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MA DEMARCHE DE VAE



I. Argumentation de la demande de VAE

Je travaille depuis pres de vingt ans dans le domaine de la recherche en biologie avec pour
thématique les maladies rares et les thérapies associées. La découverte de la recherche dans un
laboratoire financé par une association de malades m’a conduit successivement a exercer dans
différents laboratoires supportés par une autre association, I’AFM-Téléthon. Le milieu
associatif au service de la recherche de médicaments pour les patients m’a toujours attiré. Les
maladies rares et plus particulierement les pathologies neuromusculaires, sont aujourd’hui mes
centres d’intérét professionnel. Mes fonctions au sein de ces différents laboratoires ont évolué
de celles d’un technicien qui réalisait des protocoles expérimentaux a celles d’un chercheur qui
mobilise des expertises scientifiques pour répondre a des questions scientifiques. Tout cela dans
un seul but: comprendre les mécanismes pathologiques pour générer de nouvelles
connaissances et participer a la découverte de thérapies efficaces pour les patients. Depuis
plusieurs années, je me suis formé a la recherche par la recherche. Constatant qu'il existe une
inadéquation entre mes activités de chercheur et mon statut actuel, je souhaite 1égitimer cette
réalité par I’obtention d’un doctorat par la VAE. Je mene des sujets de recherche en relation
avec les thématiques de I’équipe, formulant des hypotheses a partir de la bibliographie et de
I’état de 1’art, les faisant évoluer tout en étant force de propositions. Je valorise mes résultats
par des présentations orales au sein des réunions internes ou lors de congrés nationaux et
internationaux, mais également par le dép6t d’un brevet correspondant a 1’axe principal de mes
travaux de recherche. Le transfert des connaissances scientifiques et techniques est fait par
I’encadrement d’étudiants ou de personnels ITA. J’ai collaboré a 12 publications dont une étude
en premier auteur publiée en 2017. Je termine actuellement une nouvelle étude en premier
auteur qui est en révision dans un journal a fort impact. En parallele de mon activité
professionnelle, j’ai continué a me former en validant plusieurs diplomes dont le Master SSIB
de ’EPHE, me permettant d’attester par un diplome académique les connaissances et le savoir-
faire acquis dans le cadre de mes expériences professionnelles.

A I’aube de la seconde partie de ma carriere, j’aspire a bénéficier du statut de chercheur et ceci
ne pourra se faire sans I’obtention d’un doctorat. L’acquisition de ce diplome constituerait pour
moi une reconnaissance académique de ma montée en compétences, permettant de renforcer
ma légitimité face aux autres chercheurs, de sécuriser mon avenir professionnel et de faciliter
une éventuelle mobilité professionnelle. Je désire donc obtenir ce diplome dans 1’Ecole
Doctorale Complexité du vivant 515 de Sorbonne Université dont les thématiques sont en

accord avec celles de 1’équipe dans laquelle j’effectue mes recherches.



II. Curriculum Vitae détaillé

Nom : Ludovic Arandel 20 Avenue Miss Cavell 94100 St Maur des Fossés
Date de naissance : 09 Janvier 1977

Chercheur en biologie spécialiste des thérapies géniques pour les
pathologies neuromusculaires

II.1 Expérience Professionnelle

2011 a aujourd’hui : Centre de Recherche en Myologie-UMRS 974 - INSERM -SU
Employeur : Association Institut de Myologie

Groupe Dystrophie Myotonique, physiopathologie et biothérapie, dirigé par Denis Furling
Groupe de 11 personnes: 1 Directeur de recherche, 3 Chercheurs, 2 Post-doctorants, 1
doctorant, 4 Ingénieurs.

2017-2021 : Ingénieur d’étude
Mission : Gestion de projets de recherche

Activités :
Conception et réalisation de projets de recherche
o Participation a la conception et 1’élaboration du projet de recherche
o Formulation des hypotheses de travail
o Recherches bibliographiques et veille scientifique
o Elaboration et mise en ceuvre des plans d’expériences
o Suivi, analyse et mise en forme des résultats
Valorisation et diffusion :
o Communications affichées des résultats lors de congres internationaux : Myology
(Bordeaux, 2017), IDMCI12 (Goteborg, 2017)
o Rédaction d’article (premier auteur en révision a Nature Biomedical Engineering)
Publications en collaboration : 2020 (1), 2019 (2), 2018 (3)
o Publication en premier auteur dans le journal Disease Models and Mechanisms:
2017 (4)

(©]

Encadrement :
o Soutien scientifique et technique d’un doctorant (2015-2019)
o Formation technique d’un étudiant Master 1 (juin 2018)
o Encadrement de techniciens et d’ingénieurs

Sujet 1: Développement et optimisation d’outils viraux thérapeutiques afin de controler
I’expression du transgene et d’accroitre les capacités fonctionnelles

Sujet 2 : Etude du devenir de I’ARN DMPK muté a partir d’un modgle cellulaire immortalisé
issu d’un modele murin de la DM1

Sujet 3 : Evaluation de I’efficacité de transduction de vecteur viraux apres injection locale dans
le muscle squelettique murin et humain.



2011-2016 : Ingénieur d’étude
Mission : Co-gestion des projets de recherche

Activités
Développement d’outils et réalisation d’un projet de recherche
o Formulation des hypotheses de travail
o Recherches bibliographiques et veille scientifique
o Elaboration des plans d’expériences et conduite des expérimentations in vivo et in
vitro
o Suivi, analyse et mise en forme des résultats

Valorisation et diffusion :
o Communication orale des résultats au Congres International IDMC9 (San Sebastian,
2013),IDMCI11 (San Francisco, 2015)
o Participation a la rédaction d’article
o Dépdt d’un Brevet: Treatment for Myotonic Dystrophy (PCT/EP2015/ 058111)
o Publications en collaboration : 2016 (5), 2015 (6), 2014 (7),2012 (8),2011 (9)

Encadrement :
o Formation scientifique et technique d’un doctorant

Sujet 1 : Evaluation in vivo et in vitro de stratégies de thérapie génique pour la Dystrophie
Myotonique de Type 1 (DM1)

Sujet 2 : Caractérisation de lignées cellulaires musculaires humaines immortalisées de la
Dystrophie Myotonique de type 1 pour I’évaluation de composés thérapeutiques

Sujet 3 : Réexpression de I’isoforme feetal de la dystrophine dans le muscle squelettique de
souris par injection d’AAV

2007-2011: UMR787-SU-INSERM-CNRS-AIM

UMR S 787 Inserm, Université Paris VI/Pierre et Marie Curie, Paris, France
Employeur : Sorbonne-Université, Paris

