaires, des iPS (induced pluripotent stem cells) ou des cellules 

mésenchymateuses (Shimizu-Motohashi et al. 2019). La transplantation de cellules satellites 

ou de myoblastes provenant d’un donneur sain présente un risque de rejet immunitaire des 

cellules transplantées tandis que l’utilisation de cellules autologues permet de diminuer ce 

risque mais nécessite le prélèvement de cellules du malade et leur modification génétique 

(Barthélémy and Wein 2018). Deux essais cliniques de transplantation de cellules musculaires 

provenant de donneurs sains ont été réalisés. Pour le dernier, 30.106 myoblastes ont été 

injectés dans une zone de 1 cm3 dans l’un des deux Tibialis Anterior de chaque patient et a 

montré la bonne intégration des cellules musculaires transplantées et l’expression de 

dystrophine dans la zone d’injection. Cependant, à la vue de la faible zone traitée, aucune 

étude fonctionnelle n’a été réalisée (Skuk et al. 2006; Skuk et al. 2004). Un autre essai clinique 

de transplantation de myoblastes provenant de donneurs sains est actuellement en cours et 

prévoit la réalisation de test de force (Clinicaltrial.gouv, NCT02196467). Cet essai consiste en 

l’injection d’une zone plus grande (jusqu’à 9cm3) dans le muscle Extensor Carpi Radialis du 

bras. L’injection intraveineuse de mésangioblastes allogéniques  a également été réalisée mais 

aucune amélioration fonctionnelle n’a été observée (Cossu et al. 2015). Des essais cliniques 

de greffe de cellules souches mésenchymateuses allogéniques et de cellules souches 
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autologues dérivées de la moelle osseuse sont également en cours (NCT02235844, 

NCT03067831). 

 

d. Thérapie génique 

 

La thérapie génique consiste en l’introduction d’acides nucléiques (ADN ou ARN) dans les 

cellules d’un organisme, afin de corriger un défaut génétique. Le défaut peut être corrigé en 

introduisant une copie saine du gène ou par l’introduction d’ARN capables de bloquer 

partiellement l’expression d’un gène muté.  

Les acides nucléiques peuvent être introduits chez le patient à l’aide d’un vecteur viral. Le 

vecteur viral de choix pour le traitement de la DMD est le virus adéno-associé (AAV pour 

Adeno-Associated Virus). Etant donné la très grande taille du gène DMD et la faible capacité 

d’encapsidation des vecteurs AAV (voir Chapitre III), la production de vecteurs AAV contenant 

le gène DMD ou son ADN complémentaire entier sont impossibles. D’autres stratégies 

permettant de restaurer l’expression de la dystrophine en utilisant l’AAV comme vecteur ont 

donc dû être imaginées.  

 

 Micro-dystrophine 

 

L’identification de patients BMD portant de larges mutations et ayant des phénotypes peu 

sévères à modérés, a suggéré que tous les domaines de la dystrophine ne sont pas 

indispensables à une dystrophine fonctionnelle. Afin de contrecarrer les problèmes de taille 

limitée dans les vecteurs AAV, différentes constructions de dystrophines tronquées mais 

fonctionnelles, appelées mini ou micro-dystrophines, ont été conçues. Les premières 

constructions d’AAV-microdystrophine efficaces ont été proposées en 2000 puis en 2002 

respectivement par les laboratoires des docteurs Xiao Xiao (Wang et al. 2000) et Jeffrey 

Chamberlain (Harper et al. 2002). Leurs travaux ont permis de mettre en évidence les 

domaines essentiels à une dystrophine fonctionnelle mais aussi le nombre de répétitions de 

spectrines et de régions charnières idéal, afin d’obtenir à la fois une protéine assez flexible et 

une taille totale du transgène assez restreinte pour ne pas gêner la production des vecteurs 

AAV. Ces constructions possédaient le domaine N-terminal, 4 à 5 répétitions de spectrines, 2 

à 3 régions charnières et le domaine riche en cystéines (Figure 7). Le Laboratoire du Pr George 
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Dickson optimisa ensuite les codons de la séquence ADN du transgène, afin de rendre son ARN 

plus stable et d’augmenter l’efficacité de transcription (Foster et al. 2008). Enfin, l‘équipe du 

Dr Dongsheng Duan ajouta les répétitions de spectrines 16 et 17 (Lai et al. 2009), permettant 

la fixation de la nNOS. Les vecteurs AAV-microdystrophine ont montré leur efficacité sur des 

modèles canins en injection locale (Shin et al. 2013) et systémique (Le Guiner et al. 2017). La 

microdystrophine utilisée sur le chien GRMD est la MD1 (Figure 12). Un premier essai clinique 

a démarré en 2006 au Nationwide Children’s Hospital de Columbus qui consistait en l’injection 

locale d’AAV2-microdystrophine dans l’un des biceps des patients. Cet essai a montré peu de 

résultats, probablement dû à la forte réponse immunitaire qu’a engendrée l’AAV dans ce 

premier essai (Bowles et al. 2012). Le transgène microdystrophine était sous le contrôle du 

promoteur ubiquitaire cytomegalovirus (CMV). Cet essai a montré l’importance d‘utiliser un 

AAV dont le sérotype est plus spécifique du muscle et moins immunogène ainsi que 

l’utilisation d’un promoteur muscle spécifique qui diminue la réponse immunitaire, évite 

l’expression non musculaire du transgène et favorise l’expression musculaire à long terme 

(Bowles et al. 2012). En 2017 et 2018, 3 nouveaux essais cliniques ont commencé aux Etats-

Unis et sont actuellement en cours. Ces 3 essais utilisent l’AAVrh74, un AAV très proche de 

l’AAV8 mais possédant une meilleure efficacité de transduction dans le muscle et le cœur 

après une injection systémique (Mendell et al. 2019) (pour Sarepta Therapeutics, 

NTC03375164), ou l’AAV9 (pour Solid Biosciences, NCT03368742 et Pfizer, NTC03362502) où 

le transgène microdystrophine est sous le contrôle d’un promoteur muscle spécifique (CK8 ou 

MHCK7). Chacun des 3 essais cliniques utilise une construction différente de microdystrophine 

(Figure 13). Les points communs entre les différentes microdystrophines sont la présence de 

Figure 12: Représentation de la protéine dystrophine entière et des 3 configurations de microdystrophines 

actuellement utilisées en essai clinique.  

N : région N-terminale ; R : répétitions de spectrines ; CR : domaine riche en cystéines ; C : région C-

terminale. Adapté de Dongsheng Duan et al. 2018 
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la région N-terminale (N), le domaine riche en cystéines (CR), les répétitions de spectrines 1 

et 24 (R1 et R24) et l’absence du domaine C-terminal. Seule la microdystrophine de l’essai 

clinique dirigé par Solid Biosciences contient les répétions de spectrines 16 et 17 (R16 et R17) 

capable de lier la nNOS. 

 

 Saut d’exon thérapeutique 

 

Afin de convertir une mutation décalant le cadre de lecture en mutation gardant le cadre de 

lecture, une stratégie de saut d’exons a été proposée. Celle-ci consiste à sauter les exons 

mutés et/ou adjacents à la mutation en utilisant des oligonucléotides anti-sens (AON), 

empêchant la reconnaissance des sites d’épissage de ces exons par la machinerie d’épissage 

(Figure 13). La protéine dystrophine résultante est donc plus courte mais fonctionnelle. Les 

séquences anti-sens sont à adapter en fonction de la mutation et des exons à sauter. Le saut 

de l’exon 51 permettrait de traiter 15% des patients tandis que le saut des exons 45 à 55 

permettrait d’en traiter 62%. Afin d’améliorer leur efficacité, les liaisons phosphorodiamidate 

des nucléotides sont remplacées par des liaisons phosphodiester et les oligonucléotides sont 

alors appelés PMO (Phosphoroamidate Morpholino Oligomers) ou un 2′-O-methyl a été ajouté 

et les oligonucléotides sont alors appelés 2’OMe (Goyenvalle et al. 2016).  

Après des résultats encourageants obtenus lors de la phase II/III d’un essai clinique, 

l’Eteplirsen, un PMO permettant un saut de l’exon 51, a été approuvé par la FDA en 2016 (Lim 

et al. 2017). Cette molécule ne permet cependant qu’une très faible expression de la protéine 

dystrophine avec seulement 0,22 à 0,32% d’expression comparée à celle d’un individu sain 

(Lim et al. 2017). L’amélioration des fonctions respiratoires a tout de même été observée chez 

les patients traités à l’Eteplirsen (Khan et al. 2019). D’autres essais cliniques sont en cours pour 

le saut des exons 45 (Casimersen, NCT02500381 et NCT03532542) ; 51 (SRP-5051, 

NCT03375255 et NCT03675126) et 53 (Golodirsen, NCT02310906, NCT02500381 et 

NCT03532542). 

Les principales limites des PMO sont leur faible efficacité dans le muscle cardiaque, leur faible 

pénétration cellulaire et leur élimination rapide de la circulation sanguine. Des problèmes de 

toxicité rénale ont également été observé lors d’essai clinique, notamment avec les 2’OMe 

(Echevarría et al. 2018). De plus, des injections répétées des PMO aux patients sont 

nécessaires (Shimizu-Motohashi et al. 2019). 
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Pour améliorer le transport et la pénétrance des AON, d’autres chimies ont été développées. 

Les Tricyclo-DNA Antisense Oligonucleotides (tcDNA) ont montré une plus grande efficacité 

dans tous les tissus, dont le cœur, par rapport aux PMO et 2’OMe dans la souris mdx 

(Goyenvalle et al. 2015). Par ailleurs, les PMO conjugués à des peptides, appelés PPMO 

(Peptide-Phosphoroamidate Morpholino Oligomers), ont montré leur efficacité dans le cœur 

d’un modèle canin de la DMD, le canine X-linked muscular dystrophy (Echigoya et al. 2017).  

 

Figure 13: Principe du traitement de la DMD par oligonucléotides anti-sens.  

Dans cet exemple, l'exon 50 est absent du gène DMD ce qui cause un décalage du cadre de lecture. Grâce à 

l'utilisation d'oligonucléotides antisens masquant le site accepteur d'épissage de l’exon 51, l’exon 51 n’est pas 

reconnu par le spliceosome et le cadre de lecture est rétabli. Adapté de Douglas AG et al. 2013 
 

Pour pérenniser l’action des oligonucléotides anti-sens et éviter des injections répétées, des 

AAV dont le transgène code les séquences anti-sens ont été produits. Afin d’être stables et 

localisées dans le noyau, ces séquences anti-sens ont été fusionnées avec des petits ARN 

nucléaires (snRNA) appelés snRNA-U7. Les snRNA-U7 sont normalement impliqués dans le 

processus de maturation du pré-ARNm de l’histone H3. Cette stratégie a été mise au point en 

1998 par le laboratoire du Dr Ryszard Kole qui a montré la possibilité d’utilisé les petits ARN 

nucléaires U7 pour le saut d’exon sur l’ARNm de la β-globine (Gorman et al. 1998) puis par le 

Dr Irene Bozzoni qui a montré l’efficacité du saut d’exon et la restauration de l’expression de 

dystrophine, in vitro, dans des myoblastes DMD (De Angelis et al. 2002). Des études 

précliniques réalisées chez des modèles murins de la DMD (Goyenvalle et al. 2009; Goyenvalle 

et al. 2004) et le chien GRMD (Le Guiner et al. 2014; Vulin et al. 2012) ont montré que cette 
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technique permettait la restauration de l’expression de la dystrophine ainsi qu’une 

augmentation de la force musculaire. L’une des limites de cette stratégie est la perte des 

génomes AAV, et donc de l’efficacité thérapeutique à long terme (Le Hir et al. 2013; Peccate 

et al. 2016). Chez la souris dKO, le nombre de génomes viraux chute drastiquement un an 

après l’injection d’AAV9-U7, entrainant une diminution du pourcentage de saut d’exon. Cette 

perte étant plus importante dans les muscles ayant le taux de saut d’exon le plus faible, il 

semblerait qu’elle soit corrélée au taux de restauration initial de la dystrophine (Le Hir et al. 

2013). La perte d’un bénéfice thérapeutique corrélée à la perte des génomes AAV a également 

été observée chez le chien GRMD traité par injection intramusculaire d’un AAV1-U7 (Vulin et 

al. 2012). Pour limiter la perte de l’AAV et améliorer le traitement, un prétraitement aux PPMO 

suivi d’une injection d’AAV-U7 dans des souris mdx a été imaginé. Ce traitement combiné a 

permis de maintenir les génomes viraux d’un AAV-U7 ou d’un AAV-microdystrophine dans le 

muscle et une meilleure restauration de la dystrophine (Peccate et al. 2016). 

 

 Edition de gène à l’aide de CRISPR-Cas9 

 

Afin d’obtenir un saut des exons mutés directement sur le gène, et plus sur l’ARNm, une 

stratégie CRISPR-Cas9 (clustered regularly interspaced short palindromic repeat ; CRISPR-

associated) a été élaborée. Cas9 est une nucléase qui grâce à un ARN guide simple brin (sgRNA) 

va se lier à une région génomique cible et générer une cassure des deux brins de l’ADN. La 

cassure double brin est ensuite réparée par jonction d'extrémités non homologues ou 

recombinaison homologue. L’efficacité de cette stratégie a été montrée chez la souris mdx en 

2014 par le laboratoire du Pr Eric Olson (Long et al. 2014) en injectant directement Cas9 et les 

ARN guides dans le zygote puis en 2016 par injection d’AAV contenant les séquences codant 

la Cas9 et les ARN guides (Long et al. 2016). Deux chiens deltaE50-MD, un autre modèle animal 

canin de la DMD, ont été injectés par voie systémique avec un AAV contenant les séquences 

codant la Cas9 et les ARN guides. Les résultats de ces expériences ont montré jusqu’à 90% de 

restauration de l’expression de dystrophine (Amoasii et al. 2018). Bien que très efficace pour 

l’édition du gène DMD, cette technique présente de grands risques d’éditions de gènes non 

ciblés comme par exemple des gènes oncogènes. De plus, l’édition du génome soulève des 

questions éthiques. Aucun essai clinique chez l’Homme n’a été réalisé à ce jour. 
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III. Les virus Adéno-associés 

 

1) Le virus AAV 

 

Les virus adéno-associés ou AAV ont été décrits pour la première fois en 1965 comme des 

contaminants de réserves d’adénovirus (Atchison, 1965). Les virus AAV appartiennent à la 

famille des Parvoviridae, ce sont des petits virus non enveloppés de forme isocaédrique, d’un 

diamètre compris entre 18 et 26nm et dont le génome est un ADN simple brin d’environ 5 

kilobases (kb) contenant deux cadres de lecture. Sa sous-famille est celle des Parvovirinae, ce 

qui signifie qu’il infecte les vertébrés (Cotmore and Tattersall 2014; Wang et al. 2010). Enfin, 

l’AAV fait partie du genre des Dependovirus, signifiant qu’il ne peut pas se répliquer en 

l’absence d’un virus auxiliaire tel que l’adénovirus, l’herpès simplex virus (HSV) (Buller et al. 

1981), le papillomavirus humain (Ogston et al. 2000), le cytomégalovirus (CMV) (McPherson 

et al. 1985) ou, partiellement, le virus de la vaccine (Moore et al. 2015). Ce virus est non 

pathogène chez l’homme et plus de 100 sérotypes naturels ont été identifiés à ce jour (Wu et 

al. 2006), isolés à partir de préparations adénovirales ou de tissus humains ou de primates 

(Drouin and Agbandje-McKenna 2013; Schmidt et al. 2006).  

 

a. Structure du génome AAV et sa réplication 

 

Le génome de l’AAV est un ADN simple brin de 4,7kb. Ses gènes viraux sont flanqués par deux 

régions terminales répétées inversées dites ITR (Inverted Terminal Repeat) de 145bp (Lusby 

et al. 1980; Srivastava et al. 1983) (Figure 15). Cette région est composée de 125 bases formant 

une séquence palindromique en forme de T, ou épingle à cheveux, et 20 bases formant une 

séquence simple brin appelée séquence D qui a un rôle dans la réplication et l’encapsidation 

des génomes AAV (Wang et al. 1996). Les régions ITR comprennent également un site de 

fixation à la protéine virale Rep (RBE) (Samulski and Muzyczka 2014) et un site de clivage dit 

TRS (terminal resolution site). Les ITR sont nécessaires à la réplication, l’encapsidation, 

l’intégration du génome viral dans l’ADN cellulaire ainsi que son excision du génome cellulaire. 

Elles contiennent également des séquences promotrices (Flotte et al. 1993; Haberman et al. 

2000).  
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Les gènes viraux sont répartis dans deux cadres de lecture (ou ORF pour Open Reading Frame) 

(Figure 14). La première ORF code les protéines Rep78 et Rep68 qui dépendent du promoteur 

P5 et les protéines Rep52 et Rep40 qui dépendent du promoteur P19. Ce sont des protéines 

régulatrices de la réplication du génome viral et des promoteurs viraux (Balakrishnan and 

Jayandharan 2014). La deuxième ORF, correspondant au gène Cap, code 4 protéines, VP1, 

VP2, VP3 et AAP (Assembly-Activating Protein) dont l’expression dépend du promoteur P40. 

La protéine AAP participe à l’assemblage de la capside qui est composée des protéines VP1,  

VP2 et VP3 avec un ratio d’environ 1 :1 :10 (Kronenberg et al. 2001). 

 

La structure secondaire de l’ITR et son extrémité 3’ hydroxyle libre permet l’initiation de la 

transcription et la synthèse du second brin (Figure 15). Cette synthèse se fait grâce à l’ADN 

polymérase delta (Nash et al. 2007). La forme double brin du génome de l’AAV sert 

d’intermédiaire de réplication. Une fois la réplication terminée, Rep78 et Rep68 se lient au 

site RBE et coupent l’ADN au niveau du TRS grâce à leur activité endonucléase. Ce clivage 

permet la séparation des deux brins d’ADN, donnant alors deux molécules d’ADN simple brin 

de polarités différentes : un brin (+) et un brin (-) qui peuvent ensuite subir de nouveaux cycles 

de réplication. Les deux brins peuvent être encapsidés donnant ainsi des particules virales de 

polarités opposées (Schultz and Chamberlain 2008). Les protéines Rep52 et Rep40 sont 

impliquées dans la modulation de l’expression des protéines Rep78 et Rep68 en régulant les 

promoteurs AAV. Elles ont aussi une activité hélicase essentielle à l’encapsidation des 

génomes viraux (King et al. 2001). 

 

Figure 14: Représentation du génome de 

l'AAV.  

Les deux régions ITR sont représentées aux 

extrémités par leur structure secondaire en 

épingle à cheveux. Les gènes Rep sont sous 

le contrôle des promoteurs P5 et P19 et les 

gènes Cap sous le contrôle du promoteur 

P40. Les deux astérisques correspondent à 

la localisation des différents codons 

d’initiation de VP2/VP3 et de l’AAP. Adapté 

de Balakrishnan and Jayandharan, 2014 
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Figure 15: Les régions ITR et réplication de l’ADN viral.  

Les régions ITR sont des séquences palindromiques inversées répétées. La séquence RBE permet la fixation des 

protéines Rep et le site trs, situé à la jonction entre la séquence double brin et la séquence simple brin D permet 

la terminaison de la réplication avec le clivage et la séparation des deux brins d’ADN.  

La synthèse du second brin commence au niveau de l’extrémité 3’OH libre par la polymérase δ. La molécule en 

duplex formée est alors fermée au niveau de l’ITR ayant servi à l’initiation. Les protéines Rep78 et Rep68 se lient 

au site RBE et coupent l’un des deux brins au niveau du trs grâce à leur activité endonucléase. La coupure crée 

alors un nouveau site 3’OH libre permettant la synthèse du second brin de la région ITR. La séparation des deux 

brins permet la formation de deux molécules d’ADN : l’une simple brin qui sera encapsidée par Rep78 et Rep52 et 

l’autre qui subira un nouveau cycle de synthèse du second brin à partir de son extrémité 3’OH libre. Adapté de 

Samulski et al. 2014. 

 

b. Le cycle viral 

 

Le cycle viral de l’AAV se décompose en 2 phases successives : une phase lysogénique ou 

latente et une phase lytique (Figure 16). En absence de virus auxiliaire, l’AAV entre en phase 

lysogénique en intégrant son génome dans le locus q13.4 du chromosome 19 humain, appelé 

AAVS1 (Adeno-associated virus integration site 1), sous forme d’une seule copie ou de 

concatémères (Cheung et al. 1980) grâce aux protéines Rep78 et Rep68. Rep78 est capable de 
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couper l’ADN de la cellule hôte (Young et al. 2000) et d’arrêter son cycle cellulaire en phase S 

afin de faciliter la latence de l’AAV (Berthet et al. 2005). Le génome de l’AAV ainsi intégré est 

dit provirus et n’est pas productif. Dans ce cas, les gènes viraux ne s’expriment pas et il n’y a 

pas de réplication de l’ADN viral ni d’assemblage de nouvelles particules. D’autres sites 

d’intégration ont également été décrits comme le 5p13.3 (AAVS2) et le 3p24.3 (AAVS3) (Hüser 

et al. 2010). Cependant, une grande majorité des génomes AAV reste sous forme épisomale, 

permettant la stabilité et la persistance des génomes viraux non intégrés (Duan et al. 1998; 

Schnepp et al. 2005). La phase lytique commence lorsque la cellule contenant le provirus est 

infectée par un virus auxiliaire. Les promoteurs des gènes rep et cap sont activés par la 

protéine E1A de l’adénovirus (Chang et al. 1989) et le provirus est alors excisé du génome de 

la cellule hôte par la protéine Rep. L’ADN viral se réplique afin de générer de nouvelles 

molécules d’ADN simple brin qui seront ensuite encapsidées. Les virus AAV nouvellement 

assemblés dépendent alors de la lyse cellulaire induite par le virus auxiliaire pour pouvoir 

s’échapper de la cellule hôte. 

 

 

Figure 16 : Cycle viral des vecteurs AAV.  

Il est constitué de deux phases : la phase latente où le génome de l’AAV persiste dans la cellule et la phase 

lytique où, grâce à un virus auxiliaire, l’AAV va pouvoir exprimer ses gènes viraux, se répliquer et générer de 

nouveaux AAV. Adapté de Balakrishnan and Jayandharan, 2014 
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c. Sérotypes et tropisme 

 

Les sérotypes des virus AAV correspondent à leur classification en fonction de leurs antigènes 

de surface. Chaque sérotype d’AAV possède un tropisme spécifique qui se définit par la 

capacité d’un virus à infecter préférentiellement un type cellulaire. En effet, chaque sérotype 

d’AAV possède une capside différente, qui va reconnaitre différents récepteurs à la surface 

des cellules (Tableau 1). Par exemple l’AAV2, qui a été découvert en premier et donc le mieux 

décrit, reconnait l’héparane sulfate à la surface des cellules et utilise en co-récepteurs les 

récepteurs à la laminine (LamR) et aux facteurs de croissance des fibroblastes (FGFR1) et des 

hépatocytes (HGFR). L’AAV8, utilisé dans les études précliniques de la microdystrophine, a 

comme co-récepteur le récepteur à la laminine (Akache et al. 2006). Dernièrement, un 

récepteur commun à tous les virus AAV a été découvert, il s’agit du KIAA0319L (aussi appelé 

AAVR) (Pillay et al. 2016), une protéine transmembranaire peu connue mais qui semble jouer 

un rôle dans la dyslexie. Cependant, cette interaction a été montrée dans des lignées 

cellulaires humaines et chez la souris mais pas encore in vivo chez le gros animal ou chez 

l’Homme. 

 

Virus 
Récepteur 

commun 
Récepteur principal Co-récepteur 

AAV1 

KIAA0319L 

acide sialique α-2,3-N-lié   Inconnu 

AAV2 HSPG FGFR1, HGFR, LamR 

AAV3 HSPG FGFR1, HGFR, LamR 

AAV4 acide sialique α-2,3-O-lié   Inconnu 

AAV5 acide sialique α-2,3-N-lié   PDGFR 

AAV6 acide sialique α-2,3-N-lié, 
HSPG   

EGFR 

AAV7 Inconnu Inconnu 

AAV8 Inconnu LamR 

AAV9 N-linked galactose LamR 

AAV10 Inconnu LamR 

Tableau 1: Récepteurs et co-récepteurs des différents sérotypes d'AAV.  