Equipe : Myology Group, dirigée par David Sassoon
Equipe de 9 personnes : 1 Directeur de recherche, 5 Post-doctorants, 2 Doctorants, 1 Assistant
Ingénieur

2008-2011 : Assistant Ingénieur
Mission : Contribution a des projets de recherche

Activités :
Développement d’outils d’un projet de recherche
o Recherche bibliographique afin d’optimiser les expériences et pour une meilleure
réalisation du sujet
o Formulation de nouvelles hypotheses



o Conception et réalisation d’expériences de culture cellulaire, de biologie
moléculaire et d’histologie

o Réalisation de protocoles in vivo et in vitro

o Analyse, mise en forme et interprétation des résultats

Valorisation et diffusion :
o Publication en collaboration : 2010 (10)

Encadrement :
o Formation d’un Master 2 aux techniques de laboratoire

Sujet 1 : Développement d’outils viraux (lentivirus et AAV) pour 1’étude de la fonction du
marqueur de cellule souche PW1/PeG3, in-vitro et in-vivo.

Sujet 2 : Développement d’un nouvel anticorps contre le marqueur de cellule souche PW1/PeG3
murin et humain.

2007-2008 : Assistant Ingénieur
Mission : Contributions techniques aux projets de recherche

Activités :
Développement de techniques in vivo
o Recherche bibliographique afin d’optimiser les expériences in vivo
o Conception et réalisation des protocoles in vivo
o Analyse, mise en forme et interprétation des résultats

Formation :
o Formation des Doctorants et Post-Doctorants aux techniques in vivo

Sujet 1 : Développement d’une technique d’injection d’une lignée cellulaire tumorale sur
modele murin
Sujet 2 : Développement d’une technique de greffe de peau sur modele murin

2002 a 2007 : UMRS8115-CNRS, Généthon
Employeur : Généthon, Evry

Département Evaluation in vivo, dirigé par Patrick Gonin
Equipe : Evaluation in vivo.
Equipe de 4 personnes : 1 vétérinaire, 3 techniciens

2003-2007: Technicien in vivo
Mission : Participation technique au projet de recherche



Activités :
Mise a disposition des techniques de transfert de gene
o Recherche bibliographique afin d’optimiser les techniques de transfert de génes
o Conception et réalisation des protocoles in vivo
o Analyse, mise en forme des résultats

Valorisation :

o Publications en collaboration : 2007 (11-12) et 2005 (13)
Formation :

o Formation des Doctorants et Post-Doctorants aux techniques in vivo

Sujet 1 : Mise en ceuvre d’une technique innovante de transfert de gene dans le modele murin
Sujet 2 : Mise en ceuvre des techniques du Département in vivo

renti Technicien (Licence professionnelle Bio-expérimentation Animale

Acquisition et mise en ceuvre des techniques du Département in vivo

2002 : UMR 6558 (UP-CNRS-Poitiers)
Equipe : Signalisation et transports ioniques membranaires (STIM), dirigée par Frédéric Becq
Equipe de 5 personnes : 1 Directeur de recherche, 1 pharmacien et 3 doctorants

2002 : Technicien stagiaire (BTS-Stage de 3 mois

Activité :
o Gérer en autonomie une lignée cellulaire
o Réalisation des expériences de culture cellulaire
o Analyse, mise en forme et interprétation des résultats

Sujet : Réalisation d’une étude pharmacologique afin de déterminer les activateurs de la
protéine CFTR-G551D

II.2 Formation Initiale

2003 : Licence professionnelle Bio-expérimentation (E.S.T.B.A-75020 Paris)

2000-2002 : BTS Analyses Biologiques et Biotechnologiques (Lycée Jacques Bujault -79000
Melle)

1998 : BAC S-SVT (Lycée Louis Armand-86000 Poitiers)

II.3  Formation Continue professionnelle

2008-2010 : Master EPHE (SSIB) : Signalisation et systémes intégrés en biologie parcours
Oncogenése (Ecole Pratique des Hautes études-75007 Paris)
2009 : Expérimentation animale Niveau Concepteur (ex niveau 1, Paris)
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2006 : « Autopsie, Prélevements des Animaux de Laboratoire » (ENVT-31076 Toulouse)
2005 : « Initiation a la chirurgie expérimentale » (ENVL-69280 Marcy 1’Etoile)
2003 : Expérimentation animale Niveau Praticien (ex niveau 2, EnvA-94700 Maison-Alfort)

114

Autoformation

Communication en anglais

Recherches et veille bibliographiques afin d’optimiser les résultats et techniques

Participation aux colloques nationaux et internationaux

Formation et acquisition de techniques a I’étranger

Collaborations et discussions fréquentes avec des collegues sur de nombreux sujets

scientifiques ou techniques.

Acquisition des logiciels de vectorisation : Vector Nti, DNA strider, d’analyses statistiques :

Prism et de traitement d’image : ImageJ, Cartograph, Histolab
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I11. Retour réflexif sur mon parcours professionnel et construction

de ma posture de chercheur

Engagé en CDI par I’Association Institut de Myologie depuis 8 ans en tant qu’ingénieur
d’études dans I’unité U974, je me considere actuellement comme chercheur. Ma formation et
construction scientifique se sont faites en arrivant a la recherche par la technique.

J’ai toujours été intéressé par le monde du vivant et notamment les Sciences naturelles, ce qui
m’a amené vers des études scientifiques. Apres 1’obtention d’un baccalauréat S option SVT, je
me suis inscrit en DEUG SVT sans projet professionnel clair et défini. Les cours magistraux ne
m’intéressaient pas. Apres 2 échecs en premiere année et un bilan rapide de mes compétences,
je me suis réorienté vers une formation technique courte, me permettant une insertion
professionnelle rapide. Mon choix s’est porté sur le BTS Anabiotech pour sa dominante
scientifique et c’est au cours du stage obligatoire que j’ai découvert ce que je voulais faire. Les
stages proposés par 1’école étaient orientés vers 1’agriculture et 1’agroalimentaire, mais il était
possible de les réaliser dans un laboratoire de recherche. Je ne connaissais pas le monde de la
recherche et j’ai personnellement sollicité un enseignant de DEUG pour faire ce stage dans son
laboratoire. Je savais que ses travaux étaient financés par une association de malades et j’étais
sensible a cela. Ma mission consistait a tester des composés chimiques sur un modele cellulaire
de poumon de patients atteints de mucoviscidose. Apporter ma contribution a la recherche pour
le bien des patients dans I’attente d’une solution thérapeutique me motivait. Cela donnait du
sens a ma démarche. Cette premiere expérience professionnelle a été fondatrice dans mes choix
et mes orientations. Elle a inscrit les bases et les thématiques de mon futur projet professionnel.
Elle a par ailleurs orienté et fondé mon désir de devenir chercheur, méme si la démarche a mis
du temps a se structurer. Ma construction s’est ainsi faite en choisissant mes formations et

laboratoires en lien avec les maladies rares.