HSPG : Heparan Sulfate Proteoglycan ; FGFR1 : Fibroblast growth factor receptor ; HGFR : hepatocyte growth 

factor receptor ; LamR : Laminin receptor ; PDGFR : Platelet-derived growth factor receptor ; EGFR : epidermal 

growth factor receptor. Adapté de Balakrishnan and Jayandharan, 2014 
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2) Les vecteurs AAV 

 

En 1984, Paul Hermonat montra la possibilité du transfert de gène par l’intermédiaire d’un 

vecteur AAV. Pour ce faire, la partie contenant le gène Cap du génome de l’AAV avait été 

remplacée par le gène de résistance à la néomycine. La transduction de cellule Detroit 6 (une 

lignée cellulaire provenant de moelle sternale humaine) avec cet AAV a montré l’expression 

du gène de résistance à la néomycine par les cellules (Hermonat and Muzyczka 1984). Depuis, 

les vecteurs AAV sont utilisés comme outil de transfert de gènes dans de nombreux essais 

cliniques (clinicaltrials.gov/ct2/results?cond=&term=AAV&cntry=&state=&city=&dist=) 

 

a. Génome 

 

Le génome des vecteurs AAV, appelé AAV recombinants (AAVr), comprend toujours les deux 

régions ITR de l’AAV2, et les gènes viraux Rep et Cap sont remplacés par le promoteur, les 

séquences régulatrices, le gène d’intérêt (transgène) et le signal polyA. L’absence des 

protéines Rep permet d’éviter l’intégration du génome AAV dans le génome de la cellule hôte 

et par conséquent, limite le risque oncogénique associé (Colella et al. 2018). Le génome est 

ainsi maintenu sous forme épisomale dans la cellule hôte. Bien que les ITR possèdent une 

activité promotrice (Flotte et al. 1993; Haberman et al. 2000), celle-ci reste faible ce qui 

nécessite d’ajouter un promoteur plus fort en amont du transgène. Celui-ci peut être un 

promoteur ubiquitaire, tel que le CMV, ou un promoteur tissu spécifique comme par exemple 

le promoteur CMK (muscle créatine kinase), spécifique du muscle squelettique. Due à la faible 

capacité d’encapsidation des vecteurs AAV, la taille totale du génome ne peut pas dépasser 

4,7kb pour les vecteurs AAV simple brin et 2,4kb pour les vecteurs AAV auto-complémentaires 

(voir Chapitre III) 5) b)).  

 

b. Pseudotypes et tropisme 

 

Les cassettes d’expressions des vecteurs AAV utilisés en thérapie génique sont flanquées par 

les ITR de l’AAV2 et peuvent être encapsidées de façon efficace dans les capsides d’autres 

sérotypes d’AAV. Les 12 premiers sérotypes des AAV naturels ont de cette façon été dérivés 

en vecteurs viraux. Par exemple, un vecteur AAVr ayant les ITR de l’AAV2 et la capside de 

https://clinicaltrials.gov/ct2/results?cond=&term=AAV&cntry=&state=&city=&dist
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l’AAV8, sera nommé AAV2/8 et aura un tropisme similaire à celui de l’AAV8 sauvage. Cette 

technique permet d’utiliser le sérotype le plus adapté pour transduire efficacement un tissu 

donné dans une pathologie donnée (Tableau 2). Afin de rendre leur tropisme plus spécifique 

à un tissu d’intérêt, des sérotypes dits hybrides ont été créés en laboratoire (voir Chapitre III) 

5) a)). 

 

Virus Tropisme 

AAV1 Foie, cœur, muscle 

AAV2 Foie, cœur, muscle, rétine, SNC, articulations 

AAV3 Foie, cœur 

AAV4 Foie, cœur, poumons 

AAV5 Foie 

AAV6 Foie, cœur, muscle, moelle osseuse 

AAV7 Foie, muscle 

AAV8 Foie, cœur, muscle, SNC, rétine 

AAV9 Foie, cœur, SNC, poumons, muscle 

AAV10 SNC, Foie 

AAV11 Inconnu 

AAV12 Epithélium 
 

Tableau 2: Tropismes identifiés des différents vecteurs AAV 

(Balakrishnan and Jayandharan 2014; Lisowski et al. 2015; Quinn et al. 2011; Srivastava 2016) 

 

c. Production 

 

La méthode la plus utilisée actuellement dans les laboratoires pour la production des vecteurs 

AAV est basée sur la transfection (Xiao et al. 1998) simultanée de 3 plasmides dans des cellules 

HEK293 (human embryonic kidney cells). Le premier plasmide contient les gènes Rep et Cap 

du sérotype choisi, le deuxième plasmide contient des gènes de l’adénovirus essentiels à la 

production et le troisième contient la cassette d’expression flanquée des séquences ITR. Après 

transfection, les cellules sont récoltées puis lysées. Le lysat est ensuite centrifugé afin 

d’éliminer les débris cellulaires puis purifié par filtration et sur gradients. Les dernières étapes 

de la production sont la concentration puis la quantification des génomes viraux (gv) dans les 

productions virales, qui donne un titre viral exprimé en génomes viraux par millilitre (gv/ml) 

(Mueller et al. 2012). Afin de produire les quantités d’AAV suffisantes à des applications 
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cliniques, cette méthode a été adaptée avec notamment l’utilisation de cellules en suspension 

(Aponte-Ubillus et al. 2018).  

D’autres techniques plus récentes ont également été élaborées comme l’utilisation de lignées 

stables de production, exprimant les gènes Rep et Cap ainsi que la cassette d’expression 

flanquée des séquences ITR. Cette technique s’affranchie de l’étape de transfection mais 

nécessite alors l’infection par un virus auxiliaire pour déclencher la production des vecteurs 

AAV. La co-infection de cellules d’insectes Sf9 en suspension par des bacculovirus exprimant 

les gènes Rep et Cap ainsi que la cassette d’expression flanquée des séquences ITR permet 

également la production de vecteurs AAV (Ayuso et al. 2010). 

 

3) Etapes de la transduction des AAV dans les cellules 

 

Les virus et vecteurs AAV sont très efficaces pour la transduction de certaines cellules et tissus 

comme le système neuromusculaire. Malgré leur efficacité de transduction, moins de 1% des 

vecteurs AAV atteignent le noyau de cellules très permissives comme les HEK293 pour 

exprimer leur transgène (Keiser et al. 2011). Bien que l’attachement aux récepteurs détermine 

le tropisme des vecteurs AAV, d’autres étapes après l’internalisation peuvent limiter le 

transfert de gènes par ces vecteurs dont le transport endosomal, l’import nucléaire, la 

décapsidation et la synthèse du second brin (Nonnenmacher and Weber 2012). La permissivité 

cellulaire et l’efficacité de transduction dépendent d’interactions directes ou indirectes 

encore peu caractérisées entre des facteurs cellulaires et la capside ou les ITR. L’AAV2 étant 

le premier sérotype découvert, c’est aussi le mieux décrit. La plupart des étapes de la 

transduction ont donc été étudiées uniquement pour ce sérotype. Il est important de savoir 

que toutes ces étapes, ainsi que les interactions de l’AAV avec les protéines cellulaires, 

peuvent différer d’un sérotype à un autre. 

 

a. Internalisation 

 

Afin d’être internalisés, les vecteurs AAV se fixent à leurs récepteurs et co-récepteurs (Tableau 

1) puis pénètrent dans la cellule par endocytose ou macropinocytose (Sanlioglu et al. 2000). 

L’AAV2 peut entrer dans la cellule par endocytose clathrine-dépendante (Bartlett et al. 2000; 

Uhrig et al. 2012), bien que son internalisation par les voies cavéoline-dépendante 
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(Nonnenmacher and Weber 2011) ou par une voie clathrine-indépendante nommée clathrin-

independent carriers (CLIC) (Nonnenmacher and Weber 2011) a aussi été décrite (Figure 17). 

L’AAV5 est connu pour entrer dans les cellules par endocytose clathrine et cavéoline 

dépendante (Bantel-Schaal et al. 2002) tandis que l’AAV8 semble être uniquement internalisé 

par endocytose clathrine-dépendante (Liu et al. 2013). La dynamine, une GTPase permettant 

la libération des vésicules d’endocytose de la membrane cellulaire, est indispensable à la 

transduction des vecteurs AAV. En effet, l’inhibition de la dynamine réduit l’efficacité de 

transduction de l’AAV2 (Duan et al. 1999). 

 

b. Transport endosomal et maturation 

 

Une fois dans la cellule, les AAV sont transportés de la membrane cellulaire jusqu’au noyau à 

travers le système endosomal (Cf  IV) 4) 4) Transport endosomal des vecteurs AAV et efficacité 

de transduction) et ce transport est facilité par le réseau microtubulaire. La dépolymérisation 

des microtubules par un traitement au nocodazole entraîne une diminution de l’efficacité de 

transduction due à une diminution de l’accumulation péri-nucléaire et de l’import nucléaire 

de l’AAV2 (Xiao and Samulski 2012). Ils sont aussi retrouvés dans le complexe Golgien (Bantel-

Schaal et al. 2002) et les lysosomes.  

Le transport endosomal est essentiel à la transduction efficace par des vecteurs AAV. En effet, 

l’injection d’AAV2 directement dans le cytoplasme diminue de 100 fois son efficacité 

d’expression, suggérant que le passage de l’AAV par les endosomes est primordial pour sa 

décapsidation et l’expression de son transgène (Sonntag et al. 2006). Il a également été 

montré que l’internalisation et le transport rapide jusqu’au noyau des AAV1 et 5 ne 

permettent pas une décapsidation efficace et l’expression du transgène dans les cellules HeLa, 

des cellules dérivées d’un carcinome cervical humain et permissives à l’AAV. Inversement, le 

transport plus lent de l’AAV2 jusqu’au noyau permet la maturation des particules virales 

entrainant une décapsidation et une expression efficace (Keiser et al. 2011). La maturation 

des vecteurs dans les endosomes consiste en un changement conformationnel de la capside 

permettant le relargage et la décapsidation du vecteur dans l’espace périnucléaire. Dans le 

cas de l’AAV2, il a été montré que l’acidité endosomale permet un changement 
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conformationnel de la capside provoquant le dévoilement d’un domaine phospholipase A2 

ainsi que des séquences du signal de localisation nucléaire (NLS) (Sonntag et al. 2006). En effet, 

le traitement des cellules à la bafilomycine A1 (une drogue qui augmente le pH endosomal) 

diminue également l’efficacité de transduction des AAV de sérotype 2 et 8 (Douar et al. 2001; 

Liu et al. 2013; Sonntag et al. 2006). Ce domaine phospholipase A2 permettrait la formation 

d’un pore dans la membrane de l’endosome, grâce à son activité enzymatique lipolytique 

(Stahnke et al. 2011). Une fois libéré de l’endosome, l’AAV2 est ensuite transporté jusqu’au 

noyau grâce aux domaines BC2 et BC3 situés sur les protéines VP1 et VP2 qui forment le NLS 

(Sonntag et al. 2006).  

 

 

c. Import nucléaire 

 

Bien que le doute persiste sur le lieu de décapsidation entrainant une expression efficace, il 

est en tout cas certain que des particules entières d’AAV2 sont transportées dans le noyau 

(Johnson and Samulski 2009). Pour entrer dans le noyau, l’AAV2 utilise les protéines de la 

machinerie d’import nucléaire comme l’importine β1 qui interagit directement avec les 

domaines BC2 et BC3 de la capside (Nicolson and Samulski 2014). L’inhibition du protéasome 

Figure 17: Entrée et transport intracellulaire des vecteurs AAV.  

Après sa fixation aux récepteurs, l'AAV est internalisé par 

endocytose à Cavéoline (CAV), Clathrine (CLA), CLIC/GEEC, ou par 

macropinocytose (MP). L’AAV est ensuite retrouvé dans les 

endosomes précoces (EE), tardifs (LE), de recyclage (RE), mais aussi 

les lysosomes (LY) et le réseau trans-Golgi (TGN). Adapté de 

Lisowski et al. 2015 
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permet d’augmenter la translocation nucléaire de l’AAV2 et de l’AAV5, sans que le mécanisme 

soit connu (Duan et al. 2000; Yan et al. 2004). Enfin, l’induction de l’autophagie semble aussi 

augmenter l’import nucléaire des vecteurs AAV2 et 8, et par conséquent l’efficacité de 

l’expression de leurs transgènes (Hösel et al. 2017). Une fois dans le noyau, les particules 

entières d’AAV2 vont soit s’accumuler dans le nucléole où elles restent stables soit être 

mobilisées à certains sites du nucléoplasme permettant leur décapsidation (Johnson and 

Samulski 2009). Bien que les mécanismes de décapsidation restent mal compris, la taille du 

génome ou sa composition (simple ou double brin) semblent impacter le taux de 

décapsidation. En effet, le pourcentage de particules non décapsidées est plus faible lorsque 

le génome est de 4,7kb contre 3,4kb. De même, le pourcentage de particules non décapsidées 

est plus faible pour les AAV possédant un génome simple brin par rapport aux doubles brins  

(Horowitz et al. 2013).  

 

d. Synthèse du second brin et expression génique 

 

Une fois décapsidé, le génome AAV simple brin va être converti en ADN double brin par la 

machinerie cellulaire pour pouvoir s’exprimer. Plusieurs protéines cellulaires dont des 

protéines de la machinerie de réparation des doubles cassures d’ADN, sont connues pour 

interagir avec les ITR et réguler la conversion du génome AAV simple brin en double brin 

(Zentilin et al. 2001). Il a été montré que la forme phosphorylée du 52-kDa FK506-Binding 

Protein (FKBP52) interagit avec la séquence D et inhibe la synthèse du second brin (Qing et al. 

2003). A ce propos, l’inhibition de la phosphorylation de la FKBP52 augmente l’efficacité de 

transduction de l’AAV2 (Jayandharan et al. 2008). La conversion du génome en AAV double 

brin peut aussi se faire par hybridation d’un ADN simple brin positif, avec un ADN simple brin 

négatif (les deux étant encapsidés dans les particules AAV) (Schultz and Chamberlain 2008).  

D’autres protéines cellulaires interagissent avec le génome AAV et régulent son expression, 

comme le facteur de transcription cyclic AMP response element-binding protein (CREB) qui 

active l’expression du transgène (Dean et al. 2009) ou NF-kB-repressing factor (NRF) qui inhibe 

son expression en interagissant avec la séquence D (Ling et al. 2015). Enfin, la protéine zinc 

finger 5 (ZF5) se lie à la séquence RBE du génome AAV et inhibe l’expression du génome viral, 

sa réplication et la production d’AAV2 recombinants (Cathomen et al. 2001). 
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4) L’AAV en thérapie génique 

 

a. Thérapies actuelles 

 

Actuellement, 185 essais cliniques sont en cours pour le traitement de maladies génétiques 

par les vecteurs AAV (clinicaltrials.gov). Le premier traitement de thérapie génique par vecteur 

AAV a été mis sur le marché en 2012 en Europe. Il s’agit du Glybera, développé pour le 

traitement du déficit familial en lipoprotéine lipase. Ce traitement consiste à injecter 3.1012 

copies par kilo d’AAV1 dont le génome code la lipoprotéine lipase. Faute de demande, il a 

récemment été retiré du marché (www.uni-

qure.com/GL_PR_Glybera%20withdrawal_FINAL_PDF.pdf), étant donné le prix de ce 

traitement qui s’élevait à 1 million de dollars. Fin 2017, le Luxturna, un AAV2 codant la 

protéine RPE65, une protéine de l’épithélium pigmentaire rétinien, et permettant de traiter 

l’amaurose congénitale de Leber a été approuvée par la FDA (www.fda.gov/news-

events/press-announcements/fda-approves-novel-gene-therapy-treat-patients-rare-form-in-

herited-vision-loss). Enfin, en mai 2019, un AAV9 codant le gène SMN1 et permettant de 

traiter les patients atteints d’Amyotrophie spinale (SMA) de type 1 a été approuvé par la FDA 

(www.fda.gov/news-events/press-announcements/fda-approves-innovative-gene-therapy-

treat-pediatric-patients-spinal-muscular-atrophy-rare-disease). Concernant le traitement des 

myopathies, un essai clinique mené par Audentes Therapeutics et Généthon visant à traiter la 

myopathie myotubulaire a montré des résultats spectaculaires sur les fonctions musculaires 

des patients (www.investors.audentestx.com/news-releases/news-release-details/audentes-

therapeutics-presents-new-positive-interim-data-aspiro). Pour la DMD, un essai clinique 

réalisé en 2006 consistait en l’injection locale d’un AAV2 codant une microdystrophine. Cet 

essai avait donné peu de résultats (voir Chapitre II) 6) d) Micro-dystrophine). Trois nouveaux 

essais cliniques sont aujourd’hui en cours et consistent en l’injection systémique d’AAV9 ou 

AAVrh74 codant différentes microdystrophines. Concernant le traitement des myopathies des 

ceintures, limb girdle muscular dystrophy type 2C et 2E (LGMD2D et LGMD2E) menés par 

Sarepta Therapeutics et Myonexus, d’autres essais cliniques sont actuellement en cours 

(ClinicalTrials.gov Identifier: NCT01976091 et NCT03652259). Ces deux essais consistent en 

l’injection systémique d’un AAVrh74 dont le transgène code respectivement pour l’α-

sarcoglycane et le β-sacroglycane. Enfin, concernant la LGMD2C, un essai clinique a eu lieu en 

http://www.uniqure.com/GL_PR_Glybera%20withdrawal_FINAL_PDF.pdf
http://www.uniqure.com/GL_PR_Glybera%20withdrawal_FINAL_PDF.pdf
http://www.fda.gov/news-events/press-announcements/fda-approves-novel-gene-therapy-treat-patients-rare-form-inherited-vision-loss
http://www.fda.gov/news-events/press-announcements/fda-approves-novel-gene-therapy-treat-patients-rare-form-inherited-vision-loss
http://www.fda.gov/news-events/press-announcements/fda-approves-novel-gene-therapy-treat-patients-rare-form-inherited-vision-loss
http://www.fda.gov/news-events/press-announcements/fda-approves-innovative-gene-therapy-treat-pediatric-patients-spinal-muscular-atrophy-rare-disease
http://www.fda.gov/news-events/press-announcements/fda-approves-innovative-gene-therapy-treat-pediatric-patients-spinal-muscular-atrophy-rare-disease
http://www.investors.audentestx.com/news-releases/news-release-details/audentes-therapeutics-presents-new-positive-interim-data-aspiro
http://www.investors.audentestx.com/news-releases/news-release-details/audentes-therapeutics-presents-new-positive-interim-data-aspiro
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2011 et consistait en l’injection intramusculaire dans le bras des patients d’un AAV1 dont le 

transgène codait le γ-sarcoglycane. Cet essai n’a permis qu’une faible expression du γ-

sarcoglycane, avec une expression dans seulement 4,7 à 10% des fibres musculaires (Herson 

et al. 2012). Aucun autre essai clinique pour le traitement de la LMG2C n’a été réalisé depuis. 

 

b. Limites des vecteurs AAV 

 

 Capacité d’encapsidation 

 

La taille limite du transgène des vecteurs AAV est de 4,7 kb pour les vecteurs AAV simple brin. 

Bien que suffisante pour de nombreux transgènes, certains gènes comme la dystrophine ne 

peuvent pas être encapsidés dans ces vecteurs. La diminution de la taille des séquences 

promotrices, du signal de polyadénylation ou des ITR permettent d’augmenter légèrement la 

taille limite du transgène. Par exemple, le promoteur CMV peut être réduit de 600 à 173 paires 

de bases (pb) (Ostedgaard et al. 2005) tandis que les séquences de polyadénylation peuvent 

être réduites de 276 à 32pb (McFarland et al. 2006), sans que ces modifications ne diminuent 

l’efficacité de transduction. Lorsque ces modifications ne suffisent pas à l’encapsidation du 

transgène d’intérêt, d’autres solutions peuvent être envisagées comme la réduction de la 

taille du transgène ou le saut d’exons (voir Chapitre II) 6) d)) si la protéine reste fonctionnelle 

après de larges délétions, ou encore le trans-épissage (voir Chapitre III) 5) c) Trans-épissage).  

 

 Réponse immunitaire 

 

La réponse immunitaire reste l’une des principales barrières aux traitements de thérapie 

génique par vecteur AAV. Cette immunité peut être pré-existante ou se mettre en place après 

l’infection et peut être dirigée contre la capside du vecteur ou le transgène.   

 

 Réponse immunitaire contre la capside 

Une immunité préexistante envers les différents sérotypes d’AAV est présente au sein de la 

population. Celle-ci est plus fréquente pour les AAV1 et AAV2 que pour les autres sérotypes. 

Pour les AAV1 et 2, la séroprévalence des Immunoglobulines G (IgG) est de 67 et 72%, tandis 

qu’elle est inférieure à 50% pour les AAV5, 6, et 9 et inférieure à 40% pour l’AAV8 (Boutin et 
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al. 2010). Au sein des IgG, certains anticorps sont dits neutralisants, c’est-à-dire que leur 

fixation sur la capside de l’AAV va l’empêcher d’infecter une cellule, en plus d’activer 

l’immunité adaptative. Concernant leur séroprévalence, celle-ci est supérieure à 50% pour les 

AAV1 et 2, tandis qu’elle est de 19% pour l’AAV8 et de 33,5% pour l’AAV9. De plus, ces 

anticorps neutralisants sont présents en plus faibles concentrations pour les AAV8 et 9 que 

pour les AAV1 et 2. Le test préalable de la séropositivité des patients aux différents sérotypes 

d’AAV est donc essentiel avant leur injection. Lorsqu’elle n’est pas préexistante, une immunité 

adaptative contre la capside AAV peut se faire par la présentation d’antigènes de la capside 

par le complexe majeur d’histocompatibilité de classe I (CMHI) à la surface des cellules 

transduites. Cette présentation dépend du protéasome qui dégrade la capside de l’AAV après 

son échappement endosomal (Figure 18) (Colella et al. 2018). La présentation de peptides de 

la capside par le CMHI entraine l’apoptose des cellules induite par les lymphocytes T et la 

production d’anticorps anti-capside par les lymphocytes B (Li et al. 2013). L’immunité 

adaptative contre la capside empêche alors toute réinjection du même sérotype d’AAV à un 

patient.  

 

 

 

Figure 18: L’immunité anti-capside.  

Après son échappement endosomal, la capside de l’AAV est dégradée par le protéasome, permettant sa 

présentation sur le CMHI. Cette présentation entraine l’apoptose des cellules par les lymphocytes T et la 

production d’anticorps anti-capside par les lymphocytes B. Adapté de Colella et al. 2018 
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 Réponse immunitaire contre le transgène 

Après l’injection d’AAV, une réponse immunitaire contre le transgène peut également se 

mettre en place chez les patients. En effet, la protéine codée par le transgène est dans certains 

cas totalement absente de l’organisme hôte. Cette réponse immunitaire est médiée par les 

cellules présentatrices d’antigènes (APC) qui après transduction par un vecteur AAV vont 

présenter les antigènes du transgène par le CMH de classe I ou de classe II. Cette présentation 

entraine l’activation des lymphocytes T CD4 et CD8, aboutissant à une réponse adaptative 

contre le transgène (Zaiss and Muruve 2008) qui entraine à long-terme une diminution de son 

expression.  

 

 Diminution de la réponse immunitaire chez le patient 

Une immunosuppression transitoire lors d’injection de vecteurs AAV permet de contrer ce 

phénomène (McIntosh et al. 2012; Mingozzi et al. 2012). L’utilisation de vecteurs AAV 

possédant une capside chimère ou mosaïque (voir Chapitre III)5)a)) permet de diminuer 

drastiquement la séroprévalence d’anticorps dirigés contre la capside chez les patients. 

Cependant, l’injection d’un AAV2-microdystrophine a entrainé une forte réponse immunitaire 

contre le transgène chez les patients. Cet essai a montré l’importance de tester préalablement 

l’immunité préexistante des patients contre la protéine d’intérêt avant l’injection de vecteurs 

AAV (Mendell et al. 2012). 

 

5) Optimisation des vecteurs AAV en thérapie génique 

 

a. Optimisation de la capside  

 

Afin d’obtenir des vecteurs AAV ayant un tropisme plus spécifique, une meilleure efficacité de 

transduction et/ou capables d’échapper à la réponse immunitaire, plusieurs méthodes 

permettant l’élaboration de nouvelles capsides ont été conçues.  

 

 Mutations rationnelles 

 

La mutation rationnelle consiste en la suppression d’épitopes connus pour activer le système 

immunitaire ou l’ajout d’un domaine de liaison à un récepteur particulier. Par exemple, la 
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mutation des résidus connus pour être reconnus par les anticorps neutralisants permet à 

l’AAV1 d’échapper à ces anticorps (Tse et al. 2017). La stratégie des capsides chimères 

consistent à l’élaboration de capsides composées de protéines VP issus de sérotypes 

différents ou dont un ou plusieurs domaines d’une protéine VP est issus d’un autre sérotype 

(Perabo et al. 2003). Elle permet notamment d’ajouter le domaine de liaison particulier d’un 

sérotype à la capside d’un autre sérotype. Par exemple, la capside de l’AAV2.5 correspond à 

la capside de l’AAV2 dans laquelle ont été introduits 5 résidus de l’AAV1 permettant le 

tropisme musculaire et dont les épitopes antigéniques ont été modifiés afin de réduire la 

neutralisation par les anticorps, in vivo chez la souris (Bowles et al. 2012). Cependant, 

l’injection intramusculaire d’un AAV2.5-minidystrophine chez des patients DMD n’a montré 

qu’une très faible expression du transgène et l’apparition d’une réponse immunitaire 

humorale avec une augmentation du taux d’anticorps neutralisants (Bowles et al. 2012). Le 

modèle murin ne semble donc pas être le plus adapté à l’étude de la réponse immunitaire 

entrainée par l’injection de vecteurs AAV. D’autres AAV hybrides ciblant le muscle 

squelettique ont été créés comme par exemple l’AAV2i8G9. Ce vecteur est composé d’une 

capside chimère des AAV2 et 8 (AAV2i8), dans laquelle a été inséré le site de fixation au 

galactose de la capside de l’AAV9. La capside de l’AAV2i8G9 permet de cibler plus 

efficacement le muscle squelettique et le cœur in vivo chez la souris avec une faible 

transduction du foie (Asokan et al. 2010; Shen et al. 2013). Enfin, la mutation ponctuelle de 

résidus tyrosines, prolines et sérines permet d’éviter l’ubiquitination et la dégradation des 

vecteurs AAV par le protéasome. Ainsi, le remplacement de résidus tyrosine par des résidus 

phénylalanine permet d’améliorer l’efficacité de transduction de l’AAV2 in vitro dans les 

cellules HeLa et in vivo dans les hépatocytes de souris (Zhong et al. 2008).  

 

 Evolution dirigée 

 

L’évolution dirigée consiste en la création de banques de capsides générées par plusieurs 

stratégies puis la sélection des capsides par un criblage à haut débit. 

Les banques de capsides peuvent être obtenues par plusieurs techniques. La mutagénèse 

aléatoire dans le gène CAP peut se faire par une PCR provoquant un fort taux d’erreur dans 

l’ADN amplifié (error prone PCR) (Figure 19). Le nombre de mutations par cycle restant faible, 

plusieurs cycles de PCR ou la mutation ciblée d’une région spécifique de la capside peuvent 
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être réalisés. Cette stratégie a permis de générer l’AAVH6, un variant de l’AAV2, capable 

d’échapper aux facteurs neutralisants de sérums humains in vitro (Maersch et al. 2010). La 

stratégie des capsides mosaïques (capsid shuffling) consiste en la fragmentation des gènes 

Cap de plusieurs sérotypes d’AAV par des nucléases, suivi par leur ligation aléatoire (Kienle et 

al. 2012). Cette stratégie a notamment permis de générer l’AAV-Rec3, un sérotype capable de 

transduire efficacement la moelle épinière chez la souris (Siu et al. 2017). Dernièrement, un 

AAV dont la capside a été conçue à partir des AAV1/6/8/9 a montré un tropisme très 

spécifique du muscle avec notamment une forte transduction du diaphragme chez la souris 

(Herrmann, abstract ESGCT 2018). Enfin la création de nouvelles capsides peut se faire par 

l’insertion de peptides aléatoires (peptide display) (Müller et al. 2003). Par exemple, l’insertion 

du motif GETTRP dans le domaine de fixation au sulfate d'héparane de la capside de l’AAV2, 

permet une transduction efficace de toutes les couches de la rétine après injection 

intravitréenne (Dalkara et al. 2013). 

Après génération des banques de capsides, des virus AAV contenant le gène Rep sauvage et 

le gène Cap tiré de la banque de capsides sont produits. Les cellules d’intérêt sont transduites 

en présence de ces virus AAV et d’adénovirus, permettant la réplication des AAV. Suite à la 

transduction, des PCR sont effectuées sur les génomes viraux afin d’identifier les capsides 

virales ayant permis la transduction la plus efficace. Les capsides identifiées peuvent alors 

subir de nouveaux cycles de mutagénèse aléatoire ou être testées plus spécifiquement in vivo 

ou in vitro (Dalkara et al. 2013). Ces nouveaux tests se font cette fois ci à partir de vecteurs 

AAV, le génome viral codant alors un gène rapporteur. L’efficacité de transduction est évaluée 

dans un type cellulaire ou un tissu particulier et peut se faire en présence ou non d’anticorps 

neutralisants, afin de tester les capacités d’échappement au système immunitaire de la 

nouvelle capside (Maersch et al. 2010). 
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Figure 19: Evolution dirigée et criblages des banques de capsides AAV. 

Les 3 différentes stratégies de mutations aléatoires utilisées pour l'évolution dirigée. Il s’agit de la mutagénèse 

aléatoire par PCR à fort taux d’erreur (Error Prone), les capsides mosaïques (Capsid shuffling) ou l’insertion de 

peptides aléatoires (peptide display) (Büning et al. 2015). Les différentes banques de capsides générées peuvent 

ensuite être criblées par sélection des virus AAV s’étant le plus amplifié dans les cellules préalablement infectées 

par la banque ou dans le tissu d’intérêt d’un modèle animal dans lequel la banque de capside a été injectée. Une 

fois les meilleures capsides sélectionnées, celles-ci peuvent être validées de façon plus spécifique in vivo ou in 

vitro. 
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b. Vecteurs AAV auto-complémentaires 

  

La synthèse du second brin d’ADN est une étape nécessaire à l’expression du transgène par 

les vecteurs AAV. Elle est considérée comme une étape clé pour le transfert de gène par l’AAV 

parce qu’elle est strictement dépendante des protéines de la cellule hôte (McCarty et al. 

2003). Pour contourner cette étape, des vecteurs AAV auto-complémentaires (ou self-

complementary, scAAV), dont le génome encapsidé est déjà sous forme double brin, ont été 

conçus. Pour cela, le TRS de la région ITR située en 3’ est supprimé, permettant d’inhiber le 

clivage ayant lieu lors de la réplication à partir de cet ITR, et donc la séparation des deux brins. 

Cette construction génère alors un génome simple brin contenant un ITR sauvage à chaque 

extrémité et l’ITR muté au centre des deux cassettes d’expression complémentaires qui 

peuvent s’apparier (Figure 20). Grâce à cette construction, le transgène est exprimé plus 

rapidement et l’efficacité de transduction est augmentée (McCarty et al. 2003). De plus, les 

scAAV sont capables de s’exprimer dans des cellules non permissives à l’AAV simple brin 

(ssAAV), comme les hépatocytes de souris, suggérant que ces cellules ne permettaient pas la 

synthèse du second brin d’ADN de l’AAV (McCarty et al. 2003). L’une des principales limites 

des scAAV est la taille limitée de la cassette d’expression qui ne peut pas excéder 2,4kb (Daya 

and Berns 2008). 

 

 

Figure 20: Conformation du génome des AAV auto-complémentaires.  

Le génome des scAAV est composé des deux régions ITR sauvages situées aux extrémités et d’une région ITR 

centrale dont le site TRS est muté. Le clivage permettant la séparation des deux brins n’est donc pas possible à 

partir de cet ITR. Les deux cassettes d’expression (en orange) sont capables de s’apparier pour former un génome 

double brin de 2,4kb. 

 

c. Trans-épissage 

 

L’une des principales limites du transfert de gène par vecteur AAV est leur faible capacité 

d’encapsidation. La méthode du trans-épissage utilise la capacité de deux vecteurs AAV 

ITR comportant le 
site TRS muté 2,4kb
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différents à infecter la même cellule puis à recombiner leurs génomes, une fois dans le noyau. 

En effet, il a été montré que les génomes AAV s’organisent en concatémères circulaires après 

recombinaison homologues de leurs régions ITR (Flotte 2000). En se servant de cette 

propriété, deux vecteurs AAV sont conçus. L’un contient le promoteur, la partie 5’ du 

transgène et une séquence d’épissage située en amont de l’ITR 3’. L’autre vecteur contient le 

site accepteur d’épissage, la partie 3’ du transgène et la séquence polyA. Après transcription 

des deux génomes dans la cellule, la recombinaison se fait grâce à la machinerie d’épissage 

cellulaire qui forme alors un seul transcrit contenant la séquence complète du transgène 

(Figure 21). La co-transduction de ces deux AAV a permis l’expression de l’érythropoïétine in 

vitro dans des fibroblastes mais aussi in vivo dans le muscle de souris (Yan et al. 2000). Cette 

stratégie a également montré son efficacité pour l’expression d’une mini-dystrophine de 6kb 

chez la souris mdx (Lai et al. 2005). L’efficacité du trans-épissage semble être principalement 

liée au sérotype utilisé mais aussi à la séquence du transgène et notamment le site de jonction 

choisi (Ghosh et al. 2006; Lai et al. 2005). 

  

Figure 21: Composition des deux transcrits permettant le trans-épissage.  

Le premier transcrit contient le promoteur, la partie 5’ du transgène (5’CDS) et le site donneur d’épissage (SD) 

tandis que le deuxième transcrit contient le site accepteur d’épissage (SA), la partie 3’ du transgène (3’CDS) 

et la séquence polyA. Colella et al. 2018 
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IV. Le système endosomal 

 

1) Les différentes voies d’endocytose 

 

L’endocytose est un mécanisme permettant d’internaliser de la membrane plasmique et du 

matériel extracellulaire (liquide ou solide) dans une cellule grâce à la formation d’une vésicule 

membranaire. L’endocytose dépend, entre autres, des protéines de manteau recouvrant la 

vésicule, des récepteurs membranaires et du réseau d’actine. Les vésicules nouvellement 

formées, appelées endosomes, permettent ensuite le tri, le transport, le recyclage, le stockage 

ou la dégradation des particules endocytées et sont donc responsables de la régulation de 

nombreuses voies cellulaires. Différents types d’endocytose existent et sont divisés en deux 

catégories : l’endocytose clathrine-dépendante et les endocytoses clathrine-indépendantes 

(Figure 22). 

 

Figure 22: Les différentes voies d'endocytose.  

L’internalisation de matériel cellulaire peut se faire par plusieurs mécanismes d’endocytose différents dont 

l’endocytose dépendante de la clathrine mais aussi l’endocytose cavéoline-dépendante, l’endocytose CLIC-GEEC, 

la macropinocytose, la phagocytose, l’endocytose flotilline-dépendante ou encore la voie d’endocytose de l’IL2R6. 

Adapté de Doherty and McMahon 2009 
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a. Endocytose clathrine-dépendante 

 

L’endocytose clathrine-dépendante correspond à l’invagination d’une partie de la membrane 

plasmique recouverte d’un manteau de clathrine. Ces vésicules font environ 120nm de 

diamètre. Les clathrines sont des protéines du manteau composées de 3 chaines lourdes et 3 

chaines légères assemblées en une structure à 3 branches dite triskell (Figure 23). 

 

 

 

Leur assemblage à la membrane plasmique permet de générer des vésicules de taille 

homogène et dépend d’une protéine adaptatrice nommée AP2 (adaptator protein 2) (Traub 

2009). AP2 est composée de 4 sous unités appelées adaptines. L’adaptine-α détermine le lieu 

d’assemblement des clathrines, par son interaction avec la membrane plasmique. L’adaptine-

β interagit avec les clathrines et déclenche leur assemblage, l’adaptine-µ lie le domaine 

cytoplasmique des récepteurs transmembranaires afin de moduler leur concentration au sein 

de l’invagination et l’adaptine-σ a un rôle structural de stabilisation du complexe (Collins et al. 

2002). Les protéines AP180 et l’epsine interagissent avec AP2 et sont impliquées dans la 

polymérisation des clathrines (Ford et al. 2001). C’est l’assemblage du manteau de clathrines 

qui permet la courbure et l’invagination des puits, aidé par le réseau d’actine (Merrifield et al. 

2005). La libération des vésicules dans le cytoplasme est médiée par la dynamine et la 

polymérisation de l’actine qui est reliée à la dynamine par la cortactine (Merrifield et al. 2005). 

La dynamine est composée d’un domaine GTPase, un middle domain permettant son auto-

assemblage, un domaine de fixation aux phosphoinositides membranaires appelé Pleckstrin 

Homology Domain (PH), un domaine régulant son auto-assemblage appelé GTPase Effector 

Domain (GED) et un domaine d’interaction protéique appelé Proline/arginine Rich Domain 

(PRD). Cette protéine GTPase s’assemble en spirale autour du cou de la vésicule naissante et 

Figure 23: Endocytose clathrine-dépendante de la transferrine et protéines associées. 
AP2 par son interaction avec le récepteur à la transferrine et les clathrines permet l’invagination de la membrane 
et l’endocytose de la transferrine. C’est la dynamine qui permet la libération de la vésicule dans le cytoplasme. 
Conner and Schmid, 2003 
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engendre sa fission (Hinshaw 2000). Une fois la vésicule libérée dans le cytoplasme, le 

manteau de clathrine se désassemble et la vésicule fusionne avec un endosome précoce. 

L’endocytose clathrine-dépendante est utilisée par de nombreux récepteurs dont ceux de la 

transferrine (Cao et al. 2016) et du Facteur de croissance épidermique (EGF) (Sousa et al. 

2012). Lorsque l’EGF est présent en faible concentration, il est internalisé par endocytose-

clathrine dépendante tandis qu’il est internalisé par la voie dépendante des cavéoles lorsqu’il 

est présent en forte concentration. Ce changement de voie d’internalisation provoque une 

diminution de la quantité d’EGFR présent à la membrane, suggérant que les voies 

d’endocytose sont des mécanismes très régulés et que le choix de la voie d’endocytose peut 

influencer le reste de la signalisation (Sigismund et al. 2005).  

 

b. Endocytose clathrine-indépendante 

 

 Endocytose cavéoline-dépendante 

 

Les cavéoles sont des radeaux lipidiques de la membrane plasmique, enrichis en cholestérol 

et sphingolipides. Leur organisation dépend des cavéolines 1, 2 et 3 qui sont des protéines 

dimériques interagissant avec le cholestérol par la formation d’une boucle dans le feuillet 

interne de la membrane plasmique. Les cavéoles sont des structures statiques de la 

membrane plasmique (Thomsen et al. 2002) et leur internalisation est médiée par la fixation 

d’une molécule sur son récepteur entrainant une cascade de signalisation et la 

phosphorylation des cavéolines (Pelkmans and Helenius 2002) (Figure 24).  

 

 

Figure 24: Endocytose cavéoline-

dépendante de l'albumine et protéines 

associées. 

L'intéraction de l'albumine avec son 

récepteur, le gp60, entraine l'activation 

d'une voie de signalisation et la 

phosphorylation de la cavéoline. C'est 

cette phosphorylation qui entraine leur 

internalisation. Conner and Schmid, 

2003 
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D’autres protéines, les cavines, interagissent avec les cavéolines pour permettre leur 

assemblage et le maintien de leur structure. La déplétion du cholestérol dans la membrane 

plasmique ou la surexpression d’une cavéoline mutante engendre la perturbation des 

cavéoles (Drab et al. 2001). La dynamine et l’actine participent également à leur 

internalisation. Les cavéoles mesurent entre 50 et 100nm de diamètre et sont impliquées dans 

l’endocytose de plusieurs ligands dont l’AAV2 (Nonnenmacher and Weber 2011) et le virus 

SV40 (Pelkmans and Helenius 2002). En plus de leur fonction dans l’endocytose, les cavéoles 

sont connues pour jouer un rôle de senseur et régulateur de la tension de la membrane 

plasmique induite par le stress mécanique dans les cellules musculaires (Sinha et al. 2011).  

 

 Voie CLIC-GEEC 

 

La voie CLIC-GEEC (Clathrin-Independent Carriers / Glycosyl Phosphatidyl Inositol (GPI) 

anchored protein Enriched Endocytic Compartments) permet l’internalisation de protéines 

possédant une ancre glycosylphophatidylinositol (GPI). La clusterisation de ces protéines 

engendre la courbure de la membrane et forme après scission des vésicules de forme 

tubulaire. La libération des vésicules formées nécessite la présence de la dynamine (Ferreira 

and Boucrot 2018). 

 

 Endocytose Arf6-dépendante 

 

L’endocytose dépendante d’Arf6 permet également l’internalisation de protéine à ancre GPI 

dont le canal à potassium Kir3.4. Contrairement à la voie CLIC-GEEC, la dynamine n’est pas 

impliquée dans la fission des vésicules formées (Doherty and McMahon 2009). 

 

 Voie de l’IL2Rβ ou voie FEME 

 

La voie FEME (Fast Endophilin-Mediated Endocytosis), est médiée par l’endophiline (Figure 

25). Cette protéine est capable de se lier à l’actine et aux récepteurs possédant un motif riche 

en prolines par son domaine SH3, mais à une autre endophiline pour former un pont entre 

deux parties de la membrane. La fission de la vésicule formée est ensuite médiée par la 
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dynamine. Cette voie d’endocytose est notamment utilisée par le récepteur β de l’interleukine 

2 (IL2Rβ) dans les lymphocytes T (Boucrot et al. 2015). 

 

 

 

 

 Endocytose flotilline-dépendante 

 

Cette voie d’endocytose est semblable à celle des cavéoles. Les flotillines 1 et 2 sont associées 

à des radeaux lipidiques et forment des microdomaines de la membrane plasmique entrainant 

la courbure de la membrane puis son bourgeonnement (Frick et al. 2007). Elle permet 

notamment l’internalisation des précurseurs amyloïdes dans les neurones (Schneider et al. 

2008). 

 

c. Endocytose de grosses molécules ou pathogènes 

 

 Macropinocytose 

 

La macropinocytose est activée par des signaux extérieurs dont une concentration élevée en 

facteurs de croissance ou la présence de chimiokines. Leur fixation à des récepteurs de type 

tyrosine-kinase déclenche une cascade de signalisation provocant la formation de protrusions 

membranaires qui vont ensuite fusionner avec la membrane plasmique et générer de larges 

vésicules appelées macropinosomes (Figure 26). La macropinocyose est un processus 

dépendant de l’actine qui entraine l’internalisation de fluides extracellulaires mais aussi de 

Figure 25: Voie FEME. 

La voie FEME permet l’endocytose de 

récepteurs possédant un domaine riche en 

prolines grâce à l’endophiline, une protéine 

capable de faire le lien entre le récepteur, le 

réseau d’actine mais aussi avec une autre 

endophiline afin de permettre la courbure de 

la membrane. Adapté de Ferreira and 

Boucrot, 2018 
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tous les récepteurs présents sur la membrane formant le macropinosome (Ferreira and 

Boucrot 2018). 

 

 

 

 

 

 

 

 Phagocytose 

 

La phagocytose est spécifique de certains types cellulaires dont les macrophages, les 

monocytes et les neutrophiles. Elle permet l’internalisation de larges pathogènes, comme des 

bactéries, ou de débris cellulaires. Sur les macrophages, le récepteur Fc est activé par les 

anticorps liés à un antigène (Figure 27). Son activation entraine une cascade de signalisation 

comprenant l’activation des protéines Rho-GTPases, Rac et Cdc42, et la formation 

d’extensions de la membrane plasmique médiées par l’actine, qui vont alors entourer le 

pathogène puis l’engloutir. L’internalisation conduit à la formation d’une grosse vésicule 

appelée phagosome dont le contenu sera dégradé après fusion avec un lysosome (Conner and 

Schmid 2003). 

 

 

 

 

Figure 26: La macropinocytose. 

La macropinocytose correspond à l’internalisation d’une partie 

du milieu extracellulaire par la formation de protrusions grâce 

à l’actine qui après fusion avec la membrane plasmique 

forment des vésicules appelées macropinosomes. Conner and 

Schmid, 2003 

Figure 27: Phagocytose d'une bactérie par 

l'intermédiaire du récepteur Fc. 

La fixation du complexe anticorps-bactérie entraine 

l'activation des protéines Cdc42 et Rac qui vont 

activer la polymérisation de l'actine et la 

phagocytose du complexe. Conner and Schmid, 

2003 
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2) Le transport endo-lyososomal 

 

Quelle que soit la voie d’internalisation, toutes les vésicules d’endocytose fusionnent avec un 

endosome précoce, également appelé endosome de tri (Figure 28). Les différentes molécules 

contenues dans ces vésicules sont ensuite redirigées vers la membrane par la voie de 

recyclage, ou dégradées par la voie de dégradation. Les molécules sont délivrées aux 

différentes voies grâce à la formation de tubules ou de vacuoles à la membrane de l’endosome 

précoce qui vont ensuite se détacher de l’endosome par un mécanisme de fission puis maturer 

en endosomes tardifs et lysosomes pour la voie de dégradation, ou en endosome de recyclage 

pour la voie de recyclage (Barford et al. 2017). L’endosome précoce envoie également des 

vésicules au réseau Trans-Golgien (TGN) par l’intermédiaire du rétromère (Taguchi 2013). 

 

 

a. Déterminants moléculaires des endosomes précoces 

 

Les endosomes précoces sont caractérisés par la présence de phosphatidylinositol-3-

phosphate (PI(3)P) dans leur membrane mais également la présence des protéines Early 

Endosome Antigen 1 (EEA1) et Rab5. EEA1 est une grande protéine en super-hélice qui 

contient deux domaines de liaison à Rab5 et deux domaines zinc-fingers permettant de lier le 

PI(3)P. La protéine Rab5 qui est localisée sur les vésicules d’endocytose et les endosomes 

Figure 28: Devenir des endosomes 

précoces.  

Après internalisation, les vésicules 

d’endocytose fusionnent avec un 

endosome de tri appelé endosome 

précoce. Cet endosome redirige les 

cargos vers la voie de dégradation (en 

rouge) ou la voie de recyclage qui peut 

être rapide (en vert clair) ou lente (en 

vert foncé). Barford et al, 2017 
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précoces et dont il existe 3 isoformes (Rab5a, Rab5b et Rab5c) fait partie de la famille des Rab-

GTPase (Ras-Related GTP binding protein). Ces protéines sont présentes à la surface de 

nombreuses vésicules et participent à la définition de leur identité moléculaire (Langemeyer 

et al. 2018; Zerial and McBride 2001). Ces protéines appartiennent à la superfamille des 

petites protéines G et contrôlent la formation, la fusion et le transport vésiculaire. Les Rab-

GTPases peuvent être sous forme active, liées au GTP, ou inactive, liées au GDP. Lorsqu’elles 

sont inactives, les protéines Rab forment un complexe avec le GDP Dissociation Inhibitor (GDI). 

Le GDI empêche la fixation des protéines Rab avec les membranes, en masquant leurs groupes 

prénylés. C’est le GDI-Displacement Factor (GDF) qui permet la dissociation du complexe Rab-

GDI et l’insertion des groupes prénylés de la protéine Rab dans la membrane (Pfeffer and 

Aivazian 2004). Une fois dans la membrane, c’est la protéine Guanine nucleotide Exchange 

Factor (GEF) qui catalyse le remplacement du GDP par un GTP et permet alors l’interaction de 

la protéine Rab avec ses effecteurs. Les protéines Rab étant des enzymes incomplètes, 

l’hydrolyse du GTP nécessite l’intervention d’une GTPase Activating Protein (GAP). Une fois 

inactive, la protéine Rab est retirée de la membrane par une protéine GDI.  