Du soutien expérimental ...
C’est au cours de mon stage de BTS que j’ai découvert et utilis€ mes premiers modeles
expérimentaux cellulaires. Mon envie d’apprendre m’a poussé a explorer des modeles plus
complexes et j’ai continué ma formation en apprentissage, en intégrant une Licence
professionnelle de ’ESTBA en spécialité bio-expérimentation animale. Dans ce cadre, j’ai
intégré le laboratoire du Généthon, dédi€ a la conception et au développement de médicaments

de thérapie génique pour les maladies rares. D’apprenti sur la plateforme d’évaluation in vivo,
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je suis devenu technicien en CDI. J’y ai découvert plusieurs facettes du métier. Au cours de ces
cinq années, j’ai acquis des techniques in vivo permettant la mise en place et la réalisation des
protocoles expérimentaux au service des chercheurs. Mon activité principale consistait a
injecter des vecteurs viraux dans des modeles murins et a assurer le suivi jusqu’au sacrifice des
animaux. Je me suis vite rendu compte que je voulais comprendre ce que je faisais, au-dela du
geste technique. Pour cela, j’ai échangé avec les doctorants pour appréhender leurs questions
et projets scientifiques. Ainsi, je suis devenu un interlocuteur et acteur scientifique impliqué
dans leur projet de these. J’ai également développé une technique innovante de transfert de gene
sur un modele murin, qui m’a permis de contribuer a plusieurs publications. Avec ce projet, j’ai
commencé a faire de la bibliographie et découvert que la conjugaison des connaissances
scientifiques et techniques était nécessaire pour répondre aux problématiques rencontrées. J’ai
aussi compris que les connaissances scientifiques faisaient évoluer les techniques et les
technologies, et inversement. La somme de ces découvertes, I’absence d’avancement, le travail
répétitif de service et mon désir d’évoluer m’ont conduit a démissionner du Généthon.

J’ai donc choisi d’intégrer une équipe qui travaillait sur des thématiques nouvelles pour moi.
J’ai ainsi rejoint 1I’équipe de David Sassoon dans I’'UMR U787 en tant qu’assistant ingénieur.
Ce laboratoire s’intéressait a la fonction des cellules souches musculaires adultes pouvant étre
utilisées pour réparer des tissus endommagés. Investiguer de nouvelles approches
thérapeutiques était motivant. J’ai alors travaillé au développement d’outils viraux pour étudier
la fonction d’un marqueur spécifique de ces cellules. J’ai appris a aborder les problématiques
différemment en les traitant scientifiquement et non plus techniquement. Pour cela, j’ai acquis
une méthodologie de recherche scientifique en m’appuyant sur I’état de 1’art et les travaux de
I’équipe. L’encadrement technique d’un étudiant de Master 2 atteint de myopathie de Duchenne
m’a conduit 2 modifier ma maniere de transmettre mes connaissances. Travailler au quotidien
avec un malade a donné un sens concret a mon travail. Grace au transfert des connaissances par
la formation et par les collaborations, ma production scientifique s’est également étoffée.
Parallelement 2 mon activité de laboratoire, j’ai formalis€ ma montée en compétences en
obtenant le Master SSIB de ’EPHE et la formation réglementaire de concepteur de projet en
expérimentation animale. Ce dernier me permet de gérer et concevoir des protocoles
expérimentaux incluant des animaux. Ces quatre années d’exercice m’ont permis de progresser,

de prendre confiance en moi et aussi d’avancer dans ma réflexion de devenir chercheur.
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... ala conception
Les connaissances et expertises acquises pendant ces premieres années professionnelles m’ont
permis d’intégrer avec confiance 1’équipe de Denis Furling au sein de ’'UMR974, en tant
qu’ingénieur d’études. Les axes de recherche de I’équipe sont orientés vers I’étude de la
physiopathologie de la Dystrophie Myotonique de type 1 et le développement de biothérapies
innovantes. Ma motivation pour intégrer cette équipe, avec laquelle j’avais déja collaboré dans
le passé, coincidait avec la maturation de mon projet professionnel. Je voulais m’impliquer sur
les projets d’une équipe qui travaillait sur la recherche de médicaments. Ma posture de
chercheur s’est progressivement affirmée au fil des années, en menant séparément puis
conjointement deux sujets de 1’équipe comme projet de recherche. Progressivement, je les ai
fait vivre en étant force de propositions, formulant les hypotheses et concevant les plans
expérimentaux afin de répondre aux questions scientifiques. Le premier sujet, répondant a un
besoin transversal de 1’équipe, consistait a caractériser des lignées cellulaires immortalisées
issues de patients et d’individus sains. Les résultats de ces travaux ont été présentés a plusieurs
reprises lors de congres nationaux ou internationaux, sous la forme de communications orales
ou affichées. Ce travail a été publié dans un article scientifique dont je suis premier auteur. Le
second sujet consistait au développement et a 1’évaluation in vivo et in vitro de stratégies de
thérapie génique pour la DMI1. Le développement d’un outil de thérapie a abouti a un brevet
déposé en 2015 dont je suis co-inventeur. Une publication dont je suis premier auteur est
également en cours de révision. Je suis fier de ce travail et des résultats prometteurs obtenus
puisqu’ils laissent entrevoir la possibilité d’une application de thérapie génique chez les
patients. De ces travaux se sont dégagés les deux axes du projet de these d’une étudiante que
j’ai accompagnée scientifiquement et formée aux techniques de laboratoire. Actuellement,
j’encadre deux ingénieurs d’études travaillant sur I’optimisation de cet outil thérapeutique, en
collaboration avec I’industrie pharmaceutique. J’ai également accompagné scientifiquement et

techniquement une étudiante en master 1 sur un sujet en relation avec mon projet.

Mon projet professionnel initialement tres orienté sur les thérapies a lui aussi évolué. Mon
besoin de comprendre m’a poussé également a explorer 1’axe physiopathologie de la maladie.
Dorénavant j’ai une approche plus globale de la recherche. Je peux maintenant naviguer entre
les deux axes de recherche de 1’équipe en apportant mon analyse critique sur les projets et ceci

en sortant du cadre strict de la technique.
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RESUME

Les Dystrophies Myotoniques de type 1 (DMI) et de type 2 (DM2) sont des maladies
multisystémiques autosomiques dominantes avec une forte composante neuromusculaire qui en
font les maladies musculaires les plus communes chez 1’adulte avec une prévalence moyenne
d’un malade pour 8000 individus. Ces pathologies sont évolutives et se caractérisent
essentiellement par une myotonie, une faiblesse et une fonte musculaire progressives, des
déficiences cognitives, des défauts de conduction cardiaque et des troubles respiratoires
réduisant fortement I’espérance de vie des patients.