 

b. La fusion endosomale des endosomes précoces 

 

Les endosomes précoces fusionnent entre eux par fusion homotypique et avec les vésicules 

d’endocytose par fusion hétérotypique. Cette fusion endosomale est médiée par la protéine 

Rab5, connue pour être le principal régulateur de la biogénèse et de la fusion des endosomes 

précoces. En effet, après surexpression d’une protéine Rab5 défective pour la fixation du GTP, 

la fusion endosomale est inhibée (Gorvel et al. 1991). Lors de la surexpression d’une protéine 

Rab5 constitutivement active (toujours liée à un GTP), la fusion endosomale est augmentée, 

provoquant l’apparition d’endosomes plus larges (Stenmark et al. 1994). De plus, l’inhibition 

des 3 isoformes de la protéine Rab5 par ARN interférence provoque une réduction du nombre 

d’endosomes précoces, suivi par une diminution du nombre d’endosomes tardifs et de 

lysosomes (Zeigerer et al. 2012). Lorsqu’elle est sous sa forme active, Rab5 interagit avec ses 

effecteurs. Il s’agit des protéines EEA1, Rabaptin-5, p150, p110β et Rabenosyn-5. La rabaptin-

5 forme un complexe avec la protéine Rabex-5 (la GEF spécifique de Rab5) qui catalyse le 

changement de nucléotide GDP en GTP et permet de créer un environnement riche en Rab5 
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activées, là où sont recrutés les autres effecteurs de Rab5 (Horiuchi et al. 1997). Les deux 

phosphatidylinositol-3-kinases (PI(3)K) p110β et VPS34, qui lient Rab5 par l’intermédiaire de 

p150, phosphorylent spécifiquement le phosphatidylinositol en phosphatidylinositol-3-

phosphate (PI(3)P) (Christoforidis et al. 1999). Le PI(3)P est essentiel à la fixation de la protéine 

EEA1 par ses domaines zinc-fingers (ou domaines FYVE, figure 29). En plus de ses domaines de 

fixation au PI(3)P, EEA1 possède deux domaines de liaisons aux protéines Rab5 (domaines 

Rab-GTPase Bindind Protein ou RBD). EEA1 est donc capable de lier deux endosomes précoces 

(Lawe et al. 2002) et de permettre leur rapprochement grâce à un changement 

conformationnel, induit par sa fixation à Rab5-GTP (Pylypenko et al. 2018). En effet 

l’expression d’une protéine EEA1 mutante ayant perdu sa flexibilité, entraine l’accumulation 

de vésicules autour de l’endosome, traduisant un défaut de fusion (Murray et al. 2016). Enfin, 

Rabenosyn-5 régule la formation et la dissociation du complexe Soluble N-ethylmaleimide-

sensitive factor Attachment protein Receptors (SNARE), composé des syntaxines 6 et 13 

(Nielsen et al. 2000). Les SNAREs vont permettre d’apposer étroitement les membranes des 

deux vésicules, donnant lieu à la fusion membranaire.  

 

c. Voie de recyclage 

 

Après endocytose, la majorité des récepteurs et lipides membranaires ont besoin d’être 

recyclés à la membrane. Pour cela, deux voies de recyclage existent. La première, dite rapide, 

correspond au retour à la membrane directement depuis l’endosome précoce. Cette voie de 

recyclage directe fait intervenir la GTPase Rab4 (Figure 27) (van der Sluijs et al. 1992). La 

Figure 29: Rôle de la protéine EEA1 dans la 

fusion endosomale.  

EEA1 est capable de lier des endosomes 

précoces grâce à ses domaines de liaison 

aux PI(3)P (domaine FYVE) et ses domaines 

de liaison aux Rab5-GTP (domaine RBD). La 

fixation des PI(3)P et de Rab5-GTP entraine 

la courbure de EEA1 et le rapprochement 

des deux endosomes, nécessaire à leur 

fusion. Adapté de Pylypenko et al. 2018 
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deuxième, dite lente, correspond au passage par les endosomes précoces, puis les endosomes 

de recyclage Rab11 positifs, avant de regagner la membrane (Ullrich et al. 1996). Cette voie 

de recyclage peut aussi comprendre un passage par le réseau trans-Golgien. La détermination 

de la voie de recyclage dépend de la GTPase présente, Rab4 et Rab11 étant localisées dans 

des domaines distincts des endosomes précoces. La protéine Rabenosyne-5 interagit avec 

Rab4, mais pas avec Rab11, et favorise la voie de recyclage rapide. En effet, sa surexpression 

entraine un élargissement endosomal, une augmentation du taux de recyclage rapide ainsi 

qu’une diminution du transport périnucléaire des vésicules Rab11 positives (de Renzis et al. 

2002). La voie de recyclage lente est régulée par les protéines phosphatidylinositol 3-kinase 

de classe IIα (PI3K-C2α) et la Myotubularin 1 (MTM1). Sur les endosomes précoces, la majorité 

des PI(3)P sont produits par des PI3K de classe III. La production de PI(3)P par une PI3K de 

classe II, la PI3K-C2α, active Rab11 qui est alors capable de lier MTM1, une PI(3)P phosphatase 

donc l’activité enzymatique permet la fission de la vésicule et son transport jusqu’à 

l’endosome de recyclage. L’inhibition de MTM1 par ARN interférence entraine une diminution 

de la fission et de l’accumulation périnucléaire des cargos de recyclage (Campa et al. 2018). 

Rab11 interagit également avec la myosine, les kinésines et la dynéine par l'intermédiaire de 

la protéine Rab11 family of interacting proteins 2 (Rab11-FIP2), permettant le déplacement 

des vésicules le long de l’actine et des microtubules (Lindsay et al. 2013; Machesky 2019). La 

transferrine, une protéine très utilisée pour l’étude de la voie de recyclage, est internalisée 

après fixation sur son récepteur, le TfR. Suite à l’internalisation, le récepteur est rapidement 

recyclé par la voie rapide de recyclage, où transite à travers l’endosome précoce puis 

l’endosome de recyclage Rab11 positifs afin de regagner la membrane (Tanaka et al. 2016). 

 

d. Voie de dégradation 

 

Les récepteurs et protéines ayant besoin d’être dégradés sont placés dans une zone de 

l’endosome précoce qui va bourgeonner puis former un endosome tardif, aussi appelé corps-

multivésiculaire (MVB). La maturation en endosome tardif nécessite le remodelage des lipides 

et protéines membranaires (notamment de Rab5 par Rab7), l’acidification de l’endosome et 

la formation de vésicules intra-luminales. L’endosome tardif fusionne ensuite avec un 

lysosome pour permettre la dégradation des protéines qu’il contient. Il peut aussi fusionner 
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avec la membrane plasmique pour relarguer ses vésicules, alors appelées exosomes (Trajkovic 

et al. 2008). 

 

 Maturation des endosomes précoces en endosomes tardifs 

 

L’échange des GTPases Rab5 par Rab7 se fait grâce au recrutement du complexe Monensin 

Sensitivity 1 - Calcium Cafein Zinc Sensitivity 1 (Mon1-Ccz1) par Rab5-GTP (Figure 30). Ce 

complexe induit le relargage de Rabex5 et le recrutement de la GAP spécifique de Rab5 pour 

provoquer l’inactivation du Rab5 présent. De plus, Mon1-Ccz1 interagit avec le complexe 

Homotypic Fusion and vacuole Protein Sorting (HOPS), qui est la GEF spécifique de Rab7 et qui 

permet son recrutement et son activation (Huotari and Helenius 2011; Poteryaev et al. 2010).  

 

Figure 30: Echange des GTPases Rab5 par Rab7 médié par le complexe Mon1-Ccz1 et activation de Rab7 par 

le complexe HOPS.  

La fixation du complexe Mon1-Ccz1 sur Rab5 entraine la dissociation de Rabex-5 et Rabaptin-5 et l’inactivation 

du Rab5-GTP en Rab5GDP. Le complexe HOPS permet ensuite le recrutement et l’activation de Rab7. Huotari et 

al. 2011 

 

Le PI(3)P est converti en PI(3,5)P par la kinase PIKfyve (McCartney et al. 2014). Les pompes à 

proton V-ATPase sont responsables de l’acidification des endosomes et lysosomes, dont le pH 

est environ de 6 pour les endosomes précoces, 5,5 pour les endosomes tardifs et 5 pour les 

lysosomes. Cette acidification permet le découplage récepteur/ligand ainsi que l’activation de 
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certaines enzymes lysosomales. La formation de vésicules intra-luminales (ILV) contenant des 

protéines et récepteurs ubiquitinylés et destinés à être dégradés (Figure 31) est médiée par la 

machinerie Endosomal Sorting Complex Required for Transport (ESCRT) composée des 

complexes ESCRT0, I, II et III (Wollert and Hurley 2010). 

 

 

 

 

Figure 31: Formation des vésicules intraluminales médiée par la machinerie ESCRT.  

ESCRT-0 rassemble les protéines à internaliser dans l’ILV a un endroit de la membrane, ESCRT-I et ESCRT-II 

permettent la déformation de la membrane formant un bourgeonnement dans lequel la protéine à internaliser 

est séquestrée puis ESCRT-III forme un cou autour de la vésicule et provoque sa fission.  

Wollert and Hurley, 2010 

 

Enfin, au cours de leur maturation, les endosomes transitent de la membrane jusqu’à la zone 

péri-nucléaire grâce aux microtubules et la dynéine, qui lie les endosomes par l’intermédiaire 

de Rab7 (Vonderheit and Helenius 2005). Ce transport semble essentiel à la maturation des 

endosomes car après l’application d’une drogue dérégulant les microtubules, leur maturation 

a été montrée comme ralentie, avec une persistance de la protéine Rab5 en même temps que 

Rab7 (Vonderheit and Helenius 2005). Enfin, l’annexine A2, ARP2/3, la moesine et la cortactine 

permettent la nucléation et la polymérisation de filaments d’actine à partir de la membrane 

endosomale, essentielle à la maturation et au transport des endosomes (Morel et al. 2009; 

Muriel et al. 2016). La dépolymérisation de l’actine a en effet été montrée comme inhibant le 

transport et la maturation des endosomes précoces en endosomes tardifs (Morel et al. 2009). 

De plus, l’acidification endosomale semble avoir lieu uniquement dans la zone périnucléaire 

et après le transport microtubulaire (Lakadamyali et al. 2003).  

L’EGF est une protéine très utilisée pour l’étude de la voie de dégradation endo-lysosomale. 

En effet, après fixation à l’EGFR, le complexe est transporté dans un endosome précoce puis 
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transite à travers les endosomes tardifs, puis les lysosomes, afin d’être dégradé (Tanaka et al. 

2016). 

 

 Fusion des endosomes tardifs et autophagosomes avec les lysosomes 

 

Les lysosomes permettent la dégradation de protéines et composants cellulaires grâce à leurs 

enzymes hydrolytiques et protéolytiques, dont les cathepsines. Le Cation Indépendant-

Mannose 6 Phosphate Récepteur (CI-MPR), situé sur les endosomes tardifs permet la fixation 

des hydrolases et leur acheminement jusqu’aux lysosomes (Dahms et al. 2008; Kubisch et al. 

2014). Ces organelles possèdent à leur membrane les protéines Lysosome-associated 

membrane protein 1 et 2 (LAMP1 et LAMP2) qui y forment une couche glycosylée permettant 

la protection de la membrane contre les hydrolases. La fusion des lysosomes avec les 

endosomes tardifs fait notamment intervenir le complexe HOPS, qui est aussi impliqué dans 

la maturation des endosome tardifs par son interaction avec Rab7 et la SNARE syntaxine 17 

qui permet la fusion des membranes (Balderhaar and Ungermann 2013; Itakura et al. 2012; 

Yu et al. 2018). 

Les lysosomes permettent aussi la dégradation du matériel cellulaire contenu dans les 

autophagosomes. Ce dernier mécanisme, appelé autophagie, commence avec la formation 

d’un phagophore qui va entourer une petite portion du cytoplasme puis former une organelle 

à double membrane appelée autophagosome (Hansen and Johansen 2011) (Figure 32). Seule 

la membrane externe de l’autophagosome fusionne avec le lysosome et la membrane interne 

est dégradée par les hydrolases. 

 



84 
 

 

 

Figure 32: Interconnections des voies endolysosomales et autophagiques.  

Les phagophores entourent une petite portion du cytoplasme pour former une organelle à double membrane 

appelée autophagosome. L’autophagosome peut fusionner avec un endosome tardif et former un amphisome, 

qui pourra ensuite fusionner avec un lysosome, ou l’autophagosome peut fusionner directement avec le lysosome 

et former un autolysosome. Hansen and Johansen 2011 
 

3) Dérégulations du système endosomal et pathologies 

 

 Alzheimer et la trisomie 21 

 

Les patients atteints de trisomie 21 ont des lésions du système nerveux central semblables à 

celles observées chez les patients atteint de la maladie d’Alzheimer, dont la présence de 

plaques amyloïdes au niveau des neurones. Ces plaques amyloïdes sont la conséquence d’une 

accumulation d’un peptide toxique amyloïde-β (Aβ), qui est un fragment de la protéine 

Amyloid Precursor Protein (APP), produit dans l’endosome suite au clivage de l’APP par la β-

sécrétase puis la γ-sécrétase (Sinha et al. 1999). Le peptide Aβ est soluble et non toxique mais 

son oligomérisation forme des fibrilles insolubles également appelées plaques séniles. 

L’internalisation de l’APP se fait par endocytose clathrine-dépendante (Nordstedt et al. 1993) 

puis elle transite vers les endosomes précoces où a lieu son clivage. Le peptide A est ensuite 

soit redirigé à la membrane, soit dégradé par les lysosomes. L’accumulation des plaques 
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séniles apparait lorsque le peptide Aβ est produit en trop grande quantité ou qu’il n’est pas 

suffisamment dégradé. 

Chez les patients atteints de ces deux maladies, des anomalies du système endosomal sont 

observées bien avant l’apparition des plaques amyloïdes (Cataldo et al. 2000). Dans les 

fibroblastes de patients atteints de trisomie 21, on observe une augmentation de la taille des 

endosomes précoces et tardifs, une surexpression de Rab4, Rab5 et Rab7 et une augmentation 

de l’endocytose (Cataldo et al. 2008). L’expression d’une protéine Rab5 constitutivement 

inactive dans cette cellule entraine la restauration de la taille des endosomes tardifs, montrant 

un rôle direct entre ces dérégulations et la voie endosomale précoce. De plus, un des 

récépteurs aux hydrolases lysosomales, le MPR46 est anormalement localisé dans les 

endosomes précoces (Cataldo et al. 2008). L’accumulation de vacuoles autophagiques et un 

défaut d’acidification des lysosomes, dû à un dysfonctionnement de la V-ATPase ont été 

observés dans le cerveau d’un modèle murin de la maladie d’Alzheimer (Lee et al. 2010) et 

l’Aβ s’accumule anormalement dans les lysosomes d’un autre modèle murin de la maladie 

d’Alzheimer (Lauritzen et al. 2016). La taille des endosomes précoces et tardifs ainsi que 

l’autophagie et les lysosomes sont perturbés dans les neurones dérivés de cellules iPS ayant 

une mutation de l’APP, montrant que ce peptide peut être la cause du dysfonctionnement 

lysosomal observé (Hung and Livesey 2018). Il a également été montré que la PI(3)K Vps34 est 

moins exprimée dans le cerveau des patients Alzheimer, ce qui semble entrainer 

l’élargissement des endosomes, l’accumulation des précurseurs amyloïdes et la diminution de 

leur transfert dans les ILV par la machinerie ESCRT. De plus, le défaut de transfert de l’APP 

dans les ILV provoque une augmentation de la génération d’Aβ (Morel et al. 2013).  

 

 Maladies lysosomales 

 

Les maladies lysosomales sont un groupe de maladies génétiques ayant pour point commun 

l’agrégation de matériel cellulaire causée par un défaut de dégradation lysosomale. De 

nombreuses maladies lysosomales entrainent des dérégulations de l’autophagie (Lieberman 

et al. 2012) comme, entre autres, la maladie de Pompe, la maladie de Niemann-Pick ou la 

maladie de Gaucher. En effet, l’anomalie lysosomale provoque un défaut de stockage 

lysosomal suivi d’un défaut de fusion des lysosomes avec les autophagosomes et par 

conséquent un blocage de la voie autophagique et une accumulation d’autophagosomes. Le 
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blocage de la voie autophagique entraine ensuite une accumulation de protéines toxiques et 

de mitochondries aberrantes, causant un stress cellulaire puis la mort des cellules (Lieberman 

et al. 2012). 

La maladie de Pompe est due à une mutation du gène codant l’alpha-glucosidase acide, une 

enzyme chargée de la dégradation lysosomale du glycogène. Une accumulation 

d’autophagosomes, d’endosomes tardifs et de lysosomes est observée dans les cellules 

musculaires des patients (Kohler et al. 2018). Les myotubes des patients atteint de la maladie 

de Pompe montrent également un élargissement des endosomes, accompagné de défaut 

d’acidification et de motilité endosomale (Fukuda et al. 2006). Enfin, l’accumulation de 

lysosomes remplis de glycogène et la présence de débris autophagiques dans le cytoplasme 

entraine une interruption de la machinerie contractile provoquant des dommages musculaires 

et le déclin de la fonction musculaire (Kohler et al. 2018). 

La maladie de Niemann-Pick type C de type 2 (NPC2) est due à une mutation du gène NPC 

codant une protéine impliquée dans le transport du cholestérol. La NPC2 est une maladie 

neurodégénérative provoquant l’accumulation de cholestérol dans de nombreux tissus et 

particulièrement dans le cerveau. Une accumulation d’autophagosomes et un défaut de leur 

maturation sont observés dans les cellules des patients (Seranova et al. 2017). De plus, un 

élargissement des endosomes précoces, ainsi qu’une accumulation de cholestérol dans les 

endosomes tardifs sont également observés dans les neurones des patients (Jin et al. 2004).  

La maladie de Gaucher, aussi appelée sphingolipidose, est due à une mutation du gène codant 

la glucocérébrosidase, une enzyme permettant la dégradation de glucosylcéramide, et conduit 

à une accumulation de glucocérébrosides dans le cerveau, mais aussi le foie et la rate. Une 

accumulation d’autophagosomes et un défaut de leur maturation sont également observés 

dans les cellules des patients. De plus, une diminution de l’expression des gènes lysosomaux 

et de l’activité des cathepsines sont observées (Seranova et al. 2017). 

 

 Tumeurs 

 

Les protéines Rab sont connues pour avoir leur expression augmentée ou diminuée dans les 

cellules tumorales, dont Rab5, qui joue un rôle dans la migration et l’invasion cellulaire en 

induisant le renouvellement des adhésions focales. L’hypoxie, souvent retrouvée dans 

l’environnement tumorale, a été montrée comme induisant l’activation de Rab5 et 
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provoquant sa relocalisation au niveau des adhésions focales. La sur-activation de Rab5 

provoque une augmentation de la taille des endosomes précoces dans les tumeurs mais ne 

semble pas perturber les mécanismes d’endocytose (Silva et al. 2016). 

La protéine cavéoline 1, impliquée dans l’endocytose cavéoline-dépendante, joue un double 

rôle dans les tumeurs. En effet, dans les stades précoces des cancers elle est inhibée et agit 

comme un gène-suppresseur de tumeurs. Dans des stades tumoraux plus avancés, la 

cavéoline 1 est surexprimée et favorise alors la croissance tumorale. Son expression dans le 

cancer du poumon est associée à une faible survie des patients (Duregon et al. 2017).  

La dynamine, impliquée dans la libération des vésicules d’endocytose est également 

impliquée dans la tumorigénèse. En effet, les dynamine 1 et 2 ont été montrées comme 

augmentant la prolifération des cellules cancéreuses, l’invasion tumorale et les métastases. 

La surexpression de la dynamine 2 est d’ailleurs observée dans plusieurs cancers et associée 

à un faible taux de survie. En effet, la dynamine 2 régule le renouvellement des adhésions 

focales, essentielles à la migration cellulaire (Meng 2017). Au contraire, la dynamine 3 agit 

comme un gène suppresseur de tumeur et son expression est souvent inhibée dans les tissus 

cancéreux (Meng 2017).  

Enfin, la protéine ESCRT-I, impliquée dans la formation des ILV nécessaires à la maturation des 

endosomes tardifs, a été montrée comme faisant partie des gènes suppresseurs de tumeurs 

mais également comme étant surexprimée dans certains types de cancers ou son expression 

est liée à un faible taux de survie (Alfred and Vaccari 2016). 

 

4) Transport endosomal des vecteurs AAV et efficacité de transduction 

 

Les vecteurs AAV sont internalisés par endocytose puis transitent jusqu’au noyau à travers le 

système endosomal. La progression du vecteur dans les différents compartiments du système 

endosomal et l’acidification des vésicules permet la maturation du vecteur qui se traduit par 

un changement conformationnel de la capside virale favorisant ainsi le relargage des 

particules dans l’espace périnucléaire et leur décapsidation. L’efficacité de transduction des 

vecteurs est dépendante de la rapidité de ce transport qui elle-même est dépendante du 

sérotype et du type cellulaire infecté (Keiser et al. 2011). Il a en effet été montré que l’AAV2 

est internalisé moins rapidement que l’AAV1 et l’AAV5 et est transporté jusqu’au noyau plus 

lentement que l’AAV1 alors qu’il est plus efficace à exprimer son transgène dans les cellules 
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HeLa. Cette différence a été attribuée à une meilleure efficacité de décapsidation et une 

stabilité du génome de l’AAV2. Ainsi, ces trois sérotypes utiliseraient des mécanismes distincts 

de transport intracellulaire qui leur confèrent des efficacités de transduction différentes 

(Keiser et al. 2011). 

Une fois internalisé, l’AAV8 et l’AAV2 sont transportés dans les endosomes précoces et de 

recyclage (Liu et al. 2013). Un transport rétrograde de ces deux vecteurs vers le réseau trans-

Golgien a également été observé. En effet, les AAV2, 5 et 8 sont transportés à travers le réseau 

trans-Golgi (Bantel-Schaal et al. 2002; Liu et al. 2013) grâce à la syntaxine 5, dont l’inhibition 

par ARN interférence perturbe le transport du système endosomal au réseau trans-Golgi et 

diminue l’efficacité de transduction des AAV de sérotypes 1 à 9 dans les cellules HeLa 

(Nonnenmacher et al. 2015). Seul l’AAV2 emprunte les endosomes tardifs (Liu et al. 2013). La 

voie de transport endosomal utilisée par le vecteur semble dépendre de la dose intracellulaire 

de celui-ci. En effet, à faible multiplicité d’infection (100 génomes par cellule), l’AAV2 est 

transporté préférentiellement dans les endosomes tardifs, alors qu’il est retrouvé 

majoritairement dans les endosomes de recyclage lorsque la multiplicité d’infection est forte 

(10 000 génomes par cellule) (Ding et al. 2006).  

Le transport endosomal de l’AAV au-delà de l’endosome précoce est en tous cas essentiel à 

une transduction efficace. En effet, dans les cellules NIH3T3, l’AAV2 est uniquement présent 

dans les endosomes précoces, engendrant une faible efficacité de transduction. Le traitement 

de ces cellules avec de l'hydroxyurée, une drogue permettant le passage de l’AAV dans les 

endosomes tardifs et les lysosomes, montre une augmentation de son efficacité de 

transduction (Hansen et al. 2001). De plus, le traitement des cellules avec de la bréfeldine A, 

une drogue provoquant la formation de tubules à la membrane des endosomes précoces et 

inhibant leur fusion avec les endosomes tardifs, montre une diminution de l’efficacité de 

transduction de l’AAV5 (Douar et al. 2001). Enfin, la redirection des vecteurs AAV dans les 

endosomes tardifs et lysosomes, après l’application d’eeyarestatine, une drogue inhibant la 

translocation dans le réticulum endoplasmique, augmente l’entrée nucléaire de l’AAV et 

l’efficacité de transduction (Berry and Asokan 2016).  

La présence de PI(3)P, le phosphatidylinositol présent à la membrane des endosomes 

précoces, est aussi essentielle à l’efficacité de transduction de l’AAV2. En effet, l’inhibition des 

PI3K dans les cellules HeLa entraine une diminution de son efficacité de transduction 

(Sanlioglu et al. 2000).  
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L’acidification endosomale induit des changements conformationnels de la capside et 

l’activation de l’activité protéase des AAV de plusieurs sérotypes permettant leur autoclivage 

essentiel à l’échappement endosomal et la décapsidation (Salganik et al. 2012). En plus du pH 

acide, les protéases endosomales, cathepsine B et L, engendrent une protéolyse partielle des 

capsides des AAV2 et 8 et sont essentielles à leur transduction, bien que leurs profils de clivage 

soient différents, mais ne semblent pas intervenir dans la protéolyse de la capside de l’AAV5 

(Akache et al. 2007). Enfin, la furine, une endoprotéase située dans les endosomes précoces 

et le réseau trans-Golgi, joue un rôle dans l’échappement endosomal de l’AAV2, mais pas de 

l’AAV8, probablement par clivage de résidus basiques de sa capside (Liu et al. 2013). 
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La Dystrophie Musculaire de Duchenne (DMD) est une maladie génétique provoquant une 

dégénérescence musculaire sévère pour laquelle aucun traitement curatif n’existe 

aujourd’hui. L’une des stratégies les plus prometteuses pour le traitement des patients 

consiste en l’injection de vecteurs de thérapies géniques permettant l’expression d’une 

dystrophine plus courte mais fonctionnelle. Les vecteurs dérivés des AAV sont aujourd’hui les 

outils de choix pour le traitement des maladies neuromusculaires par thérapie génique. 

Malgré l’efficacité bien établie de l’AAV de sérotype 8 (AAV8) pour le transfert de gènes dans 

le muscle, de fortes doses de vecteurs sont nécessaires pour obtenir une efficacité 

thérapeutique dans des modèles animaux de la DMD (Le Guiner et al. 2014; Le Guiner et al. 

2017). Pour comprendre cette limitation de la thérapie génique pour la DMD, l’équipe a 

comme objectif d’étudier les mécanismes qui peuvent limiter l’efficacité de transduction du 

vecteur AAV8 dans le muscle dystrophique.  

Dans ce contexte, l’axe principal de ma thèse a consisté à identifier les anomalies 

cellulaires pouvant impacter le transport du vecteur AAV8 et son expression dans le muscle 

DMD.  

J’ai initié ce projet par les développements techniques permettant de suivre le devenir du 

vecteur AAV dans le muscle dystrophique. J’ai ensuite caractérisé le système endosomal dans 

les myoblastes, myotubes et biopsies musculaires de patients DMD et dans les muscles de 

modèles animaux de la DMD (murins et canin).  

Par ailleurs, l'amélioration de l'efficacité des vecteurs AAV en thérapie génique nécessite 

aussi une meilleure connaissance des protéines cellulaires qui interagissent avec le génome 

viral et qui régulent son expression. Ainsi, un second axe a consisté à analyser le rôle des 

protéines cellulaires RFX1 et RFX3 dans la régulation de l’expression des vecteurs AAV via 

leur interaction avec l’ITR. Avant mon arrivée au laboratoire, il a été démontré que les 

protéines RFX1 et RFX3, appartenant à la famille des facteurs de transcription RFX (Regulatory 

Factor X), se lient spécifiquement à la séquence D de l’ITR de l’AAV2. J’ai donc étudié le rôle 

de ces protéines sur l’efficacité de transduction de l’AAV. 
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I. Identification des anomalies cellulaires pouvant 

impacter le transport du vecteur AAV8 et son expression 

dans le muscle DMD 

 

1) Étude de l’expression du vecteur AAV8 et de son transport dans le muscle 

dystrophique 

 

Dans le muscle DMD, une série de dérégulations intracellulaires peuvent avoir un impact 

potentiel sur le transport du vecteur (Cf. Introduction II) 4)). La maturation des vecteurs AAV, 

nécessaire à leur décapsidation et à l’expression du transgène, a lieu lors de leur transport 

intracellulaire, dans le système endosomal (Cf. Introduction III) 3) b) Transport endosomal et 

maturation). Il semble donc essentiel d’étudier l’efficacité de transduction de l’AAV et les voies 

endosomales empruntées par ce vecteur dans les cellules musculaires saines et DMD. 

 

a. Efficacité de transduction de l’AAV8 in vitro, dans les cellules musculaires de patients DMD 

 

Aucune étude de l’efficacité de transduction de l’AAV dans les cellules musculaires humaines 

de patients DMD, en comparaison à des cellules musculaires saines n’a été réalisée à ce jour. 

Avant mon arrivée au laboratoire, l’équipe a vérifié l’efficacité d’un vecteur AAV8 à exprimer 

le gène rapporteur luciférase dans des cellules musculaires humaines issues de biopsies 

d’individus sains (contrôles 1 et 2) et de patients DMD portants des mutations différentes 

(DMD∆52, DMD∆45-52). Pour cela, les cellules ont été transduites avec un AAV8-luciférase 

puis mises en différenciation. La diminution de l’activité de la luciférase 7 jours post-

transduction suggère un défaut d’expression de l’AAV8 dans les cellules DMD (entre 64% et 

8%) comparées aux cellules contrôles (Figure 33A). Afin de vérifier si le vecteur a bien été 

internalisé dans les cellules, des immunofluorescences ont été réalisées 6h et 24h post-

transduction avec un anticorps dirigé contre la capside entière de l’AAV8 (vecteur non 

décapsidé) puis des comptages automatisés des particules entières ont été effectués sur des 

images prises au microscope confocal, grâce au logiciel cellprofiler. Ces résultats suggèrent 

que les particules d'AAV8 sont internalisées plus rapidement dans les myoblastes DMD∆45-
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52 par rapport aux témoins avec une fraction plus élevée de virions présents dans les cellules 

après 6 et 24h (Figure 33B). 

 

 

b. Analyse de la répartition de l’AAV8 dans les cellules musculaires DMD 

 

La distribution spatiale de l’AAV8 a été analysée par immunofluorescence avec un anticorps 

dirigé contre la capside entière, dans des myoblastes DMD (∆52, ∆45-52 et ∆48-50) et 

contrôles (contrôles 1, 2 et 3), 24 heures post-transduction. En accord avec les résultats du 

comptage (Figure 33B), j'observe qu’il y a plus de vecteurs AAV8 encapsidés dans les 

myoblastes DMD que dans les myoblastes contrôles, répartis dans l’ensemble de la cellule 

(Figure 34). De plus, on observe un nombre élevé de particules AAV8 dans les noyaux des 
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Figure 33: Efficacité de transduction de l’AAV8 et quantification des particules virales dans les cellules 

musculaires DMD humaines. 

(A) Les myoblastes issus de deux patients DMD (∆52 et ∆45-52) et deux contrôles (Ctrl1 et Ctrl2) ont été transduits 

avec un AAV8 exprimant un gène rapporteur luciférase. L'activité de la luciférase, reflétant l'expression du 

transgène, a été quantifiée une semaine après la transduction dans les cellules différenciées. (B) Quantification 

des particules entières d'AAV8 pendant les temps précoces de la transduction (6h) et tardifs (24h) montrant que 

les particules d'AAV8 ont été internalisées plus rapidement dans les myoblastes DMD∆45-52 par rapport aux 

témoins avec une fraction plus élevée de virions présents dans les cellules après 6h et 24h. *P<0,05, **P<0,01, 

***P<0,001, **** p <0,0001. 
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cellules contrôles alors que l’AAV se concentre principalement à la périphérie des noyaux dans 

les cellules DMD. 

 

 

c. Analyse de la décapsidation de l’AAV8 dans les cellules musculaires DMD 

 

Ainsi, mes résultats montrent un défaut d’expression de l’AAV8 dans les cellules DMD alors 

qu’il y a un nombre plus élevé de particules virales encapsidées dans ces cellules comparées 

aux cellules saines. Les génomes viraux décapsidés n’étant pas détectables par 

immunofluorescence, j’ai réalisé une quantification des génomes viraux encapsidés et 

décapsidés dans les cytoplasmes et noyaux des cellules DMD∆45-52 et contrôles. Pour cela les 

cellules ont été transduites pendant 16h avec un AAV8 puis un fractionnement cellulaire a été 

réalisé afin de séparer les fractions nucléaires et cytoplasmiques. La pureté de ces fractions a 

Ctrl2 Ctrl3Ctrl1

DMDD52 DMDD45-52 DMDD48-50

Figure 34: Analyse de la répartition de l’AAV8 dans les cellules musculaires.  

Les myoblastes issus de patients DMD (∆52 ; ∆45-52 et ∆48-50) et de contrôles sains (Ctrl1, 2 e t3) ont été 

transduits avec un AAV8 puis fixés 24h post-transduction. Des immunofluorescences ont été réalisées afin de 

marquer les particules entières d’AAV8 (en rouge) montrant que l’AAV8 est présent dans les noyaux des 

myoblastes contrôles à 24h post-transduction alors qu’il est majoritairement cytoplasmique dans les myoblastes 

DMD. Les images ont été prises au microscope confocal au grossissement 40X. 
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été vérifiée par Western Blot en montrant que la GAPDH est uniquement présente dans la 

fraction cytoplasmique et l’histone H3 uniquement dans la fraction nucléaire (Figure 35A). La 

moitié de chaque fraction a été traitée à la benzonase, afin d’éliminer l’ADN viral non protégé 

par la capside, cette partie contient alors uniquement les génomes viraux encapsidés. La 

deuxième moitié n’est pas traitée à la benzonase et contient donc les génomes viraux 

décapsidés et encapsidés. Après quantification par qPCR, le nombre de copies de génome 

viraux (GV) décapsidés est obtenu par soustraction du nombre de copies de GV encapsidés 

(partie traitée à la benzonase) au nombre de copies de GV total (partie non traitée à la 

benzonase). Les résultats montrent que le nombre de copies de GV total est plus élevé dans 

le cytoplasme et le noyau des myoblastes DMD par rapport aux contrôles (Figure 35B). Dans 

la fraction cytoplasmique, le pourcentage de génomes viraux décapsidés est similaire dans les 

myoblastes contrôles (24%) et DMD (23%). Cependant, dans la fraction nucléaire, ce 

pourcentage est plus faible dans les myoblastes DMD (32% du total) comparés aux myoblastes 

contrôles où 75% des génomes sont décapsidés. 

La même expérience réalisée sur des muscles de souris WT et mdx, 72h et 2 semaines après 

injection intramusculaire d’un AAV8-mSEAP (Figure 35D et 35E) ne montre pas de différence 

significative entre les groupes de souris étudiés. Ceci est probablement dû, au moins en partie, 

à la grande variabilité des valeurs obtenues. 
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Figure 35: La décapsidation de l’AAV8 est perturbée dans les cellules musculaires DMD humaines et les souris 

mdx.  

Les myoblastes issus de patients DMD (∆45-52) et contrôles ont été transduits avec un AAV8 puis les extraits 

cellulaires ont été fractionnés en une partie cytoplasmique et une partie nucléaire. (A) L’expression des protéines 

GAPDH et Histone H3 a été analysée par western blot pour vérifier la pureté des fractions cytoplasmiques (C) et 

nucléaire (N). (B) Après traitement à la benzonase de la moitié de chaque échantillon, permettant d’éliminer 

l’ADN non encapsidés, le nombre de génomes viraux a été quantifié par qPCR dans chaque fraction, puis le 

pourcentage de particules décapsidées par rapport au nombre de copies de génomes viraux total a été calculé 

(indiqué en blanc) (n=1). Des souris WT et mdx de 3 mois ont été injectées en intramusculaire avec un AAV8 puis 

le muscle injecté a été prélevé après (D) 72h ou (E) 2 semaines. (C) La pureté des fractions cytoplasmiques (C) et 

nucléaire (N) a été vérifiée par WB. Après fractionnement et traitement à la benzonase de la moitié des 

échantillons, le nombre de copies de génomes viraux a été quantifié par qPCR et le pourcentage de décapsidation 

a été calculé, comme cela a été décrit pour les cellules. ns, non significatif.  
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d. Analyse des voies endosomales empruntées par l’AAV8 dans les cellules musculaires DMD 

 

Nous avons ensuite voulu analyser le type d’endosomes emprunté par l’AAV8 dans ces cellules 

musculaires grâce à des co-immunomarquages des particules entières de l’AAV8 avec des 

marqueurs des endosomes précoces (EEA1) (Figure 36A) et tardifs (CI-MPR) (Figure 36B). Ces 

expériences montrent une co-localisation du vecteur AAV8 avec les endosomes précoces et 

tardifs 72h après la transduction dans des cellules contrôles saines. De plus cette co-

localisation apparait de façon plus marquée dans les myotubes DMD.  

Nos résultats montrent donc pour la première fois l’implication des endosomes tardifs dans le 

transport de l’AAV8 dans les cellules musculaires. Par ailleurs, l’ensemble de mes résultats 

suggèrent que le défaut de transduction de l’AAV8 dans les cellules musculaires DMD pourrait 

résulter de son accumulation anormale dans les endosomes précoces et tardifs. Une telle 

accumulation pourrait entrainer un défaut de maturation et de décapsidation du vecteur. J’ai 

donc voulu étudier plus en détail ce système endosomal dans les cellules DMD. 

 

2) Étude du système endosomal dans la Dystrophie Musculaire de Duchenne 
 

Après son entrée par endocytose, le vecteur AAV est transporté de la membrane plasmique 

vers le noyau via les endosomes. La maturation et l’acidification des compartiments 

endosomaux permet la maturation et la décapsidation du vecteur (cf. Introduction III) 3) b) 

Transport et maturation). Sur la base des résultats présentés plus haut, nous avons émis 

l’hypothèse que la maturation du vecteur AAV8 est peut-être perturbée dans les cellules 

musculaires DMD en raison d’un défaut du système endosomal. Je me suis donc attachée à 

analyser les endosomes empruntés par l’AAV8 dans le muscle DMD.  

Pour cela j’ai réalisé une quantification et une analyse morphométrique des endosomes 

précoces et tardifs in vitro dans les cellules musculaires immortalisées issues de patients DMD, 

portant des mutations différentes (∆52, ∆45-52, ∆48-50 et ∆44-50) et ex-vivo dans les muscles 

de patients DMD, de souris mdx et de chien GRMD.  
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Figure 36: Analyse de la localisation endosomale de l’AAV8 dans les cellules musculaires. 

 Les myotubes issus de patients DMD (∆52 ; ∆45-52 et ∆48-50) et contrôles (Ctrl1, 2 et 3) ont été transduits avec 

un AAV8 puis fixés 72h après transduction. Des expériences de co-marquage des particules entières d’AAV8 (en 

rouge) avec (A) les endosomes précoces ou (B) les endosomes tardifs (en vert) montrent que l’AAV8 est transporté 

à travers les endosomes précoces et tardifs dans les cellules musculaires et qu’il s’accumule dans ces structures 

endosomales dans les myotubes DMD. Les images ont été prises au microscope confocal au grossissement 100X. 

A

B

Ctrl2 Ctrl3Ctrl1

DMDD52 DMDD45-52 DMDD48-50

DAPI Endosomes précoces  Particules entières d’AAV8

Ctrl2 Ctrl3Ctrl1

DMDD52 DMDD45-52 DMDD48-50

DAPI Endosomes tardifs  Particules entières d’AAV8
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a.  Analyse des endosomes précoces et tardifs dans les cellules musculaires de patients DMD 

 

 Quantification des endosomes dans les cellules musculaires issues de 

biopsies humaines 

 

La quantification des endosomes précoces et tardifs a été réalisée par immunofluorescence 

en utilisant des marqueurs des endosomes précoces (EEA1) et tardifs (CI-MPR). Comme on 

peut le voir sur les figures 37A et 37E, on observe plus d’endosomes précoces et tardifs dans 

les myoblastes et myotubes DMD comparés aux cellules contrôles. La quantification des 

endosomes sur les images prises au microscope confocal confirme cette observation et 

montre un nombre plus élevé d’endosomes précoces et tardifs dans les myoblastes (Figure 

37B et 37C) et myotubes (Figure 37F et 37G) DMD. Nous avons vérifié que le défaut endosomal 

observé n’était pas lié à l’immortalisation des cellules musculaires humaines. La même 

expérience réalisée dans des myoblastes primaires natifs issus de patients DMD∆45-52, 

DMD∆44-50 et DMD∆48-50 a donné les mêmes résultats (Figure 37D). Ces résultats montrent 

donc que le système endosomal est perturbé dans les cellules musculaires DMD et que ce 

défaut est indépendant de l’immortalisation des cellules. J’ai donc poursuivi mes expériences 

sur les cellules musculaires immortalisées. 

 

 Expression de la dystrophine dans les myoblastes et myotubes humains 

 

Nous avons été surpris de voir que l’anomalie endosomale est observée aussi bien dans les 

myoblastes que les myotubes DMD. Etant donné que l’expression de la dystrophine au stade 

myoblaste est controversée (Wattin et al. 2018), j’ai étudié son expression dans nos 

myoblastes et myotubes DMD par qPCR et Western Blot (Figure 38). Comme attendu, l’ARNm 

ainsi que la protéine Dp427 sont exprimés dans les myotubes contrôles après 9 jours de 

différenciation et aucune expression n’est observée dans les myoblastes et myotubes 

DMD∆52, ∆45-52 et ∆48-50. Cependant, nous observons une faible expression de la Dp427 

dans les myoblastes contrôles. Bien que son expression soit faible, la dystrophine est bien 

présente dans les myoblastes contrôles, ce qui explique donc l’apparition possible de 

phénotypes dans des myoblastes DMD due à son absence comme j’ai pu le mettre en évidence 

dans mes expériences précédentes. 
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Figure 37: Le nombre d‘endosomes est plus élevé dans les cellules musculaires DMD humaines.  

Immunomarquage des endosomes précoces (en vert) et tardifs (en rouge) sur (A) des myoblastes et (E) des 

myotubes immortalisés issus de trois patients DMD (∆45-52, ∆52 et ∆48-50) et contrôles, montrant une différence 

dans le nombre (B et F) d’endosomes précoces et (C et G) tardifs. (D) Les endosomes précoces ont également été 

quantifiés sur des myoblastes primaires natifs issus de trois patients DMD (∆45-52, ∆48-50 et ∆44-50) et contrôles 

(Ctrl1 et Ctrl2) montrant que la dérégulation endosomale n’est pas causée par l’immortalisation des cellules. La 

quantification est réalisée sur des images prises au microscope confocale (100 images par expérience, n=5 pour 

les myoblastes ; 45 cellules par expériences, n=3 pour les myotubes) à l'aide du logiciel Fiji. *P<0,05, **P<0,01, 

***P<0,001, **** p <0,0001. 
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Figure 38: La dystrophine Dp427 est exprimée dans les myoblastes issus d’individus sains.  

(A) Western-Blot réalisé à partir d’extraits cellulaires de myoblastes et myotubes issus de trois patients DMD 

(∆45-52, ∆52 et ∆48-50) et deux contrôles (Ctrl1 et Ctrl2) marqués avec des anticorps dirigés contre l’isoforme 

musculaire de la dystrophine (Dp427) et l’actine. (B) Analyse de l’expression de l’ARNm de la dystrophine par RT-

qPCR dans les myoblastes humains, rapporté à l’expression de RPLP0 (n=3).  

 

 Quantification des endosomes dans les myoblastes de deux autres 

myopathies 

 

Afin de déterminer si le défaut endosomal est un phénotype commun des différentes 

dystrophies musculaires, nous avons quantifié les endosomes précoces et tardifs après 

immunomarquage dans des myoblastes issus de biopsies musculaires de patients atteints 

d’autres dystrophies non liées à la dystrophine comme la LGMD2C (Limb-girdle muscular 

dystrophy type 2C) et la FSHD1 (Dystrophie facio-scapulo-humérale de type 1). La LGMD2C est 

une myopathie causée par l’absence de la protéine ɣ-sarcoglycane, une autre protéine du 

DAPC. La FSHD1 est causée par l’expression anormale du facteur de transduction DUX4, 

provocant la dérégulation de plusieurs gènes et conduisant à l’atrophie musculaire. 

Contrairement aux myoblastes issus de patients DMD, aucune différence du nombre 

d’endosomes précoces et tardifs n’a été observée entre les myoblastes LGMD2C, FSHD1 et 

contrôles (Figures 39A et 39B). L’anomalie endosomale présente dans les myoblastes DMD 

pourrait être spécifique de la DMD et donc liée à l’absence de dystrophine. 
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 Analyse morphométrique des endosomes dans les cellules musculaires 

issues de biopsies humaines 

 

L’observation des endosomes au microscope confocal montre aussi que les endosomes 

précoces ont un aspect plus large dans les myoblastes (Figure 40A) et myotubes (Figure 40C) 

DMD. J’ai donc mesuré la taille moyenne des endosomes et établi que la taille moyenne des 

endosomes précoces est plus importante dans les myoblastes (Figure 40B) et les myotubes 

(Figure 40D) DMD comparés aux contrôles. 

 

b. Analyse des endosomes précoces par microscopie électronique 

 

La résolution du microscope confocal ne permet pas de déterminer si les endosomes de plus 

grande taille observés dans les cellules musculaires DMD représentent des endosomes élargis 

ou alors des regroupements d’endosomes formant des agrégats. Afin de répondre à cette 

question, des myoblastes d’un individu sain et d’un patient DMD ont été analysés au 

microscope électronique après immunomarquage à l’or de la protéine EEA1.  
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Figure 39: L’anomalie endosomale semble spécifique de la pathologie DMD.  

Les endosomes précoces et tardifs ont été analysés par immunofluorescence sur des myoblastes issus de 

patients DMD (∆45-52), LGMD2C, FSHD1 et contrôles (Ctrl1 et Ctrl2), montrant qu’il n’y a pas de différence 

dans le nombre (A) d’endosomes précoces et (B) tardifs entre les myoblastes LGMD2C, FSHD1 et contrôles. 

L’analyse a été réalisée sur des images confocales (100 images par expérience, n=5) à l'aide du logiciel 

CellProfiler. * P<0,05, ** P<0,01, **** P <0,0001, ns : non significatif.  
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Figure 40: La taille moyenne des endosomes précoces est plus élevée dans les cellules musculaires DMD 

humaines.  
Après immunomarquage des endosomes précoces sur des (A) myoblastes et (C) des myotubes issus de patients 

DMD et contrôles, la taille moyenne des endosomes a été mesurée, montrant que les endosomes précoces sont 

plus larges dans les (B) myoblastes et (D) les myotubes DMD comparés aux contrôles. L’analyse a été réalisée sur 

des images confocales (100 images par expérience, n=5, à l'aide du logiciel CellProfiler pour les myoblastes et 45 

images par expérience, n=3, à l’aide du logiciel Fiji pour les myotubes) **** P <0,0001 
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L’or étant opaque aux électrons, l’immunomarquage forme de fines billes noires sur les 

images. Pour une meilleure visibilité, les endosomes marqués sont colorés en violet sur les 

images présentées (Figure 41). Les résultats de microscopie électronique confirment 

l’existence d’une plus grande proportion d’endosomes précoces larges dans les myoblastes 

DMD comparés aux contrôles. Les gros endosomes observés au microscope confocal semblent 

donc être des endosomes de plus grande taille issus, peut-être, d’une fusion aberrante des 

endosomes. 

 

 

Figure 41: Les endosomes précoces sont plus larges dans les myoblastes DMD humains.  

Immunomarquage à l’or des endosomes EEA1 positifs sur (A) des myoblastes contrôles et (B) DMD (∆45-52) 

montrant une différence dans la taille des endosomes précoces entre les myoblastes DMD et contrôles. 
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c. Analyse des endosomes dans les fibres isolées de souris mdx 

 

J’ai également analysé les endosomes précoces et tardifs dans des fibres isolées du muscle 

EDL (extensor digitorum longus) de souris mdx et comparées aux fibres de souris sauvages 

(WT). Pour déterminer si l’anomalie endosomale est due à l’absence de la dystrophine en soi 

ou alors causée par les cycles de nécrose et régénération, l’analyse a été réalisée chez les 

souris mdx jeunes de 15 jours dont les muscles n’ont pas encore subi de nécrose et des souris 

mdx de 3 mois, bien après la phase de nécrose et régénération (cf. Chapitre II) 5) a) La souris 

mdx). Des expériences d’immunofluorescence des endosomes précoces (EEA1), tardifs (CI-

MPR) et du réseau microtubulaire (α-tubuline) ont été réalisées. Dans les fibres mdx de 15 

jours, l’organisation du réseau microtubulaire et des endosomes n’est pas différente de celle 

observée dans les souris contrôles (Figure 42A), tandis que dans les fibres des mdx de 3 mois, 

on observe des noyaux centraux caractéristiques de la régénération et un réseau 

microtubulaire désorganisé, comme décrit dans la littérature (McGreevy et al. 2015; Percival 

et al. 2007) (Figure 42C). De plus, dans les fibres de souris mdx de 3 mois, les endosomes ont 

une organisation et une concentration différentes des souris WT. En effet, dans les fibres WT, 

les endosomes sont souvent localisés au niveau des pôles opposés des noyaux et répartis de 

façon organisée en suivant le quadrillage fibrillaire structuré du réseau microtubulaire alors 

que dans les fibres mdx, les endosomes ne sont pas localisés autour des noyaux centraux et 

sont répartis de façon irrégulière sur toute la longueur de la fibre. Il y a également des 

structures sphériques denses (endosomes en amas ou larges) qui sont très peu retrouvées 

dans les fibres WT.  

Comme dans les cellules musculaires issues des biopsies humaines DMD, la quantification des 

endosomes précoces montre qu’il y en a plus dans les fibres des souris de 15 jours et des souris 

de 3 mois comparés aux fibres WT (respectivement 2 fois et 3,5 fois plus) (Figures 42B et 42D). 