Ces maladies sont causées par une amplification anormale de séquences répétées C(C)TG
situées respectivement dans la région 3’'UTR du géne DMPK et dans ’intron du gene CNBP.
Ces séquences contenant les expansions répétées sont transcrites et retenues dans le noyau des
cellules sous forme d’agrégats riboprotéiques. La présence de ces ARN-C(C)UG toxiques
induit notamment la séquestration des protéines de liaison a I’ARN de la famille MBNL. Cette
séquestration conduit a la perte de fonction de ces protéines et a la dérégulation d’événements
d’épissages alternatifs dont plusieurs ont été associés a des symptomes cliniques chez les
patients. Les progres effectués dans la compréhension du mécanisme pathologique de la DM 1
ont permis de développer plusieurs cibles thérapeutiques prometteuses, mais a I’heure actuelle,
il n’existe aucun traitement pour la DM.

Dans ce travail de these, j’ai développé un outil de thérapie génique basé sur une modification
de la protéine MBNL1. Ce dérivé de MBNL tronqué dans sa partie C-terminale et appelé
MBNLA, agit comme un leurre pour libérer les protéines MBNL endogenes anormalement
séquestrées par les ARN mutés, restaurant ainsi leurs activités d’épissage.

Notre approche a tout d’abord été validée sur un modele de cellules musculaires DM1 que j’ai
caractérisé et qui reproduit les caractéristiques moléculaires spécifiques de la maladie dont la
présence de foci ribonucléiques et des anomalies de 1’épissage alternatif. Le traitement des
cellules DM1 par le leurre MBNLA permet la délocalisation des protéines MBNL endogenes
séquestrées dans les foci, modifie la dynamique des foci et corrige le transcriptome.
L’administration locale ou systémique de MBNLA dans un modele de souris de la DM1 par
I’utilisation de vecteurs AAV induit la diminution de I’ARN muté, corrige les défauts
d’épissage et la myotonie et ceci jusqu’a 1 an de traitement.

En conclusion, mon travail de theése a permis de développer et de valider une approche de
thérapie génique pour la DM basée sur I’utilisation d’une protéine de liaison a I’ARN modifiée

avec une action de leurre.
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SUMMARY

Myotonic dystrophies type 1 (DM1) and type 2 (DM2) are autosomal dominant multisystemic
diseases with a strong neuromuscular component which makes them the most common
muscular diseases in adults with an average prevalence of 1/8000 worldwide. These diseases
are progressive and are characterized mainly by myotonia, progressive muscle weakness and
wasting, cognitive deficiencies, cardiac conduction defects and respiratory disorders that
greatly reduce the life expectancy of patients.

These diseases are caused by the abnormal amplification of C(C)TG repeated sequences located
within the 3'UTR of the DMPK gene and in the intron of the CNBP gene, respectively. These
sequences containing the repeat expansions are transcribed and retained in the nucleus of cells
as riboprotein aggregates. The presence of these toxic C(C)UG RNAs induces the sequestration
of RNA-binding proteins of the MBNL family. This sequestration leads to the loss of function
of these proteins and to the deregulation of alternative splicing events, some of which have been
associated with DM clinical symptoms. Progress in understanding the pathological mechanism
of DM1 has led to the development of several promising therapeutic approaches, but there is
still no treatment for DM.

During my PhD, I developed a gene therapy tool based on a modification of the MBNL1
protein. This C-terminal-truncated MBNL protein, called MBNLA, acts as a decoy to release
endogenous MBNL proteins abnormally sequestered by the mutated RNAs, thus restoring their
splicing activity.

Our approach was validated in a DM 1 muscle cell model, also characterized in this work, that
reproduces disease-specific cellular features including the presence of ribonucleic foci and
alternative splicing defects. Treatment of these cells with the MBNLA decoy induces the
delocalization of endogenous MBNL proteins sequestered in foci, alters the dynamics of foci,
and corrects the transcriptome of cells. Local or systemic administration of MBNLA in a mouse
model of DM1 using AAV vectors induces the decrease of mutated RNA, corrects the splicing
defects and myotonia, up to 1 year after a single injection.

In conclusion, my thesis work allowed to develop and validate a gene therapy approach for DM

based on a modified RNA binding protein with a decoy action.
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I. Dystrophies myotoniques

Les dystrophies musculaires correspondent a une famille de maladies caractérisées par une
faiblesse et une dégénérescence musculaires progressives, induisant une atrophie des muscles
et une perte de force. Ces maladies d’origine génétique peuvent apparaitre a tout age (des la
naissance, pendant I’enfance ou a 1’age adulte). Il existe une trentaine de formes qui différent
par I’age d’apparition des symptdmes, les muscles affectés ou la sévérité.

Parmi elles, la Dystrophie Myotonique (DM) est une maladie multisystémique a transmission
autosomique dominante présentant des manifestations cliniques progressives avec une forte
composante musculaire mais incluant également le muscle cardiaque, le systéme nerveux
central et d’autres systemes endocriniens. A ce jour, deux formes distinctes de DM ont été
décrites : la Dystrophie Myotonique de type 1 (DM1) et la Dystrophie Myotonique de type 2
(DM2). Alors que les deux types de dystrophie myotonique partagent des caractéristiques
cliniques similaires, la DM1 et DM2 restent pourtant deux maladies différentes avec des
mutations distinctes. Il n'y a a ce jour aucun traitement curatif pour ces maladies et les
traitements actuellement disponibles sont purement symptomatiques afin d’améliorer la qualité

de vie des patients.