Cependant, il y a un nombre équivalent d’endosomes tardifs dans les fibres des souris WT et 

mdx de 15 jours et 2 fois moins dans les fibres mdx de 3 mois comparées aux WT. Il est à noter 

que la résolution du microscope confocal ne permet pas de différencier les endosomes 

groupés ou la fusion aberrante des endosomes tardifs, ce qui rend difficile le comptage des 

endosomes tardifs individuels. 
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Figure 42: Le nombre d’endosomes précoces est augmenté dans les myofibres de souris mdx.  

Les myofibres isolées à partir des muscles EDL de souris WT et mdx de (A) 15 jours et (C) 3 mois ont été marquées 

avec le dapi pour visualiser les noyaux (bleu), les anticorps anti-tubuline pour les microtubules (blanc), anti-EEA1 

pour les endosomes précoces (rouge) et anti-CI-MPR pour les endosomes tardifs (vert). Les endosomes des fibres 

de souris de (B) 15 jours et de (D) 3 mois ont ensuite été quantifiés. Les données représentent la moyenne ± SEM 

d'au moins 16 myofibres par souris (n = 3 ou 4) analysées à l'aide du logiciel Fiji, sur des images prises au 

microscope confocal. *** P <0,001 **** P <0,0001 ns: non significatif.  
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d. Analyse des endosomes précoces dans les coupes musculaires de patients DMD 

 

Afin de confirmer les résultats obtenus in vitro dans les cellules issues des biopsies humaines 

et ex vivo dans la souris mdx, les endosomes ont été analysés par immunofluorescence dans 

des biopsies musculaires de patients DMD et d’individus sains âgés de 3, 5 et 10 ans. La figure 

43A montre que les fibres des patients DMD sont de tailles hétérogènes avec de nombreuses 

fibres hypertrophiques. De plus, on observe que les fibres des patients DMD ne sont pas 

jointives contrairement aux biopsies d’individus sains. L’immunofluorescence montre une 

accumulation d’endosomes précoces dans les fibres musculaires des patients DMD qui sont 

répartis de façon très hétérogène d’une fibre à une autre. La quantification a confirmé que le 

nombre d’endosomes précoces est plus élevé dans les fibres musculaires de patients DMD, 

par rapport aux fibres d’individus sains du même âge (Figure 43B).  

 

e. Analyse des endosomes dans les muscles de chiens GRMD après restauration de la 

dystrophine 

 

Pour démontrer le lien entre l’absence de dystrophine et le défaut endosomal, nous avons 

voulu savoir si la restauration de la dystrophine dans le muscle DMD permettait de rétablir le 

défaut endosomal observé. Pour cela, grâce à une collaboration avec le Pr Stéphane Blot 

(Université Paris-Est, Ecole Nationale Vétérinaire d'Alfort, Inserm U955-E10) et le Dr Adeline 

Vulin (SQY Therapeutics)  nous avons pu réaliser une série d’expérience dans un autre modèle 

animal de la DMD, le chien GRMD qui a l’avantage de présenter un phénotype proche de celui 

de l’Homme. Tout d’abord, avec Nathalie Da Silva (ingénieur dans l’équipe), nous avons validé 

la présence de l’anomalie endosomale dans ce modèle animal. Pour cela, l’analyse des 

endosomes par immunofluorescence a été réalisée sur des coupes musculaires de chiens 

sains, GRMD affectés modérément (perte d’ambulation après 6 mois) ou sévèrement (perte 

d’ambulation avant 6 mois). J’ai observé que le nombre d’endosomes précoces et tardifs est 

plus élevé dans les fibres musculaires des chiens GRMD comparés aux chiens contrôles (Figure 

44A). Les endosomes précoces et tardifs sont organisés en amas autour des noyaux dans les 

coupes musculaires de chiens GRMD modérés et sévères. La quantification des endosomes 

dans les fibres confirme cette observation et montre que le nombre d’endosomes est d’autant 

plus important que le phénotype est sévère dans le muscle GRMD (Figure 44B).  
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Figure 43: Le nombre d’endosomes précoces est augmenté dans les fibres de patients DMD.  

(A) Coupes musculaires représentatives de biopsies de muscles d’individus sains ou de patients DMD de 3 ans 

(∆45-52), 5 ans (∆52) et 10 ans (∆48-50). Les coupes ont été marquées avec le dapi pour visualiser les noyaux 

(bleu), l'anticorps anti-laminine pour délimiter les fibres musculaires (blanc) et l'anticorps anti-EEA1 pour les 

endosomes précoces (vert). (B) La quantification des endosomes précoces montre un plus grand nombre 

d’endosomes précoces dans les fibres des patients DMD. L’analyse est réalisée sur des images prises au 

microscope confocal au 40X (130 fibres par patient au minimum ont été analysées à l'aide du logiciel Fiji). **** P 

<0,0001. 
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Nous avons ensuite réalisé cette analyse dans des muscles de chiens GRMD sévèrement 

atteints injectés avec un AAV-U7 permettant la restauration de la dystrophine par saut d’exon 

(Cf. Introduction II) 6) d) Saut d’exon) (Vulin et al. 2012) (Figure 44C). La dystrophine restaurée 

thérapeutiquement (58% de fibres exprimant la dystrophine) permet un rétablissement 

partiel du nombre d’endosomes précoces 6 mois post-injection (Figure 44D). 
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Figure 44: La restauration de la dystrophine chez le chien GRMD permet de diminuer le nombre d’endosomes 

précoces et tardifs.  

Coupes musculaires représentatives de biopsies de Biceps Femoris (BF) de chiens (A) contrôles, GRMD modérés et 

GRMD sévères ou (C) GRMD non traités et traités. Les coupes musculaires ont été marquées avec le dapi pour 

visualiser les noyaux (bleu), l'anticorps anti-cavéoline pour visualiser la membrane des fibres (blanc), l'anticorps 

anti-EEA1 pour les endosomes précoces (rouge) et anti-CI-MPR pour les endosomes tardifs (vert). (B) La 

quantification des endosomes montre un nombre plus élevé d’endosomes précoces et tardifs dans les fibres de 

chiens GRMD par rapport aux contrôles. (D) La quantification des endosomes dans les fibres de chiens GRMD 

traités et non traités montre que la restauration de la dystrophine permet de restaurer l’anomalie endosomale. 

(500 fibres par chiens, n=3 chiens pour (B) ; 800 fibres par chien, n=1 chien pour (D) )*** P <0,001, **** P <0,0001, 

ns : non significatif.  

 

f. Implication de la protéine Rab5 dans l’anomalie endosomale du muscle DMD 

 

La protéine Rab5 est l’un des acteurs principaux de la biogénèse et de la fusion endosomale 

dont la surexpression conduit à un nombre élevé d’endosomes et à l’élargissement anormal 

de ces vésicules (Cf. Introduction IV) 2) b) La fusion endosomale des endosomes précoces). 

Avec Nathalie Da Silva, nous avons donc analysé le niveau d’expression de Rab5 dans les 

cellules musculaires DMD∆45-52 vs contrôles et dans les muscles de souris mdx par RT-QPCR 

et western blot. Les résultats montrent que l’ARNm ainsi que la protéine Rab5 sont 

surexprimés dans les myoblastes DMD et dans le muscle de souris mdx (Figure 45).  

Nous avons vérifié si la réduction de la surexpression de Rab5 dans les myoblastes DMD∆45-

52 par ARN interférence (siRab5) pouvait corriger l’anomalie endosomale. L’analyse de la 

protéine Rab5 dans les myoblastes DMD traités avec un siRab5 montre un niveau d’expression 

semblable à celui des myoblastes contrôles après 24 heures (Figure 46A). Cette réduction de 

l’expression de Rab5 s’accompagne de la diminution du nombre et de la taille des endosomes 

précoces dans les myoblastes DMD jusqu’à des niveaux quasi normaux (Figure 46B et 46C). 

Ainsi, la diminution de la protéine Rab5 dans les myoblastes DMD permet donc de largement 

rétablir l’anomalie endosomale observée. 

Le nombre élevé d’endosomes dans les cellules musculaires DMD peut être causé par une 

augmentation de l’endocytose ou par un défaut de maturation des endosomes précoces en 

endosomes tardifs puis lysosomes. Pour discriminer entre ces deux possibilités, l’endocytose 

et la maturation endo-lysosomale ont été mesurées dans les myoblastes DMD et contrôles. 
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Figure 45: Rab5 est surexprimée dans les cellules musculaires DMD humaines in vitro et dans les muscles de 

souris mdx.  

Analyse de l’expression de l’ARNm de Rab5 par RT-qPCR dans (A) les myoblastes humains (n=3) et (C) les muscles 

de souris mdx comparés aux muscles de souris contrôles (n=4). L’expression de Rab5 a été rapportée à l’expression 

de la β-2-microglobuline pour les myoblastes humains et du Rn18s pour les muscles de souris. Analyse de 

l’expression de la protéine Rab5 par western blot dans (B) les myoblastes humains (n=3) et (D) les muscles de 

souris mdx comparés aux muscles de souris contrôles (n=4). * P<0,05, *** P<0,001 **** P <0,0001. 
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Figure 46: Le traitement des cellules DMD avec un siRNA Rab5 rétablit le nombre et la taille des endosomes à 

un niveau équivalent à celui des cellules contrôles.  
(A) Analyse de l’expression de la protéine Rab5 par western blot montrant l’efficacité du siRNA Rab5 (siRab5) 

comparé au siRNA contrôle (siCtl) dans les myoblastes DMD (n=3). (B) Les myoblastes DMD montrent un nombre 

élevé d'endosomes précoces qui est normalisé par le siRab5. (C) Le pourcentage d'endosomes précoces volumineux 

(entre 1,10 et 6,59 μm2) relatif au nombre total d’endosomes diminue dans les myoblastes DMD traités avec le 

siRab5. L’analyse est réalisée sur des images confocales (100 images par expérience, n=3) à l'aide du logiciel 

CellProfiler). ** P<0,01, **** P <0,0001. 
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g. Mesure de l’endocytose 

 

La capacité d'internalisation par endocytose a été mesurée dans les myoblastes DMD grâce 

au test de capture de transferrine, une glycoprotéine qui est internalisée et rapidement 

dirigée vers la voie de recyclage. Pour cette mesure, j’ai incubé des myoblastes DMD∆45-52 

et contrôles avec de la transferrine couplée au fluorophore AlexaFluor-488 (Tf-488) sur glace 

pendant 1h puis mesuré l’intensité de fluorescence après 5, 10 et 15 minutes d’internalisation 

à 37°C dans du milieu sans transferrine. Dans les myoblastes contrôles, l’intensité de 

fluorescence diminue entre 5 et 15 minutes, dû au recyclage rapide de la transferrine. Dans 

les myoblastes DMD, l’intensité de fluorescence est moins importante que dans les contrôles 

après 5 et 10 minutes d’internalisation (Figure 47A). Aucune différence significative n’est 

observée après 15min. Afin de confirmer ces résultats, la même expérience a été réalisée avec 

de la transferrine biotinylée dont l’internalisation a été quantifiée par Western Blot (Figure 

47B). Cette fois ci, l’incubation à 37°C a été réalisé avec du milieu contenant la transferrine, 

c’est pourquoi la quantité de transferrine présente dans les myoblastes contrôles et DMD 

augmente avec le temps d’incubation. Cette expérience confirme les résultats obtenus par 

fluorescence et montre une endocytose moins importante de la transferrine dans les cellules 

musculaires DMD par rapport aux contrôles. 

Etant donné ces résultats, j’ai vérifié le niveau d’expression du récepteur à la transferrine (TfR) 

par western blot (Figure 47C). Mes résultats montrent une expression plus faible du TfR (68% 

du contrôle) dans les myoblastes DMD. 

L’ensemble de ces résultats montre que l’endocytose de la transferrine est moins importante 

dans les myoblastes DMD comparé aux contrôles ce qui pourrait être lié au niveau 

d’expression du TfR qui est plus faible. Ainsi, l’augmentation du nombre d’endosome précoces 

ne semble pas être causée par une augmentation de l’endocytose. 

 

h. Analyse de la maturation endo-lysosomale 

 

La voie endo-lysosomale a été analysée en suivant l’entrée et le trafic de l’EGF (epidermal 

growth factor) qui est transporté des endosomes précoces aux lysosomes, où il est dégradé. 
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Figure 47: L’endocytose est réduite dans les myoblastes DMD humains.  

Les myoblastes issus de patients DMD (∆45-52) et contrôles ont été incubés en présence de transferrine-alexa488 

ou de transferrine biotinylée puis placée à 37°C pendant différents temps. L’analyse de la quantité de transferrine 

internalisée a été faite par mesure de (A) l’intensité de fluorescence (n=4 expériences) ou par (B) Western-Blot 

montrant que moins de transferrine est internalisée dans les myoblastes DMD (n=3). (C) La quantité totale de 

récepteur à la transferrine (TfR) a été mesurée par Western-Blot (n=4). L’analyse (A) a été réalisée sur des images 

confocales (50 images par expérience, n=3) à l'aide du logiciel CellProfiler. * P<0,05, ** P<0,01, *** P<0,001, ns: 

non significatif.  
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Une analyse des endosomes hybrides (portant simultanément des marqueurs d’endosomes 

précoces et tardifs) et des lysosomes, témoins de la maturation endo-lysosomale a également 

été réalisée. 

 

 Analyse de la dégradation de l’EGF et de l’acidité endosomale 

 

J’ai incubé des myoblastes DMD∆45-52 et contrôles avec de l’EGF couplé à l’AlexaFluor-488 

(EGF-Alexa488) puis mesuré l’intensité de fluorescence à différents temps (0, 15, 30, 45 et 60 

minutes) après internalisation. L’intensité de fluorescence de l’EGF est plus importante dans 

les myoblastes DMD par rapport aux contrôles et ceci dès 15 minutes d’incubation (Figure 48A 

et 48B). Ainsi, l’EGF semble être moins dégradé ou dégradé plus lentement dans les 

myoblastes DMD. La dégradation des protéines nécessite leur transfert dans les endosomes 

tardifs puis les lysosomes qui sont des structures à pH acide (pH=5,5 pour les endosomes 

tardifs et pH=5 pour les lysosomes). Cette acidité participe à la dégradation des molécules 

endocytées. J’ai donc vérifié l’acidité des endosomes en réalisant la même expérience avec un 

EGF couplé au pHrodo, un fluorophore dont l’intensité de fluorescence augmente avec 

l’acidité. Dans ce cas l’intensité de fluorescence de l’EGF-pHrodo est plus faible dans les 

myoblastes DMD par rapport aux contrôles et ceci dès les premières minutes après son 

internalisation (Figure 48C et 48D). La dégradation de l’EGF et l’acidité endosomale sont donc 

perturbées dans les myoblastes DMD. 

 

 Quantification des endosomes hybrides EEA1/CI-MPR 

 

La maturation des endosomes nécessite, entre autres, le remplacement des protéines 

membranaires spécifiques des endosomes précoces, dont EEA1, par des protéines spécifiques 

des endosomes tardifs, dont CI-MPR. Une augmentation de la présence du CI-MPR sur des 

endosomes précoces reflète en général un défaut de maturation des endosomes précoces en 

endosomes tardifs (Vonderheit and Helenius 2005). J’ai donc mesuré le pourcentage de 

colocalisation d’EEA1 et CI-MPR (Figure 49). Le pourcentage de colocalisation est plus 

important dans les myoblastes DMD par rapport aux contrôles suggérant un plus grand 

pourcentage d’endosomes hybrides EEA1/CI-MPR et donc un défaut de maturation des 
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endosomes dans les myoblastes DMD. De plus, cette augmentation n’est pas observée dans 

les myoblastes de deux autres myopathies.  

 

Ctrl

T=
2

m
in

T=
1

0
m

in

DMDD45-52

T=
2

0
m

in

EGF-pHrodoEGF-488

In
te

n
si

té
 d

e 
fl

u
o

re
sc

en
ce

 p
ar

 c
el

lu
le

0 1 0 2 0 3 0

0

11 0 -0 5

21 0 -0 5

31 0 -0 5

41 0 -0 5

m in u te s

C tr l

D M D

**

**
**

****
****

A

B D

Ctrl DMDD45-52C

0 1 5 3 0 4 5 6 0

0

51 0 0 2

11 0 0 3

21 0 0 3

21 0 0 3

C tr l

D M D

**

** ***
**

**

ns

Figure 48: La dégradation de l’EGF et l’acidité endosomale sont perturbées dans les myoblastes DMD humains.  

Les myoblastes issus de patients DMD (∆45-52) et contrôles ont été incubés en présence (A) d’EGF-488 (en vert) 

ou (C) EGF-pHrodo (en rouge) puis placés à 37°C pendant différents temps. (B) La mesure de l’intensité de 

fluorescence par cellule de l’EGF-488 montre que l’EGF est dégradé moins rapidement dans les myoblastes DMD 

(n=150 cellules, à partir de 3 expériences indépendantes) tandis que (D) la mesure de l’intensité de fluorescence 

de l’EGF-pHrodo par cellule montre un défaut d’acidification endosomale dans les myoblastes DMD (n=150 

cellules, à partir de 3 expériences indépendantes). L’analyse a été réalisée sur des images confocales à l'aide du 

logiciel CellProfiler. ** P<0,01 *** P<0,001, **** P<0,0001, ns : non significatif. 
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 Quantification de LAMP1, un marqueur des lysosomes dans les cellules musculaires de 

patients DMD 

 

L’altération de la dégradation de l’EGF dans les cellules DMD peut être liée à un défaut 

d’acidification endo-lysosomale ou à une quantité plus faible de lysosomes. Pour vérifier si les 

structures lysosomales sont présentes en même quantité dans les myoblastes DMD et 

contrôles, l’expression de la protéine LAMP1, un marqueur lysosomal, a été analysée par 

western blot. LAMP1 est moins exprimée dans les myoblastes DMD par rapport aux contrôles 

(Figure 50), suggérant un défaut lysosomal dans les myoblastes DMD. 

 

Figure 50: LAMP1, un marqueur lysosomal est moins exprimé dans les cellules musculaires DMD.  

Analyse de l’expression de la protéine LAMP1 par western blot dans les myoblastes humains. La quantification de 

la protéine montre que LAMP1 est moins exprimée dans les myoblastes DMD comparés aux contrôles (n=3). *P 

<0,05, **P <0,01. 
 

L’ensemble de mes résultats met donc en lumière un défaut de maturation de la voie endo-

lysosomale dans les cellules musculaires DMD. 
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Figure 49: Le pourcentage d’endosomes hybrides EEA1/CI-MPR est 

plus important dans les myoblastes DMD.  

Le taux de colocalisation a été mesuré entre les marqueurs des 

endosomes précoces (EEA1) et tardifs (CI-MPR) montrant une 

augmentation de la colocalisation dans les myoblastes DMD par 

rapport aux contrôles, qui n’est pas retrouvée dans les myoblastes 

LGMD2C et FSHD1. L’analyse a été réalisée sur des images confocales 

(n=500 images provenant de 5 expériences indépendantes) à l'aide du 

logiciel CellProfiler. **** P <0,0001, ns, non significatif.  
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3) Matériel et méthodes 

 

a. Matériel 

 

 Cellules 

Nom type cellulaire Pathologie / mutation Age du patient Muscle prélevé 

Ctrl1 Aucune 12 ans Paraspinal 

Ctrl2 Aucune 25 ans 
Semi tendineux 

interne droit 

Ctrl3 Aucune 19 ans Intercostal 

DMDD45-52 

Dystrophie musculaire de 

Duchenne / délétion des 

exons 45-52 du gène DMD 

23 mois Quadriceps 

DMDD52 

Dystrophie musculaire de 

Duchenne / délétion de 

l’exon 52 du gène DMD 

10 ans 
Tenseur du fascia 

lata 

DMDD48-50 

Dystrophie musculaire de 

Duchenne / délétion des 

exons 48-50 du gène DMD 

6 ans Biceps gauche 

DMDD44-50 

Dystrophie musculaire de 

Duchenne / délétion des 

exons 44-50du gène DMD 

2ans Quadriceps gauche 

LGMD2C 
Myopathie des ceintures / 

Gamma sarcoglycane 
12 ans 

Fléchisseur commun 

des orteils 

FSHD1 

Myopathie facio-scapulo-

humérale / facteur 

transcription DUX4 

27 ans 
Rhomboïde sous 

scapulaire 

 

Ces cellules proviennent de la plateforme d’immortalisation des précurseurs musculaires de 

l’Institut de Myologie et sont utilisées sous protocole d’accord. Elles ont été immortalisées en 

bloquant le raccourcissement des télomères et en provoquant l’expression de Cyclin-

dependent kinase-4 (CDK4) (Mamchaoui et al. 2011).  

 

 Animaux 

Les souris utilisées sont des souris C57BL6, provenant de Janvier Labs et des souris mdx, 

provenant de l’animalerie du laboratoire. Les muscles extensor digitorum longus (EDL) et 
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tibialis anterior (TA) ont été prélevées sur ces souris, après sacrifice, à l’âge de 15 jours et 3 

mois. 

Pour les coupes musculaires de chiens, une collaboration avec le Pr Stéphane Blot (Université 

Paris-Est, Ecole Nationale Vétérinaire d'Alfort, INSERM U955-E10) et le Dr Adeline Vulin (SQY 

Therapeutics) a été établie. Les coupes musculaires ont été réalisées à partir de biopsies du 

Biceps Femoris (BF) de Golden retriever sains, de GRMD de 6 mois et de GRMD de 20 mois 

injectés en intra-musculaire avec 1012 copies d’AAV1-U7-ES6-8 ou du sérum physiologique à 

l’âge de 14 mois. 

 

 Coupes musculaires de patients 

Les coupes musculaires de patients proviennent de l’unité de morphologie neuromusculaire 

de l’Institut de Myologie (collaboration avec Norma Romero). Ces coupes ont été réalisées sur 

des biopsies musculaires d’individus sains, âgés de 3, 5 et 10 ans et de patients DMD, âgés de 

4, 5 et 10 ans ayant différentes mutations (DMDD45-52, DMDD52 et DMDD48-50). Les 

biopsies ont toutes été réalisées dans le muscle deltoïde, à part celle du patient DMDD52 qui 

a été réalisée dans le quadriceps. 

 

b. Méthodes 

 

 Culture cellulaire 

Les myoblastes sont cultivés à 37°C en atmosphère à 5% de CO2 dans du milieu DMEM (Gibco) 

additionné de 20% de sérum de veau fœtal (SVF), 16% de DMEM 199 (Gibco), gentamycine à 

0,1ng/ml, Fétuine (Life Technologies) à 25μg/ml, βFGF (Life Technologies) à 0,5ng/ml, EGF 

(Life Technologies) à 5ng/ml, Insuline (Sigma Aldrich) à 5mg/ml et Déxamethasone (Sigma 

Aldrich) à 0,2mg/ml, appelé milieu KMEM. Pour la différenciation en myotubes, les cellules 

sont cultivées sur matrigel (Corning) et le milieu KMEM est remplacé par du milieu DMEM 

(Gibco) additionné de gentamycine à 0,1ng/ml et d’Insuline (Sigma Aldrich) à 10mg/ml 

pendant une semaine. 

 

 Immunofluorescence des cellules musculaires 

Les cellules sont ensemencées à 40 000 cellules dans des plaques de culture 24 puits 

(Dominique Dutscher) puis fixées 24h plus tard, avec du paraformaldéhyde (PFA) 4%. 
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Les cellules sont perméabilisées avec du Phosphate Buffered Saline 1X (PBS 1X), 0,5% Triton 

pendant 10 minutes puis saturées dans du PBS 1X, 4% Bovine Sérum Albumine (BSA) pendant 

1h. Elles sont ensuite incubées avec les anticorps primaires anti-EEA1 (Cliniscience, ab0006-

200), anti-CI-MPR (Abcam, ab32815), anti-vinculine (Santa Cruz, sc73614), anti-LAMP1 (Santa 

Cruz, sc20011) ou anti-AAV8 (Collaboration avec J Kleinschmidt, German Cancer Research 

Center, Heidelberg, Allemagne) dilués dans du PBS 1X, BSA 4%. Après 3 lavages au PBS 1X, les 

cellules sont incubées avec les anticorps secondaires Âne anti Chèvre (DAG) Alexa 488, Âne 

anti Lapin (DAR) Alexa 594 et Âne anti Souris (DAM) Alexa 647 dilués dans du PBS 1X, BSA 4%. 