I.1 Dystrophie myotonique de type 1

La Dystrophie Myotonique de type 1 (DM1 ou maladie de Steinert) fut décrite pour la premicre
fois en 1909 par les docteurs Steinert, Battnet et Gibb. La DM1 est la dystrophie musculaire la
plus commune chez ’adulte (Harper et al. 2002) touchant environ une personne sur 8 000
(Harper et al. 2002). La maladie est présente partout dans le monde, avec une prévalence
variable d’un pays a un autre. Avec 1 cas pour 500, la DM1 est tres répandue dans la région du
lac Saint-Clément au Québec, ce qui s’explique par un effet fondateur (un patient DM1 ayant
migré d’Europe au XVII¢ siecle vers le Québec (Mathieu et al. 1999), alors qu’elle est peu
présente en Afrique. Cette pathologie est caractérisée par une atteinte multisystémique affectant
principalement le muscle squelettique avec de la myotonie (défaut de relaxation musculaire
apreés une contraction), une atrophie, une faiblesse progressive et, au niveau du muscle
cardiaque, des défauts de conduction. Elle atteint également d’autres organes entrainant ainsi
des troubles cognitifs, des dysfonctionnements endocriniens, des problémes de cataracte et une
résistance a I’insuline (Harper et al. 2002). La pathologie s’exprime de fagon différente d’un
patient a un autre, notamment en fonction de 1’age de I’apparition des symptomes, allant de la

forme adulte tardive presque inexistante a des formes trés graves chez le nouveau-né.

28



I.1.1  Cause génétique

La cause génétique, décrite en 1992, est une large expansion instable de séquences tri-
nucléotidiques (CTG)n répétées dans la région 3’ non traduite (3°’UTR) du géne DMPK
(Dystrophia Myotonica Protein Kinase) (Brook et al. 1992; Fu et al. 1992; Mahadevan et al.
1992) situé sur le chromosome 19q13.3 (Figure 1).

CTG

DM1 locus (chr 19q13.3)

1 234 14 15

Figure 1 : Représentation schématique du gene DMPK

Dans la population générale, un individu portant les alleles DMPK sains, présentera un nombre
de répétitions compris entre 5 et 37 CTG, alors que chez les patients atteints de DM 1, le nombre
de répétitions (CTG)n au sein de 1’allele mutant de DMPK varie entre 50 et 5 000 répétitions.
Il est globalement admis que la sévérité de la pathologie serait corrélée a la taille des répétitions
(De Antonio et al. 2016). Avec un nombre de répétitions (CTG)n compris entre 38 et 50,
I’individu restera globalement asymptomatique (Joosten et al. 2020). En revanche, des lors que
le nombre de répétitions (CTG)n dépassera les 50, I’individu développera les symptomes
cliniques de la maladie. On distingue plusieurs formes de la maladie qui correlent avec la taille
des expansions. Les individus présentant les formes les plus graves sont en général les individus

présentant les tailles d’expansions les plus élevées.

I1.1.2  Différentes formes de la DM1 : classification et symptomes associés

La DMI1 présente une large hétérogénéité des symptdmes, ce qui accroit la complexité de la
mise en place d’une classification précise de la pathologie. Une étude menée par le Dr. Bassez
a I’aide du DM-Scope (Observatoire frangais des dystrophies myotoniques) sur 2 167 patients
DM1, a permis d’étudier le lien entre les symptdmes cliniques majeurs des patients et leur
génotype. Cinq formes cliniques de la pathologie ont pu étre décrites et classées selon 1’age

d’apparition des symptomes. Cette classification est importante dans la prise en charge
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thérapeutique des malades, mais également pour la constitution de cohortes dans le cadre

d’essais cliniques (De Antonio et al. 2016) (Figure 2).
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Figure 2 : Classification clinique de la DM1 selon S formes. A) Représentation du nombre
de répétitions CTG selon les formes DM1, B) Représentation des principales manifestations
cliniques selon I’age d’apparition et la forme DM1 (De Antonio et al., 2016)

I.1.2.1 La forme tardive (ou légere)

Le patient a en général plus de de 50 ans et une taille de répétitions comprise entre 50 et 100
CTG (Garcia de Andoin et al. 2005). La moins grave des formes de la DM, elle est caractérisée
par une cataracte (opacité du cristallin) précoce 1égere, se traduisant par une baisse de la vision,

une calvitie et parfois des troubles cardiaques.

[.1.2.2 La forme adulte

Cette forme touche les adultes agés entre 20 et 40 ans, présentant une taille de répétions
comprise entre 100 et 800 répétitions. Elle est la forme typique et la plus répandue de la DM,
avec ’apparition de la myotonie, de faiblesse musculaire au niveau des muscles craniaux, du
tronc, de la face et notamment des paupieres (ptosis), du cou et des membres distaux. L atteinte
du diaphragme est a I’origine de difficultés respiratoires développées par le patient. L’atteinte
cardiaque est impliquée dans la mort subite des malades. Des troubles gastro-intestinaux, du

comportement, un manque de motivation, et une apathie sont tres typiques des malades.

1.1.2.3 La forme juvénile
Cette forme touche les patients agés de 10 a 20 ans, présentant une taille de répétitions CTG
comprise entre 500 et 1 000 répétitions. Les atteintes neurologiques sont plus prononcées et

précedent les symptomes musculaires dans la majorité des cas. Elles sont traduites par un déficit
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intellectuel amenant a des problemes d’apprentissage accompagnés par des troubles du spectre

autistique ainsi qu’une réduction des interactions sociales.

[.1.24  Forme infantile

Cette forme touche les enfants de moins de 10 ans, présentant un peu moins de 1 000 répétitions
CTG. En plus des symptdmes observés dans la forme juvénile, on note des atteintes du systéme
nerveux central entrainant un retard du langage et des difficultés scolaires. Ces enfants

présentent également des signes de fatigue, de lenteur et un début de faiblesse musculaire.

I1.1.2.5 La forme congénitale (cDM1)

Cette forme touche les enfants 4gés de 0 a 1 mois. Il s’agit de la forme la plus sévere de la
maladie, présentant une taille de répétitions supérieure a 1 000 CTG. Elle se manifeste pendant
la grossesse avec un exces de liquide amniotique (hydramnios) et une diminution des
mouvements de l’embryon. A la naissance, les nouveau-nés manifestent une détresse
respiratoire importante et une hypotonie globale pouvant provoquer la mort. Les nouveau-nés
arrivant a franchir cette période périnatale critique montrent un retard psychomoteur trés sévere,

un défaut de succion et de déglutition.