Les cellules sont de nouveau lavées 3 fois puis incubées pendant 5 minutes avec du DAPI dilué 

dans du PBS 1X puis lavées 2 fois avant d’être montées sur lames avec du Fluoromount-G 

(SouthernBiotech). 

 

 Production de vecteurs et transduction de cellules 

Les vecteurs AAV ont été produits par tri-transfection par le plateau technique de production 

de vecteurs MyoVector du Centre de Recherche en Myologie. Les titres viraux ont été 

déterminés par PCR quantitative et exprimés en génomes viraux par millilitres (vg/ml). 

Pour la transduction, les cellules sont ensemencées dans des plaques 24 puits dans du 

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) 10% SVF. 24h après ensemencement les cellules 

sont incubées dans du DMEM à 2% SVF en présence de 105 vg/cellules d’AAV8-luciférase. 

 

 Quantification des génomes viraux 

Les génomes viraux ont été extraits à partir de cellules transduites à l’aide du Puregene Blood 

kit (Qiagen). Le nombre de génomes viraux par noyaux ont été quantifiés à partir de 100ng 

d’ADN génomique par PCR quantitative absolue (qPCR) à l’aide de l’ABsolute QPCR ROX Mix 

(Life technologies) sur l’appareil StepOnePlusTM (Applied Biosystems). Les amorces (sens : 

CTCCATCACTAGGGGTTCCTTG et antisens : GTAGATAAGTAGCATGGC) et la sonde 

(TAGTTAATGATTAACCC) sont utilisées pour amplifier spécifiquement les génomes AAV. Les 

amorces (sens : AAAACGAGCAGTGACGTGAGC et antisens : TTCAGTCATGCTAGCGC) et la 

sonde (TGCACGGAAGCGTCTCGTCTCAGTC) sont utilisées afin d’amplifier spécifiquement le 

gène RPLP0. Les génomes viraux sont quantifiés à l’aide d’une gamme standard réalisée à 

partir de dilutions en série de plasmide pAAV. 
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 Quantification luciférase 

La luminescence est mesurée dans le lysat cellulaire grâce au kit Luc Screen® system (Life 

Technologies) selon le protocole du fournisseur à l’aide du lecteur de plaques FlexStation3 

(Molecular Devices). 

 

 Fractionnement cellulaire et quantification de la décapsidation 

Les cellules ont été transduites avec un AAV8-GFP à 200 000vg/cellules pendant 30min puis 

incubées toute la nuit dans du DMEM à 10% SVF. 

Les souris ont été injectées en intramusculaire à l’âge de 4 mois avec 5.1010vg d’AAV8-mSEAP 

dans 50µl de PBS dans le Tibialis Anterior. 

Le fractionnement cellulaire a été fait avec le kit NE-PER (Life Technologies) selon le protocole 

du fournisseur à partir de culots cellulaires ou de muscle Tibialis Anterior préalablement 

broyés. Après fractionnement, chaque fraction est ajustée avec du benzonase buffer pour 

avoir une concentration finale de 10mM Tris-HCl (pH=7,5) et de 5mM MgCl2. Les fractions 

sont séparées en deux et 250U de benzonase sont ajoutés dans la première moitié qui est 

ensuite incubée 1h à 37°C. 2U de protéinase K sont ensuite ajoutés dans l’ensemble des 

échantillons, qui sont incubés à 95°C. L’ADN des échantillons est extrait par 3 cycles à l’alcool 

phenol-chloroform-isoamyl suivit d’une précipitation de l’ADN après incubation à -20°C toute 

la nuit dans 1/10 du volume des échantillons d’acétate de sodium (3M, pH=5,2) et 2,5 volumes 

d’éthanol 95%. Les génomes viraux sont quantifiés comme expliqué précédemment. 

 

 Western Blot 

Les cellules sont lysées avec le tampon Ripa (Sodium deoxycholate 0,5%, NaCl 150mM, Hepes 

50mM pH=7,4, NP40 1%, Dodécylsulfate de Sodium (SDS) 0,1%, Éthylène Diamine Tétra-

Acétique (EDTA) 1mM, Phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF) 1mM (un inhibiteur de 

protéases) pendant 1h à 4°C. Après centrifugation de 20 minutes à 13 000g, le surnageant des 

cellules est récupéré. La concentration des protéines est évaluée par la méthode BCA selon le 

protocole du fournisseur (Life Technologies). 

Les protéines sont séparées sur un gel de polyacrylamide 4-12% dans un tampon de migration 

NuPAGE MOPS SDS à 110V. Les protéines sont transférées sur une membrane Polyvinylidene 

Difluoride (PVDF) pendant 2h à 200mA dans du tampon de transfert (150 ml Tris- glycine 10X 

(Biorad), 300mL EtOH, 3,25ml SDS 10% qsp H2O 1,5L). La membrane est ensuite saturée dans 
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une solution TBST (Tris-buffered saline 1X, tween 0,1%)-Lait en poudre 5%, puis la membrane 

est incubée toute la nuit à 4°C dans une solution TBST-Lait 5% en présence des anticorps 

primaires anti-Rab5 (Santa Cruz, sc46692), anti-Dystrophine (Santa Cruz, sc7461), anti-LAMP1 

(Santa Cruz, sc20011) ou anti-Actine (Sigma, a2066). La membrane est ensuite lavée trois fois 

dans une solution de TBST pendant 10 minutes puis incubée 1h à température ambiante avec 

un anticorps secondaire couplé à la péroxydase (Mouton anti-souris HRP ; Chèvre anti-Lapin 

HRP ; Âne anti-chèvre HRP) dilués dans du TBST-Lait 5%. Après 3 lavages, la révélation est 

réalisée grâce au kit Pierce ECL 2 Western Blotting Substrate (Thermo Scientific) avec le 

ChemiDoc MP Imaging System (BioRad). 

 

 Quantification des ARNm Rab5 

Les transcrits ont été isolés avec le kit NucleoSpin® RNA II (Macherey-Nagel) et la 

rétrotranscription a été effectuée à partir de 200ng d’ARN avec la Superscript™ II et des 

amorces aléatoires (Life Technologies). Les transcrits Rab5 ont été quantifiés et normalisés 

avec la β-2-microglobuline (β2M) pour les ARN provenant de cellules humaines et Rn18s pour 

les ARN provenant de souris en utilisant les TaqMan Gene Expression Assays (Life 

Technologies) sur l’appareil StepOnePlusTM (Applied Biosystems). 

 

 Transfection de siARN 

24h après ensemencement, les cellules sont lavées deux fois avec de l’Opti-MEM (Life 

Technologies) puis incubées pendant 5h en présence des 15pmol de siARN Rab5 (Life 

Technologies) dans 400µl d’Opti-MEM et 2µl de lipofectamine par puits. Après 5h, les cellules 

sont lavées avec du PBS 1X et le milieu est remplacé par 500µl de KMEM. Après 24h de 

transfection, les cellules sont fixées ou les culots cellulaires sont récupérés. 

 

 Isolation des fibres musculaires de souris 

Après sacrifice des souris mdx ou C57BL6, les muscles EDL sont prélevés puis incubés dans 2ml 

de DMEM contenant 0,2% de collagénase pendant 1h30 à 37°C. Après incubation, les fibres 

sont dissociées mécaniquement à l’aide d’une pipette Pasteur puis fixées dans du PFA 4% 

pendant 10 minutes. 
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 Immunofluorescence des fibres isolées de souris 

Les fibres sont perméabilisées avec un tampon composé de PBS 1X, Triton 0,7%, Tween-20 

0,1%, BSA 4% toute une nuit (ON) à 4°C sous agitation. Elles sont ensuite incubées ON avec les 

anticorps primaires anti-EAA1 (Santa Cruz, sc6415), anti-CI-MPR (Abcam, ab32815) et anti-

αtubuline (Sigma, t5168) dilués dans le tampon PBS 1X, Tween 0,1%, Triton 0,2%, BSA 4%. Les 

fibres sont alors rincées avec du PBS-T (PBS 1X, Tween-20 0,1%) puis elles sont incubées avec 

les anticorps secondaires (DAG-594, DAR-488 et DAM-647) dilués dans le tampon d’anticorps 

1h à température ambiante puis pendant 5 minutes avec du DAPI dilué dans du PBS 1X . Après 

3 lavages au PBS-T, elles sont montées sur des lames avec du Fluoromount-G 

(SouthernBiotech). 

Les images sont prises au microscope confocal et le volume de la fibre ainsi que les endosomes 

et noyaux sont comptés avec l’aide du logiciel Fiji. 

 

 Immunofluorescence sur coupes musculaires de chiens et humaines 

Les coupes de biopsies musculaires sont fixées pendant 10 minutes avec de la PFA 4%. Après 

3 lavages au PBS 1X, les échantillons sont perméabilisés avec du PBS 1X, 0,25% Triton puis 

saturés avec du PBS 1X, 10% SVF. Les coupes musculaires sont ensuite incubées ON avec les 

anticorps primaires anti-calvéoline 3 (Santa Cruz, sc5310), anti-EAA1 (Santa Cruz, sc6415) et 

anti-CI-MPR (Abcam, ab32815) dilués dans du PBS 1X, 2% SVF. Après 3 lavages au PBS 1X, les 

échantillons sont incubés pendant 1h avec les anticorps secondaires (DAM-488, DAG-594 et 

DAR-647) puis à nouveau lavés 3 fois et incubés pendant 5 minutes avec du DAPI dans du PBS 

1X. Après 3 lavages au PBS 1X, les échantillons sont montés sur lames avec du Fluoromount-

G (SouthernBiotech). 

Les images sont prises au microscope confocal et les endosomes et noyaux sont quantifiés 

avec le logiciel Cell Profiler. 

 

 EGF-488 et EGF-pHrodo 

Les cellules sont ensemencées dans du DMEM 10% SVF. 24h après ensemencement, les 

cellules sont lavées 2 fois avec du PBS 1X puis incubées 45min dans 350µl de DMEM, 0,02M 

Hepes, 1% BSA. Les cellules sont ensuite placées sur de la glace et lavées deux fois avec du PBS 

1X froid puis incubées 1h en présence de 2µg/ml d’EGF (ThermoFisher, P35375 ou P35375). 

Après 1h, les cellules sont lavées avec du PBS froid puis placées dans le microscope dans une 
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chambre thermostatée à 37°C dans du DMEM, 0,02M Hepes, 1% BSA. Les images sont ensuite 

prises en « LIVE» toutes les minutes pendant 1h au microscope confocal et l’intensité de 

fluorescence est mesurée pour chaque cellule grâce au logiciel Fiji. 

 

 Transferrine-biotinylée 

Les cellules ensemencées la veille, sont lavées 2 fois avec du PBS puis incubées 45min dans du 

DMEM, 0,02M Hepes, 1% BSA. Les cellules sont ensuite placées sur de la glace et lavées avec 

du PBS froid puis incubées 15 minutes en présence de 25µg/ml de transferrine-biotinylée. Les 

cellules sont ensuite placées à 37°C pendant les différents temps souhaités puis lavées 

successivement sur glace avec du DMEM pH=2 et du PBS 1X. La lyse des cellules se fait avec le 

tampon Ripa. L’extraction des protéines et le western blot sont faits comme décrit 

précédemment et la streptavidine-HRP est utilisée à la place des anticorps. 

 

 Transferrine-488 

Les cellules ensemencées la veille sont lavées 2 fois avec du PBS puis incubées 45min dans du 

DMEM, 0,02M Hepes, 1% BSA. Les cellules sont ensuite placées sur de la glace et lavées avec 

du PBS froid puis incubées en présence DMEM, 0,02M Hepes, 1% BSA, 25µg/ml Transferrine 

(ThermoFisher, T13342). Après 1h, les cellules sont lavées avec du LCIS (Live Cell Imaging 

Solution) (DMEM, 20mM Glucose, 0,14M NaCl, 2,5mM KCl, 1,8mM CaCl2, 1mM MgCl2, 20mM 

Hepes et 1% BSA) froid puis incubées à 37°C en présence de DMEM/Hepes/BSA à différents 

temps puis les cellules sont fixées à la PFA 4%. Les images sont prises au microscope confocal 

et l’intensité de fluorescence est mesurée pour chaque cellule grâce au logiciel Fiji. 

 

 Microscopie électronique 

Après avoir été ensemencées sur lamelles Thermanox, les myoblastes ont été fixés en PBS 1X, 

PFA 4 %, Glutaraldéhyde 0,1 %. Après plusieurs rinçages au PBS et une étape de masquage des 

aldéhydes avec du PBS, 0,05% glycine, les cellules ont été bloquées avec du PBS, 5% serum de 

chèvre puis incubées dans la solution d’anticorps primaire anti-EEA1 (Cell Signaling). Les 

cellules sont ensuite incubées avec l’anticorps secondaire chèvre anti-lapin conjugué à l’or 

(Aurion). Cette étape est suivie d’une amplification à l’Argent (HQ silver, Nanoprobes). Après 

une post-fixation au OsO4 (2%) et une déshydratation des échantillons par une série de bains 

de concentrations croissantes d’acétone comprenant une étape de coloration par 1% 
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d’acétate d’uranyle dans l’acétone 70%, les lamelles ont été inclues en résine Epon. Les coupes 

ultra-fines de 70nm d’épaisseur ont été légèrement marquées au citrate de plomb et 

observées au microscope électronique à transmission Philips CM120 (Philips, Eindhoven, The 

Netherlands) à 80kV. Les images ont été acquises avec une caméra digitale Morada (Olympus 

Soft Imaging Solutions GmbH, Münster, Allemagne). 

 

 Statistiques 

Les statistiques ont été réalisées avec le logiciel Graph Pad Prism. Les résultats sont exprimés 

sous forme de moyennes + SEM. La significativité de la différence entre les moyennes a été 

mesurée en utilisant un test d’analyse de variances univariées ANOVA avec un test post hoc 

Bonferroni, pour tous les résultats, excepté la différence du nombre d’endosomes dans les 

fibres isolées de souris, de l’expression de Rab5 en protéine et ARNm ainsi que l’expression 

du TfR qui ont été analysés avec un test de Student non apparié. 
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II. Les facteurs de transcription Rfx1 et Rfx3 interagissent 

avec la séquence D de l’AAV et sont capables de moduler 

son efficacité de transduction 

 

1) Contexte 

 

Le tropisme tissulaire et l’efficacité de transduction des vecteurs AAV sont étroitement liés à 

leurs interactions avec des protéines cellulaires. En effet, ces protéines sont impliquées dans 

chaque étape du cycle viral comme le transport des vecteurs AAV jusqu’au noyau, leur 

décapsidation, l’import nucléaire, la synthèse du second brin et leur expression. Plusieurs 

protéines cellulaires sont connues pour interagir avec la région ITR du génome viral. C’est le 

cas des protéines de la machinerie de réparation des cassures double brin d’ADN qui régulent 

la conversion du génome AAV simple brin en double brin (Zentilin et al. 2001), de la FKBP52, 

qui inhibe la synthèse du second brin lorsqu’elle est phosphorylée (Qing et al. 2003) mais aussi 

du facteur de transcription cyclic AMP response element-binding protein (CREB) qui régule 

l’expression du transgène. Pour rappel, les séquences ITR de l’AAV2 sont les seules séquences 

virales présentes dans tous les vecteurs viraux. Elles sont composées d’une séquence 

palindromique double brin et d’une séquence simple brin appelée séquence D. Les 

interactions de protéines cellulaires avec les ITR sont actuellement peu connues et une 

meilleure connaissance de ces interactions permettrait d’identifier d’éventuels voies 

d’amélioration de l’efficacité de transduction par les AAV et donc des thérapies géniques 

utilisant ces vecteurs. Nous avons donc étudié quelles protéines cellulaires sont capables 

d’interagir avec la séquence D et leur rôle sur l’efficacité de transduction des vecteurs AAV. 

 

2) Résumé 

 

Afin d’analyser les facteurs cellulaires capables d’interagir avec la séquence D de l’AAV2, des 

expériences de retard sur gel ont été réalisées à partir d’extraits nucléaires de cellules HEK293 

(Figure 1 de l’article). Cette expérience a montré la fixation de deux complexes, appelés C1 et 

C2, à la séquence D double brin de l’AAV2 appelée D2. La formation des complexes C1 et C2 à 

la séquence D double brin a également été analysée pour les séquences D des AAV de 
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sérotypes 1 à 5 (Figure 2, A) par retard sur gel, ce qui a montré que C1 et C2 interagissent avec 

les séquences D double brin des AAV1 et 2 (D1 et D2) mais pas avec les celles de D3, D4 et D5. 

L’analyse des séquences D des différents sérotypes par alignement de séquence a montré 

qu’un nucléotide C à la position 8 est essentiel à la fixation des complexes (Figure 2, B). Pour 

vérifier cette hypothèse, une séquence D2 comportant une substitution C par T à la position 

8, appelée Dmut, a été synthétisée et analysée par retard sur gel, montrant, comme attendu, 

que la séquence Dmut n’est plus capable d’interagir avec C1 et C2 (Figure 2, C). Une recherche 

d’homologie avec des séquences connues a montré une similarité de séquence entre la 

séquence D, la séquence consensuelle de fixation des protéines RFX et la X-box (Figure 3, A). 

La X-box est un motif retrouvé dans les promoteurs des gènes HLA de classe II et est 

efficacement reconnue par les protéines de la famille RFX. Ces protéines sont des facteurs de 

transcription capables de réguler l’expression de gènes cellulaires et viraux. La présence de 

protéines RFX dans les complexes C1 et C2 a été évaluée par retard sur gel sur les extraits 

nucléaires en utilisant des anticorps dirigés contre différentes protéines de la famille RFX 

(Figure 3, C) puis à partir de protéines RFX1 et RFX3 synthétisées in vitro (Figure 4). Ces 

expériences ont montré que le complexe C1 est composé d’un homodimère RFX1/RFX1 tandis 

que le complexe C2 est composé d’un hétérodimère RFX1/RFX3. 

Afin d’évaluer le rôle des protéines RFX1 et RFX3 sur la transduction des vecteurs AAV, des 

cellules HEK-293 ont été transfectées avec des siRNA dirigés contre RFX1 ou RFX3 puis 

transduites avec un AAV1 contenant le gène rapporteur murine secreted alkaline phosphatase 

(mSEAP) (Figure 5). L’inhibition de RFX1 montre une diminution de l’expression du transgène, 

suggérant que RFX1 joue un rôle dans l’efficacité de transduction de l’AAV. Au contraire, 

l’inhibition de RFX3 n’engendre pas de modification d’expression du transgène, suggérant que 

RFX3 n’impacte pas l’efficacité d’expression de l’AAV. Pour évaluer si la substitution C par T 

dans la séquence D2 impacte la transduction, un vecteur AAV1-mSEAP comportant la 

séquence D2 mutée, appelé mutAAV1-mSEAP, a été produit. Les cellules ont ensuite été 

transduites avec cet AAV muté, ou l’AAV1-mSEAP sauvage puis l’efficacité de transduction a 

été mesurée (Figure 6, A). En adéquation avec les expériences réalisées avec les siRNA, une 

diminution significative de la transduction est observée lorsque les cellules sont transduites 

avec le mutAAV1-mSEAP, comparé à l’AAV1-mSEAP. La mutation ponctuelle de la séquence D 

à la position 8 semble donc affecter l’efficacité de transduction de l’AAV. Enfin, la fixation des 

protéines RFX à la séquence D2 a été vérifiée dans un contexte viral, par des expériences 
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d’immunoprécipitation. Ces expériences ont montré que l’AAV1-mSEAP interagit avec les 

protéines RFX1 et RFX3, contrairement au mutAAV1-mSEAP qui n’interagit ni avec RFX1, ni 

avec RFX3. La séquence D2 est donc capable d’interagir avec RFX1 et RFX3 dans un contexte 

viral. 

Cette étude montre que les facteurs de transcription RFX1 et RFX3 sont capables d’interagir 

avec la séquence D du génome AAV. De plus, RFX1 est capable de moduler l’efficacité 

d’expression des vecteurs AAV. Cependant, le mécanisme d’action permettant à RFX1 de 

moduler l’expression de l’AAV n’est pour le moment pas connue et devra faire l’objet d’études 

futures. 

 

3) Contribution au projet 

 

Ma contribution dans ce projet a été l’évaluation du rôle des protéines RFX1 et RFX3 sur 

l’efficacité de transduction des vecteurs AAV. Pour cela, j’ai participé aux expériences utilisant 

les siARN dirigés contre RFX1 ou RFX3 en mesurant le niveau d’expression de RFX1 et RFX3 en 

ARNm et protéines (Figure 5, A) puis en analysant l’expression en ARNm du transgène muSEAP 

ainsi que l’activité de la muSEAP dans le surnageant (Figure 5, B). De la même façon, j’ai 

participé à l’évaluation de l’efficacité de transduction des vecteurs AAV1-mSEAP et mutAAV1-

mSEAP (Figure 6, A). L’impact de l’inhibition de RFX1 et RFX3 a également été mesurée sur des 

cellules transduites avec le vecteur mutAAV1-mSEAP, pour lequel j’ai évalué l’efficacité de 

transduction de l’AAV (Figure supplémentaire S4). J’ai également vérifié l’intégrité des 

génomes viraux de ces deux vecteurs, par migration sur gel d’agarose dans des conditions 

dénaturantes et non dénaturantes (Figure supplémentaire S3). Enfin, j’ai mis au point et 

réalisé les expériences d’immunoprécipitation permettant de conclure à une interaction entre 

la séquence D2 et RFX1 et RFX3 dans un contexte viral (Figure 6, B). 

 

4) Article 
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1) Identification des anomalies cellulaires pouvant impacter le transport du 

vecteur AAV8 et son expression dans le muscle DMD.  

 

L’AAV8 est le vecteur de choix pour les thérapies géniques de la Dystrophie Musculaire de 

Duchenne mais malgré son efficacité, de fortes doses de vecteurs sont nécessaires dans des 

modèles animaux de la DMD. J’avais donc comme objectif de comprendre les mécanismes 

pouvant limiter cette efficacité. Mon travail de Thèse a permis de mieux caractériser le défaut 

de transduction de l’AAV8 dans des cellules DMD et d’identifier un défaut de la voie 

endosomale comme cause probable. 

 

 La transduction de l’AAV8 est perturbée dans les cellules musculaires DMD 

 

Mes travaux confirment que l’AAV8 est moins efficace à transduire des cellules DMD en dépit 

d’une plus grande quantité de vecteur dans ces cellules. J’ai donc étudié deux hypothèses 

pouvant expliquer ces résultats, l’entrée du vecteur par endocytose et sa localisation 

intracellulaire. 

 

- Entrée du vecteur : Il a été montré que le niveau d’internalisation des vecteurs AAV ne 

corrèle pas forcement avec une l’efficacité de transduction de ces vecteurs (Keiser et al. 2011; 

Thomas et al. 2004). Par exemple, l’AAV2 et l’AAV8 sont internalisés efficacement dans les 

hépatocytes mais la décapsidation plus efficace de l’AAV8 conduit à une meilleure expression 

de ce sérotype dans le foie. Il était donc important d’évaluer les capacités d’internalisation 

des cellules DMD pour l’AAV8. J’ai montré que le défaut de transduction ne semble pas être 

causé par une modification des capacités d’endocytose de l’AAV8. Je me suis également 

intéressé à la cinétique d’entrée pouvant impacter l’efficacité de transduction. En effet, il est 

connu que l’AAV1 et l’AAV5 sont plus rapides que l’AAV2 à être internalisés et atteindre le 

noyau mais moins efficaces à exprimer leur transgène dans les cellules HeLa comparés à 

l’AAV2. J’ai montré que la cinétique d’entrée de l’AAV8 semble plus rapide dans les myoblastes 

DMD, puisqu’on observe plus de vecteurs AAV8 que dans les cellules contrôles et ceci dès 6h 

post-transduction. L’AAV8 se comporterait donc dans les cellules DMD comme les AAV1 et 

AAV5 par rapport à l’AAV2 dans les cellules HeLa. Dans cette étude, il a été montré que le 

défaut de décapsidation de l’AAV1 et la dégradation rapide de l’AAV5 empêchent leur 
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expression efficace dans ces cellules malgré leur entrée plus rapide que l’AAV2. Il semble que 

des mécanismes distincts de transport intracellulaire dans une même cellule déterminent le 

devenir de ces vecteurs. Ce qui m’a incité à explorer la deuxième hypothèse d’un défaut de 

transport intracellulaire. 