I[.1.3  Mutation : expansion de CTG

I1.1.3.1 Phénomene d’anticipation

Le phénomene d'anticipation se caractérise par 1’aggravation de la maladie alors que 1’age
d’apparition de la maladie diminue d’une génération a une autre. Ainsi, des patients présentant
des symptdmes 1égers associés a une expansion d’une centaine de CTG donnent généralement
naissance a des enfants avec des expansions plus grandes et des symptomes plus séveres. Par
conséquent, dans une famille atteinte de DM1, il est fréquent de retrouver une grand-mere ayant
une forme tardive bénigne, une mere présentant une forme adulte, et un enfant souffrant d’une
forme congénitale. Par exemple, comme présenté en Figure 3, tous les individus sont atteints

mais le dernier des enfants de la fratrie présente des symptomes cliniques aggravés.
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Figure 3 : Représentation du phénomene d’anticipation dans une famille DM1. A)
Photographie d’une famille dont la mere et ses deux enfants sont atteints de la DM 1. Le dernier
de la fratrie est plus atteint avec une hydrocéphalie et une bouche « triangulaire », B) Arbre
généalogique représentatif d’une famille DM 1, entre parenthéses le nombre de répétitions dans
le gene DMPK. (Gamstorp, 1985; Ho et al., 2015)

1.1.3.2 Instabilité intergénérationnelle et mosaique somatique

Le phénomene d'anticipation associé a I’augmentation de la taille de 1'expansion CTG au fil des
générations est di a une instabilité tres élevée des expansions CTG dans les cellules germinales
(Ashizawa et Sarkar 2011). Dans de nombreux cas, quand I’alléle muté est transmis par la mere,
I’expansion du nombre de CTG tend préférentiellement a 1’augmentation. De fagcon tres
sporadique, quand I’allele muté est transmis par le pere, des contractions de la taille des
expansions CTG (inferieur a 10% de cas de transmission) peuvent étre observées (Lavedan et
al. 1993). En plus de I’augmentation du nombre de CTG au cours des générations, la taille de
I'expansion est variable au sein d'un méme individu et tend a augmenter au cours de la vie du
patient, et ceci a un rythme différent entre les tissus. Par exemple, on observera une
augmentation plus rapide dans le cerveau et dans le muscle que dans le sang, complexifiant
encore plus le diagnostic puisque le nombre de répétitions est évalué dans le sang et non dans
un autre organe. Cette augmentation résulte de 1'instabilité des répétitions au niveau somatique

(Higham et al. 2012; Morales et al. 2012) causant ainsi un fort mosaicisme tissulaire.

I.14  Dystrophie myotonique de type 2

Il existe une autre forme de DM qui est la DM2. Anciennement appelée PROMM, elle a été
découverte plus tardivement (2000) que la DM et a un taux d’incidence d’un individu touché
sur 20 000, mais semble étre sous-estimée (Suominen et al. 2011). La DM2 est aussi une
maladie a expansion de répétitions dont la cause génétique est la présence dans le premier intron
du gene CNBP (CCHC-type zinc finger nucleic acid binding) de répétitions de tétrameres
CCTG, et se localise sur le chromosome 3 (3g21) (Day et al. 1999; Liquori 2001; Ranum et al.
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1998; Ricker 1999) (Figure 4). L’all¢le normal compte moins de 30 répétitions CCTG alors
que I’allele muté porte entre 75 et jusqu'a 11 000 répétitions, avec une moyenne de 5 000
répétitions dosées dans la sang (Liquori 2001). Contrairement a la DM, il n’a pas été rapporté
de forme congénitale de la DM2. De méme, aucune corrélation entre 1’age ou la sévérité
d’apparition et le nombre de répétitions CCTG n’a été observée. Malgré un nombre de

répétitions supérieur aux répétitions dans la DM 1, la DM2 reste moins sévere.

DM2 locus (chr 3g21)
CCTG,

—~

1 Intron 1 2 3 4 5

Figure 4 : Représentation schématique du gene CNBP

I.1.5 Le diagnostic

N

Un examen clinique général du patient associé a un électromyogramme (EMG) permettra
d’identifier les atteintes musculaires et une biopsie musculaire permettra également de mettre
en évidence des aspects histopathologiques caractéristiques de la maladie. La taille
approximative de I’expansion sera confirmée par PCR pour une taille inférieure a 100
répétitions ou par Southern Blot pour des expansions plus grandes. Il est important de
considérer la difficulté d’établir la taille exacte des expansions du patient, puisqu’elle dépendra
toujours du tissu analysé. Par exemple, la taille de répétitions CTG sera toujours plus petite
dans une analyse réalisée a partir de sang que dans une analyse réalisée dans un tissu

musculaire, et ce, méme si les 2 tissus proviennent du méme individu (Anvret et al. 1993;

Monckton et al. 1995; Thornton, Johnson, et Moxley 1994).

1.2 Aspects cliniques

La dystrophie myotonique est une maladie multisystémique affectant principalement le muscle,
mais également de multiples organes avec une forte variabilité de sévérité (Figure 5). La
faiblesse et I’atrophie musculaires ainsi que la myotonie sont reconnues comme les principales

caractéristiques de la DM. Par conséquent, le tissu musculaire est un des tissus le mieux
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caractérisé. Les deux formes de DM partagent des caractéristiques cliniques communes,

pourtant les symptdmes sont moins prononcés et moins graves dans la DM?2 que dans la DM1.

[ Vue: Cataracte, lésion rétinienne ]
Os: Anomalies
Systéme immunitaire: Hypo-

gammaglobulinémie
eau: Pilomatrixomes

respiratoires, inhalation de corps

étrangers, apnée du sommeil

(Systéme respiratoire: Diﬁicultéﬁ

Systéme endocrinien:
Diabetes, faible taux d'hormomes)

thyroidiennes

testicules et atrophie des gonades
chez les hommes. Affaiblissement
du muscle utérin, complications
de la grossesse, troubles

Systeme reproductif: Faible taux\
de testostérone, insuffisance des
gynécologiques chez les femmes.

comportements et troubles
psychologigues, somnolence

ﬂ’onctions cognitives: Déficience
intellectuelle, troubles de
diurne excessive

Anomalies cardiagues, arythmie

Systéme cardiovasculaire: )
S,

Kmyocardiopathie

Appareil digestif (gastro-
intestinal): Trouble de |a

déglutition, douleurs abdominales,
syndrome du célon irritable,
constipation/diarrhée, problémes
de nutrition et perte de poids,
infections chroniques

Muscles: Faiblesse, perte de
masse musculaire (atrophie),
myotonie.