 

- Localisation intracellulaire : Pour comprendre le trafic intracellulaire de l’AAV8 dans les 

cellules DMD, j’ai caractérisé sa localisation intracellulaire. J’ai étudié la répartition des 

particules virales dans les endosomes et montré que l’AAV8 empreinte les endosomes 

précoces et tardifs dans les cellules musculaires. Il est intéressant de noter que la présence de 

l'AAV8 n'a jamais été décrite dans les endosomes tardifs, ce qui suggère que ce vecteur est 

transporté dans les cellules musculaires par des voies différentes de celles décrites dans la 

lignée cellulaire permissive aux AAV, les HEK293 (Liu et al. 2013). Par ailleurs, mes expériences 

montrent qu’une proportion anormalement grande de particules encapsidées est accumulée 

dans les endosomes précoces et tardifs dans les cellules DMD. L’une des raisons de la 

différence dans l’efficacité de transduction des cellules HeLa par les vecteurs AAV1, AAV2 et 

AAV5 est l’accumulation de particules entières stables dans ces cellules (Keiser et al. 2011). Le 

défaut de transduction observé dans les cellules DMD pourrait donc être dû à un défaut 

d’import nucléaire du vecteur lié à sa séquestration dans les vésicules endosomales.  

 

Au cours de ces expériences, j’ai par ailleurs montré qu’un plus grand nombre de génomes 

viraux sont présents dans la fraction nucléaire des myoblastes DMD par rapport aux cellules 

contrôles ce qui semble contradictoire avec une transduction réduite. J’ai d’ailleurs observé 

que le pourcentage de particules décapsidées était plus faible dans les noyaux des myoblastes 

DMD. Nous pouvons aussi imaginer qu’une autre étape de la transduction du vecteur AAV8 

est perturbée dans les cellules DMD comme par exemple, la synthèse du second brin d’ADN. 

Cette hypothèse reste à vérifier en utilisant un vecteur AAV8 double brin. Néanmoins, 

l’ensemble de mes résultats pointent clairement vers un potentiel défaut de maturation du 

vecteur AAV8 dans le système endosomal pour expliquer le défaut de transduction observé 

dans les cellules musculaires DMD. Il a donc été important de caractériser plus en détails la 

voie endosomale dans la DMD. 
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 Le nombre et la tailles des endosomes précoces sont plus élevés dans les 

cellules musculaires DMD 

 

J’ai montré que le système endosomal est dérégulé dans le muscle DMD. J’ai en effet observé 

un plus grand nombre d’endosomes précoces dans les cellules musculaires non différenciées 

(myoblastes) et différenciées (myotubes) DMD par rapport aux contrôles, mais aussi ex vivo, 

dans des fibres musculaires de patients DMD, de souris mdx et du chien GRMD. Un nombre 

élevé d’endosomes tardifs a également été observé in vitro dans les myoblastes et myotubes 

DMD et ex vivo dans les fibres musculaires de chiens GRMD. De plus, nous avons montré que 

les endosomes précoces sont plus larges dans les myoblastes et myotubes DMD. Une telle 

anomalie a déjà été démontrée dans de nombreuses pathologies comme la maladie 

d’Alzheimer (Cataldo et al. 2000), la maladie de Niemann-Pick type C de type 2 (Jin et al. 2004) 

ou la trisomie 21 (Cataldo et al. 2008) mais n’a jamais été décrite dans la DMD. Des 

dérégulations intracellulaires ont cependant déjà été décrites dans la DMD. C’est notamment 

le cas de la désorganisation des microtubules et des complexes Golgiens dans les fibres 

musculaires de souris mdx (Khairallah et al. 2012; Percival et al. 2007). De plus, la restauration 

de leur organisation a été observée après l’injection d’un AAV codant une microdystrophine 

dans la souris mdx (Belanto et al. 2014; Nelson et al. 2018; Percival et al. 2007).  

Bien que l’anomalie endosomale soit présente dans toutes les cellules DMD humaines in vitro, 

des variations dans le nombre des endosomes ont été observées entre les cellules issues de 

patients DMD mais aussi celles issues d’individus sains. Ces variations peuvent s’expliquer par 

les différences d’origines des biopsies musculaires. Nous n’avons trouvé aucune corrélation 

entre ces variations et les mutations, le type musculaire ou l’âge des patients. Cette anomalie 

peut être liée à la sévérité de la maladie puisque nous avons montré que le nombre 

d’endosomes est d’autant plus important que le phénotype est sévère dans le muscle GRMD. 

Il sera donc nécessaire de compléter cette étude par l’analyse des données cliniques des 

patients prélevés pour étudier l’éventuelle corrélation avec la sévérité de la maladie comme 

suggérée par mes données obtenues chez le chien GRMD. 

Le défaut endosomal ne semble pas être simplement lié à l’état pathologique du muscle, 

puisque nous ne l’avons pas retrouvé dans les myoblastes LGMD2C et FSHD1. Nous avons 

choisi d’étudier les endosomes dans ces deux myopathies puisque la LGMD2C est causée par 

l’absence d’une protéine du complexe DAPC (Kirschner and Lochmüller 2011) tandis que la 
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FSHD1 (Zernov and Skoblov 2019) est causée par un mécanisme totalement indépendant de 

ce complexe. Cependant, nos résultats n’excluent pas la présence d’anomalies endosomales 

dans d’autres myopathies. Il sera en particulier intéressant d’étudier cette anomalie des 

endosomes dans la dystrophie de Becker liée également au gène DMD mais avec tableau 

clinique moins grave (Cf. Introduction, II) 1) Signes cliniques). Les stratégies de sauts d’exons 

ont en effet pour but de transformer un phénotype DMD en un phénotype BMD et il serait 

donc intéressant de savoir si le défaut endosomal est conservé dans ces formes moins sévères. 

Cela pourrait en partie expliquer la restauration qui n’est que partielle des défauts 

endosomaux chez le chien GRMD traité par saut d’exon. 

 

 La protéine Rab5 est surexprimée dans les cellules musculaires DMD 

 

Une question clé a été de comprendre la cause de ce défaut endosomal dans la DMD. La 

protéine Rab5 représentait un candidat idéal. En effet, la surexpression de Rab5 est connue 

pour augmenter l’endocytose et la fusion endosomale (Stenmark et al. 1994) causant une 

augmentation du nombre et de la taille des endosomes précoces démontrée dans plusieurs 

systèmes cellulaires (Cataldo et al. 2008). En accord avec ces données, mes résultats montrent 

que Rab5 est aussi surexprimée dans les cellules musculaires DMD issues des biopsies de 

patients et dans le muscle de souris mdx. J’ai même établi la preuve de principe d’une 

correction des défauts des endosomes dans les cellules humaines DMD par invalidation de 

Rab5. Ainsi, Rab5 pourrait constituer à la fois un biomarqueur de l’anomalie endosomale dans 

la dystrophie et une cible d’intervention thérapeutique dont la régulation pourrait améliorer 

cette anomalie. Cette augmentation de Rab5 ne semble pas être liée seulement à une 

accumulation de la protéine Rab5 mais à une dérégulation transcriptionnelle puisque l’ARNm 

Rab5 est également augmenté dans les cellules DMD. L’activation de la voie de signalisation 

ERK (Extracellular signal-regulated kinases) pourrait être à l’origine de la surexpression de 

Rab5 dans les cellules DMD, comme déjà rapporté dans des macrophages traités à 

l’interleukine 6 (Bhattacharya et al. 2006). De façon intéressante, une activation de la voie ERK 

a déjà été montrée dans le muscle des souris mdx (Smythe and Forwood 2012) suggérant plus 

fortement son implication dans la surexpression de Rab5 dans la DMD. Une perspective 

directe de mon travail sera de confirmer l’activation de cette voie dans nos différents modèles 

et les conséquences d’une inhibition pharmacologique de la voie ERK sur les niveaux 
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d’expression de Rab5 et sur la voie endosomale. On doit noter cependant que l’analyse de 

l’expression de Rab5 chez les chiens GRMD a montré un niveau d’expression très hétérogène 

(résultats non présentés) qui peut s’expliquer par la sévérité du modèle et par la présence de 

nombreuses cellules de l’inflammation qui expriment Rab5 et qui rendent difficile 

l’interprétation des résultats de western blot à partir de lysat total de tissus.  

 

 La maturation de la voie endo-lysosomale semble altérée dans la DMD 

 

Il a été montré que la surexpression d’une protéine Rab5 constitutivement active provoquait 

l’apparition d’endosomes immatures, dit hybrides puisque possédant à la fois les marqueurs 

des endosomes précoces et tardifs (Hirota et al. 2007). J’ai retrouvé cette apparition 

d’endosomes hybrides dans les myoblastes DMD comparés aux contrôles que l’on peut 

supposer être due à la surexpression de Rab5. De plus, il a été montré que ces endosomes 

hybrides sont liés à un défaut de maturation de la voie endo-lysosomale, processus dépendent 

de l’acidification des endosomes, et à une diminution du transport des protéines internalisées 

jusqu’aux lysosomes (Hirota et al. 2007). Mes résultats sur l’internalisation et le trafic de l’EGF 

corroborent la présence de ce défaut dans les cellules DMD. Le défaut de dégradation de l’EGF 

pourrait donc être le reflet de sa séquestration dans des endosomes immatures moins 

fonctionnels. Le défaut d’acidification pourrait être causé par un défaut d’expression des V-

ATPases qui sont des pompes à protons responsables de l’acidification endosomale (Kubisch 

et al. 2014). Il sera donc important d’analyser leur expression dans le muscle dystrophique. 

La réduction de l’expression de LAMP1 que j’ai pu mesurer et qui suggère un nombre réduit 

de lysosomes montre que le tableau peut être encore plus complexe avec un impact non 

seulement sur les endosomes mais aussi sur les lysosomes. Cependant, une analyse des 

lysosomes par immunofluorescence, comme je l’ai fait pour les endosomes, est nécessaire 

avant de conclure sur leur nombre et leur distribution. On peut noter qu’un défaut du nombre 

de lysosomes a déjà été décrit dans les fibres musculaires de souris mdx. Les résultats obtenus 

apparaissent contradictoires puisque leur nombre a été décrit comme supérieur (Duguez et 

al. 2013) ou inférieur (Pal et al. 2014) dans les fibres de souris mdx comparées aux contrôles. 

Cette contradiction entre ces deux études peut s’expliquer par l’analyse faite sur des muscles 

différents prélevés sur des souris d’âges différents.  
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Nous pouvons tout de même conclure à un défaut de maturation de la voie endosomale et 

probablement aussi des lysosomes dans les cellules musculaires DMD, qui peut être 

responsable au moins en partie du défaut de transduction de ces cellules par l’AAV8. Une 

perspective intéressante à l’issue de mon travail de Thèse serait donc d’optimiser la 

transduction des cellules DMD par l’AAV8 en modulant la voie endo-lysosomale. Dans ce 

contexte, il sera important de mesurer l’efficacité de transduction des cellules DMD où 

l’expression de Rab5 sera réduite. Par ailleurs, mes résultats de Thèse pourraient expliquer le 

défaut d’autophagie rapporté dans les cellules musculaires de patients DMD mais aussi chez 

la souris mdx et le chien GRMD. En effet, pour leur dégradation, les autophagosomes 

fusionnent avec les endosomes tardifs ou les lysosomes. L’autophagie requière donc une voie 

endo-lysosomale fonctionnelle mais que j’ai décrit comme altérée dans la DMD. On peut  

noter que le défaut d’autophagie chez la souris mdx, a déjà été lié à un défaut lysosomal (Pal 

et al. 2014; Spaulding et al. 2018). La stimulation de l’autophagie a d’ailleurs déjà été proposée 

comme piste thérapeutique pour la DMD (Pal et al. 2014; Whitehead 2016). 

 

 Le lien entre l’anomalie endosomale observée et l’absence de dystrophine 

n’a pas encore été établi 

 

Nous avons donc mis en évidence, pour la première fois, la présence d’un défaut endosomal 

dans les cellules musculaires DMD. Cependant, nous n’avons pas totalement établi de lien 

entre le défaut endosomal observé et l’absence de la protéine dystrophine dans les cellules 

DMD. La surexpression anormale de Rab5 potentiellement causée par une activation de la 

voie des MAP kinases ERK, apparait néanmoins comme un élément pivot. Ce défaut 

endosomal ne semble pas être simplement lié à l’état pathologique du muscle, puisque nous 

ne l’avons pas retrouvé dans les myoblastes LGMD2C et FSHD1. L’anomalie endosomale 

observée dans la DMD ne semble pas non plus causée par les cycles de nécrose et 

régénération puisque nous l’avons observé dans les fibres de souris mdx, avant l’apparition 

de la nécrose, bien que l’anomalie endosomale soit exacerbée après. De plus, la restauration 

de la dystrophine chez le chien GRMD montre une restauration de l’anomalie endosomale, 

suggérant un lien direct entre ces deux phénomènes. Le lien entre l’anomalie endosomale et 

l’absence de dystrophine pourrait aussi impliquer l’altération des réseaux d’actine et de 

microtubules, ces composants du cytosquelette interagissant avec la dystrophine et étant 
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impliqués dans le transport endosomal. Un défaut de maturation des endosomes a d’ailleurs 

été observé après désorganisation des microtubules (Vonderheit and Helenius 2005). De plus, 

la Dysbindine ou dystrobrevin-binding protein 1, qui fait partie du complexe DAPC, est une 

sous-unité du Biogenesis of Lysosome-related Organelles Complex 1 (BLOC-1) qui régule le 

transport des protéines des endosomes précoces jusqu’aux lysosomes. Il a d’ailleurs été 

montré que la dégradation de l’EGF est ralentie dans des souris knock-out pour un autre 

membre du complexe BLOC-1, la protéine BLOS1 (Zhang et al. 2014). La Dysbindine pourrait 

avoir son expression et/ou sa localisation dérégulée en absence de dystrophine, comme c’est 

le cas pour d’autres protéines du DAPC, ce qui pourrait impacter la maturation endosomale. 

Il serait donc intéressant d’analyser cette protéine dans nos modèles. 

 

 Conclusion 

 

Le défaut endosomal est probablement responsable, au moins en partie, du défaut de 

transduction de l’AAV8 observé dans les cellules musculaires DMD. La maturation des vecteurs 

dans les endosomes consiste en un changement conformationnel de la capside permettant le 

relargage et la décapsidation du vecteur. Cette maturation nécessite la diminution du pH 

endosomal, que nous avons montré comme altérée dans les myoblastes DMD. Il a en effet été 

montré dans la littérature qu’une augmentation du pH endosomal diminue l’efficacité de 

transduction de l’AAV8 (Liu et al. 2013). De plus, la protéolyse de la capside de l’AAV8 est 

dépendante des protéases endosomales comme les cathepsines B et L (Akache et al. 2007). Il 

a d’ailleurs été montré que certaines enzymes lysosomales, dont les cathepsines, ne peuvent 

se détacher de leur récepteur et subir la protéolyse nécessaire à leur activité qu’en milieu 

acide (Kubisch et al. 2014). Pour finir, il a été montré que l’autophagie, qui est altérée dans la 

DMD et dont la dérégulation pourrait être causée par le défaut de maturation endo-lysosomal, 

joue un rôle dans l’import nucléaire du vecteur AAV8 (Hösel et al. 2017). 

Le défaut endosomal s’ajoute donc aux nombreuses autres dérégulations conséquentes à 

l’absence de dystrophine, telles que la désorganisation des microtubules, la centronucléation 

des fibres régénérées ou l’organisation anormale des complexes Golgiens, qui peuvent 

perturber le transfert de gènes par vecteurs AAV dans le muscle dystrophique. Au vue de ces 

nombreuses dérégulations cellulaires, la création de nouvelles capsides optimisées pour 

transduire efficacement le muscle dystrophique, et pas seulement le muscle sain (comme c’est 
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le cas pour l’AAV2i8G9) permettrait d’augmenter significativement l’efficacité des futures 

thérapies AAV pour la DMD. De plus, la restauration de la dystrophine chez le chien GRMD 

ayant permis de rétablir l’anomalie endosomale, un pré-traitement des patients avec des 

oligonucléotides antisens permettant de rétablir l’expression de la dystrophine, ou une 

approche permettant de moduler le système endosomal (comme la modulation de Rab5 dans 

les muscles malades) pourrait permettre d’augmenter l’efficacité des thérapies AAV pour la 

DMD.  

 

2) Analyse du rôle des protéines cellulaires RFX1 et RFX3 dans la régulation de 

l’expression des vecteurs AAV via leur interaction avec l’ITR. 

 

L'amélioration de l'efficacité des vecteurs AAV en thérapie génique nécessite aussi une 

meilleure connaissance des protéines cellulaires qui interagissent avec le génome viral et qui 

régulent son expression. Ainsi, un autre axe de mon travail a consisté à analyser le rôle des 

protéines cellulaires RFX1 et RFX3 dans la régulation de l’expression des vecteurs AAV via leur 

interaction avec l’ITR. 

 

Dans cette étude, nous avons démontré que des facteurs de transcription de la famille RFX, et 

plus précisément l’homodimère RFX1/RFX1 et l’hétérodimère RFX1/RFX3, sont capables 

d’interagir avec la séquence D double brin du génome de l’AAV2. De plus, nous avons montré 

que RFX1 est capable de réguler l’expression de l’AAV. Nous n’avons cependant pas mis en 

évidence d’impact de l’invalidation de la protéine RFX3 sur l’efficacité de transduction de 

l’AAV. Ce résultat peut s’expliquer par le fait que l’hétérodimère RFX1/RFX3 est minoritaire 

par rapport à l’homodimère RFX1/RFX1, comme observé sur les retards sur gels. L’impact de 

l’inhibition de RFX3 sur l’efficacité de transduction pourrait alors être trop faible pour être 

observé. De plus, l’inhibition de RFX1 impacte la formation des deux dimères RFX1/RFX1 et 

RFX1/RFX3 alors que l’inhibition de RFX3 ne modifie pas le niveau de RFX1/RFX1, qui peut 

suffire à moduler l’expression de l’AAV. J’ai également montré que la mutation de la séquence 

D2, qui abolit la fixation des protéines RFX, entraine une diminution de 20% de l’efficacité de 

transduction. Cette diminution est néanmoins plus faible que celle observée après l’inhibition 

de l’expression de RFX1. La mutation pourrait en effet créer un nouveau site de fixation 
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d’activateurs de la transcription, ou au contraire supprimer un site de fixation de répresseurs 

de transcription, ce qui pourrait contrebalancer l’effet produit par l’abolition de la fixation des 

protéines RFX sur la séquence D. 

Cette étude a permis de mettre en évidence que les protéines cellulaires peuvent également 

réguler la transduction des vecteurs AAV par l’intermédiaire du génome viral et notamment 

des ITR et être donc aussi un levier pour optimiser l’utilisation des AAV en thérapie génique. 

De plus, nous avons montré dans cette étude que les sites d’interaction avec les protéines 

cellulaires peuvent varier d’un sérotype à un autre, le site d’interaction avec les protéines RFX 

n’étant pas présent dans les ITR des AAV3 à 5. Actuellement, tous les sérotypes AAV utilisés 

en thérapie génique comportent les ITR de l’AAV2. L’étude des interactions des protéines 

cellulaires avec les séquences ITR d’autres sérotypes AAV permettrait d’identifier de nouvelles 

interactions de protéines cellulaires avec le génome viral et de déterminer les sites de liaisons 

bénéfiques à l’expression du transgène, que l’on pourrait alors conserver ou ajouter à la 

séquence ITR d’un autre sérotype, ainsi que les sites de liaison non désirables, que l’on 

pourrait alors muter, afin d’augmenter l’efficacité de transduction des vecteurs AAV.  

Cette étude a été réalisée sur des cellules HEK293. L’expression des protéines RFX n’a pas été 

analysée dans des cellules musculaires contrôles ou DMD et mériterait d’être observée. De 

plus, des protéines cellulaires spécifiques du muscle sain, ou dystrophique, pourraient 

également interagir avec le génome de l’AAV et moduler son expression.  

 

3) Conclusion générale 

 

Les vecteurs AAV sont des outils de choix pour la thérapie génique de nombreuses maladies, 

dont la DMD. Bien que très efficaces lors des tests précliniques, l’efficacité des traitements 

par vecteurs AAV n’est pas toujours évidente lors du passage chez l’Homme. Malgré le très 

grand nombre d’essais cliniques en cours utilisant des vecteurs AAV, leurs mécanismes de 

transduction et leurs interactions avec les protéines cellulaires restent mal compris, d’autant 

plus que ces mécanismes sont différents en fonction du sérotype utilisé et du type cellulaire 

ciblé. En effet, l’AAV2 est le sérotype AAV dont les étapes de transduction sont les mieux 

caractérisées, suivi par les AAV de sérotype 1, 5 et 8 pour lesquels un très faible nombre 
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d’étude existe. Concernant les nouvelles capsides obtenues par mutagenèse dirigée, leurs 

mécanismes de transduction n’ont encore jamais été étudiés. L’amélioration de l’efficacité 

des vecteurs AAV nécessite une meilleure connaissance des interactions entre les protéines 

cellulaires et la capside ou le génome viral. De plus, une bonne connaissance de l’état de la 

cellule cible, comme les cellules musculaires DMD pour notre étude, permettra d’adapter au 

mieux les thérapies afin d’utiliser le meilleur sérotype possible à la plus faible dose possible 

pour obtenir des traitements plus efficaces. Une combinaison de traitements, visant à rétablir 

les anomalies cellulaires spécifiques de chaque maladie, préalablement à l’injection des 

vecteurs AAV permettra certainement d’améliorer l’efficacité des traitements et de soigner 

dans un futur proche les maladies génétiques comme la DMD. 
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Résumé 

Etudes des mécanismes moléculaires impliqués dans l’efficacité de transduction des 

vecteurs AAV dans le muscle dystrophique 

La Dystrophie Musculaire de Duchenne (DMD) est une maladie génétique causée par 

l’absence de dystrophine et provoquant une dégénérescence musculaire sévère. Aucun 

traitement curatif n’existe aujourd’hui mais  la thérapie génique par vecteur AAV est l’une des 

stratégies les plus prometteuses pour traiter la DMD. Malgré l’efficacité bien établie de l’AAV 

de sérotype 8 (AAV8) pour le transfert de gène dans le muscle, de fortes doses de vecteurs 

sont nécessaires pour obtenir une efficacité thérapeutique dans des modèles animaux de la 

DMD. Dans ce contexte, j’ai étudié les mécanismes qui peuvent limiter l’efficacité de 

transduction du vecteur AAV8 dans le muscle dystrophique. Pour cela, j’ai étudié le devenir 

du vecteur AAV dans le muscle DMD puis caractérisé le système endosomal, essentiel au 

transport et la maturation des vecteurs AAV, dans différents modèles de la DMD. Mes 

résultats ont montré que l’efficacité de transduction de l’AAV8 est plus faible dans les cellules 

musculaires DMD comparées aux contrôles. De plus, la dérégulation du système endosomal  

dans la DMD peut impacter le transfert de gène par vecteur AAV dans ces cellules. Par ailleurs, 

l'amélioration de l'efficacité des vecteurs AAV en thérapie génique nécessite aussi une 

meilleure connaissance des protéines cellulaires qui interagissent avec le génome viral et qui 

régulent son expression. Dans ce contexte, nous avons montré que les facteurs de 

transcription RFX1 et RFX3 sont capables d’interagir avec la région ITR du génome viral et de 

moduler l’expression des vecteurs AAV. 

 

Abstract 

Studies of molecular mechanisms involved in the transduction efficiency of AAV vectors in 

dystrophic muscle 

Duchenne Muscular Dystrophy (DMD) is a genetic disorder caused by the absence of 

dystrophin and causing severe muscle degeneration. No curative treatment exists today but 

AAV-based gene therapy is one of the most promising strategies for treating DMD. Despite 

the well-established efficacy of AAV serotype 8 (AAV8) for gene transfer into muscle, high 

doses of vectors are required to achieve therapeutic efficacy in DMD animal models. In this 

context, I aimed at investigating the mechanisms that may limit the transduction efficiency of 

the AAV8 vector in dystrophic muscle. For this, I studied the fate of the AAV vector in the DMD 

muscle and then characterized the endosomal system, essential for the transport and 

maturation of AAV vectors, in different models of DMD. We have shown that the transduction 

efficiency of AAV8 is lower in DMD muscle cells compared to controls. The dysfunction of the 

endosomal system identified in this study may impact AAV vector gene transfer into these 

cells. Moreover, improving the efficiency of AAV vectors in gene therapy also requires a better 

understanding of cellular proteins that interact with the viral genome and regulate its 

expression. In this context, we have shown that the transcription factors RFX1 and RFX3 are 

able to interact with the ITR region of the viral genome and to modulate the expression of 

AAV vectors. 