Figure 5 : Résumé des affections présentes dans la DM1. (D’aprés le rapport de la

Fondation Dystrophie Myotonique)

[.2.1  Symptomes musculaires

1.2.1.1 Myotonie

La myotonie ou contraction musculaire prolongée, est I’un des premiers signes observés chez

les patients atteints de DM 1. La myotonie n’est pas le plus invalidant des symptomes mais est

reconnue comme une des caractéristiques principales de la maladie la distinguant des autres

formes de dystrophie musculaire. Elle est définie comme un défaut de relaxation musculaire

affectant la quasi-totalité des patients DMI1 et plus séverement les membres, les mains, les

pieds, la machoire et la langue. Cette myotonie peut étre mesurée par EMG (Hudson, Ebers, et

Bulman 1995) (Figure 6). Contrairement aux patients DM1 montrant une forte myotonie, les

patients DM2 ne montrent pas, peu ou une myotonie tres modérée. Il a cependant été rapporté

des cas sporadiques de DM2 présentant une myotonie sévere (Young et al. 2010).
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Figure 6 : Présence de myotonie chez les patients atteints de DM1
A) Electromyogramme (EMG) montrant la myotonie. B) Myotonie se manifestant par une
difficulté a ouvrir la main apres avoir serré le poing (Adapté de Thomas et al., 2018)

1.2.1.2  Faiblesse musculaire

La faiblesse musculaire est une des caractéristiques de la DM1 et la principale cause de
handicap rencontrée chez les patients (De Antonio et al. 2016). Différents groupes de muscles
sont affectés inégalement dans la DMI1, mais la faiblesse musculaire est généralement
symétrique. Il est courant que certains muscles conservent une force normale alors que d’autres
sont affaiblis. Les premiers symptomes se présentent au niveau des muscles faciaux et de la
machoire par une atrophie des muscles temporaux et sternomastoidiens entrainant des
difficultés a macher et a avaler (Wenninger, Montagnese, et Schoser 2018). Une faiblesse des
muscles respiratoires apparait chez les patients DM1 provoquant une insuffisance respiratoire
mortelle. Les muscles expiratoires touchés en premier entrainent des pneumonies récurrentes
et un dégagement insuffisant des voies aériennes (Reardon et al. 1993). La faiblesse affecte
également les muscles distaux (situés aux extrémités des membres), principalement les
fléchisseurs des doigts, les fléchisseurs du poignet et les extenseurs du pied (Jiménez-Moreno
et al. 2018; Wenninger et al. 2018), impactant la mobilité et la dextérité des mains ainsi que la
capacité a soulever des objets. Cette faiblesse progresse lentement au cours de la vie du patient,
touchant progressivement les zones proximales des membres (proches de 1’axe du tronc). Le
processus de perte de force musculaire a été documenté par des études histologiques et montrent
de nombreuses anomalies caractéristiques de la maladie. Ainsi les muscles affectés montrent
une variabilité du diametre de fibres musculaires, avec une atrophie des fibres de type I,
accompagnée de fibres de type Il hyper ou hypotrophiées. D'autres événements moins étudiés
révelent la présence de gras et de tissus conjonctifs (Meola et Cardani 2015). Une
caractéristique histologique complémentaire observée dans les fibres musculaires squelettiques
est la présence de noyaux centraux (Figure 7). Ce phénomene est habituellement observé dans

les fibres nouvellement formées apres dégénérescence, mais ne s’explique pas dans le cas de la
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DM1 car les études n’ont pas montré de régénération massive dans les muscles de patients.
Cependant les noyaux retrouvés en position centrale pourraient altérer 1’organisation du
sarcomere et affecter la propriété contractile des myofibrilles (Harper, Brook, et Newman

2001).

DM1 DM2

Hématoxyline/Eosine

Types de Fibres

. Fibre de type 2

Figure 7 : Caractéristiques des muscle DM1 et DM2

Panneau supérieur : Coloration Hématoxyline/Eosine de coupes musculaires transversales de
patients A) DM1 et D) DM2. (Fleches noires : Fibres présentant des noyaux centraux. Tétes de
fleches : amas nucléaire. Panneau inférieur : Immunohistochimie montrant une atrophie de C)
fibres de type I (Fleches Blanches), et F) fibres de type II. (Fleches noires).
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1.2.1.3 Dysfonctionnement cardiaque

Dans la DM, I’atteinte cardiaque est fréquente et représente la deuxieme cause de mortalité
(de Die-Smulders et al. 1998). Afin de prévenir la mort subite du patient, le diagnostic
cardiologique et un suivi régulier par ECG est crucial. Les patients portent souvent des
stimulateurs ou des défibrillateurs cardiaques en raison de défauts de conduction et d'arythmies

graves (Yoshida et al. 2018). D'autres manifestations peu fréquentes sont l'insuffisance

patients, mais ne sont pas fréquentes. Les anomalies cardiaques dans la DM2 sont similaires a
celles observées dans la DM 1 mais surviennent moins fréquemment (Day et al. 2003). Dans la
DM1, la sévérité de l'atteinte cardiaque semble directement corrélée a la taille de 1'expansion

CTG (Chong-Nguyen et al. 2017).

[.2.2.1 Systeme nerveux central

L’atteinte cérébrale dans la DM montre des dysfonctionnements comportementaux et cognitifs
qui sont plus séveres chez les patients atteints de DM1 que ceux atteints de DM2. Les
symptomes les plus fréquemment rapportés sont la fatigue, la somnolence diurne et les troubles
cognitifs avec une attention réduite, un comportement d'évitement et une dépression. Dans la
DM1, la sévérité de ces symptomes est associée a la taille des répétitions CTG et des retards
mentaux sont méme décrits chez les patients atteints de la forme congénitale associée a de
grandes expansions CTG. De plus, les patients DM souffrent de somnolence diurne excessive
et d'apnées du sommeil. Des études par IRM ont révélé une atrophie cérébrale diffuse et des
Iésions de la substance blanche qui sont corrélées aux troubles cognitifs observés dans un

groupe de patients atteints de DM 1 (Gourdon et Meola 2017).

1.2.2.2 Tractus gastro-intestinal

Les atteintes du tractus gastro-intestinal sont multiples et fréquentes. L’ensemble du tube
digestif du pharynx au sphincter anal peut étre impacté. Les patients DM1 signalent souvent
une dysphagie associée a une toux déclenchée pendant la prise alimentaire, mais aussi des
douleurs thoraciques, des régurgitations, des vomissements et des brllures d'estomac. Ces
symptomes les plus courants concernent le tube digestif supérieur et sont généralement

considérés par les patients comme les symptomes les plus graves de la DM. Les douleurs
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abdominales, les ballonnements, la présence de diarrhée ou de constipation sont des signes
courants d'altération du tube digestif inférieur. De plus, I’incontinence fécale associée a des

atteintes des muscles lisses et striés affectent également les patients DM (Bellini et al. 2006).

La DM est une pathologie multisystémique affectant également les systemes reproducteurs et
endocriniens. Un hyperinsulinisme consécutif a une résistance a l’insuline tissulaire est
remarqué chez les patients. Cette dysfonction peut conduire les patients a développer un diabete
de type 2 modéré (Gourdon et Meola 2017; Turner et Hilton-Jones 2014; Wenninger et al.
2018). De plus, un hypogonadisme primaire, caractérisé par une faible concentration sérique de
testostérone, une atrophie testiculaire, une oligospermie et une infertilité, est observé chez les
patients masculins. Chez les patientes DM1, cet hypogonadisme se manifeste par une
concentration sérique élevée en FSH (Follicule-Stimulating Hormone) avec des menstruations
irrégulieres et des fausses couches fréquentes (Turner et Hilton-Jones 2014; Udd et Krahe
2012). La vue est également affectée chez les patients DMI et ils sont fréquemment victimes
de D’apparition précoce d’une cataracte dite en sapin de No€l (Gourdon et Meola 2017,
Montagnese et al. 2017; Udd et Krahe 2012; Wenninger et al. 2018). Enfin, la faiblesse
musculaire observée au niveau des muscles entourant 1’ceil conduit a une fermeture insuffisante
des paupieres, élevant le risque de conjonctivite chronique (Wenninger et al. 2018). Les risques
de cancers sont également augmentés chez les patients DM, développant des tumeurs malignes
touchant préférentiellement la peau, le tractus génital, ou la thyroide. L’ceil, la prostate, le colon
et le cerveau présentent également un risque accru de cancers.

En résumé, la DM1 est une pathologie multisystémique affectant 1’ensemble des organes et
principalement le syst¢tme nerveux central (CNS) et musculaire (Figure 4). Les troubles
neurologiques incluant 1’hypersomnolence, la fatigue et la dépression, dégradent
considérablement la qualité de vie des patients (Gourdon et Meola 2017; Laberge et al. 2020;
Udd et Krahe 2012; Wenninger et al. 2018). Les symptdmes musculaires sont lourdement
handicapants pour le patient DM. Les complications cardio-respiratoires sont les principales
causes de déces chez le patient et sont responsables de la baisse de leur espérance de vie (entre

53 et 60 ans).
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1.3 Mécanismes moléculaires a I’origine de la maladie

Décrite en 1992, I’expansion instable de séquences tri-nucléotidiques (CTG)n dans la région
non codante du gene DMPK (Dystrophia Myotonica Protein Kinase), est décrite comme
I’anomalie génétique a 1’origine du développement clinique de la DM1 (Brook et al. 1992; Fu
et al. 1992; Mahadevan et al. 1992). Trois modeles ont été proposés afin d’expliquer le
mécanisme moléculaire de la maladie : i) le premier est 1'haploinsuffisance du gene DMPK
porteur de la mutation. Ce modele se focalise sur un mécanisme de perte de fonction de la
protéine DMPK ; ii) le second modele découle de la présence des grandes répétitions (CTG)n
dans le gene DMPK pouvant affecter I’expression des genes SIXS5 (SIX homeobox 5) et DMWD
(Dystrophia Myotonic gene with WD repeats), qui flanquent le gene DMPK (« effet en Cis ») ;
iii) le dernier modele propose un mécanisme de gain de fonction toxique induit par I’expression

de transcrits portant les expansions de répétitions CUG (« effet en Trans »).

1.3.1.1 Perte de fonction des protéines DMPK

Le géne DMPK est situé sur le chromosome 19q13.3. Il code pour une protéine de la famille
sérine/thréonine protéines kinases dont les substrats endogenes sont mal identifiés. Bien
qu’ubiquitaire, la protéine DMPK est plus fortement exprimée dans les muscles squelettiques,
les muscles lisses et cardiaques (Kaliman et Llagostera 2008). Des études ont montré chez la
souris et chez le poulet que le géne DMPK est exprimé dans les cellules pendant le
développement embryonnaire, jouant un role clé dans la différenciation des cellules
musculaires en culture, et qu’il régulerait également 1’apoptose (Harmon et al. 2008). Les
premieres études menées sur des biopsies musculaires de patient DM1 ont montré que la
présence des répétitions (CTG)n dans le géene DMPK affecte son expression et réduit le taux
d’ARN messager (ARNm) et par conséquence la quantité de protéines DMPK de 50% (Fu et
al. 1992). Par la suite, il a ét€ montré que cette diminution ne provenait pas d’un défaut de
transcription de 1’allele muté, mais qu’il s’agissait d’une rétention des ARNm mutants dans des
agrégats nucléaires. La réduction de la quantité de protéines DMPK est donc la conséquence de
la séquestration nucléaire des transcrits mutés portant les répétitions instables CUG (Davis et
al. 1997; Taneja et al. 1995). Des modeles de souris invalidées pour le gene Dmpk n’entrainent
pas de phénotype ou alors tres tardivement de 1égers troubles de conduction cardiaque, une
faiblesse progressive et des anomalies structurelles des fibres musculaires (Jansen et al. 1996;

Reddy et al. 1996a) sans reproduire des symptomes typiques de la DMI1. De plus, des
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expériences in vivo de dégradation massive des transcrits DMPK dans des souris et des singes
adultes grace a des approches utilisant des oligonucléotides n’ont montré aucun effet délétere
de la diminution des protéines DMPK. L’ensemble de ces résultats suggere que

I’haploinsuffisance de DMPK n’est pas a 1’origine de 1’apparition des symptomes.

1.3.1.2  Perte de fonction des protéines flanquantes : SIX5 et DMWD

Le géne DMPK se trouve dans un locus génétique tres riche comprenant a moins d’un kilobase,
le geéne DMWD (Dystrophia Myotonic gene with WD repeats) en amont et le géne SIX5 (Sine
oculis homeobox homolog 5) en aval. La présence de plusieurs milliers de répétitions CTG au
sein du gene DMPK modifie la structure de la chromatine de ce locus et réduit ’expression des
genes flanquants. Plusieurs mécanismes peuvent expliquer cet effet sur 1’expression des genes
SIX5 et DMWD, comme par exemple en empéchant I’interaction du facteur de transcription
avec I’ADN dans les régions régulatrices adjacentes ou en empéchant la progression de ' ARN
polymérase (Klesert et al. 1997; Otten et Tapscott 1995; Thornton et al. 1997). Le gene SIX5
est un gene conservé chez I’homme et chez la souris. Il est impliqué dans 1’organogenese et est
essentiel pour le développement du systeme visuel chez la Drosophile. Plusieurs études ont
montré une diminution de I’expression de SIX5 dans des cellules humaines DM1 (Klesert et al.
1997; Thornton et al. 1997). Le gene DMWD est un geéne qui est essentiellement exprimé dans
le cerveau, et dont les fonctions sont encore mal connues (Westerlaken et al. 2003) mais aussi
au niveau de la rétine et des testicules (Alwazzan et al. 1999; Westerlaken et al. 2003).
Egalement, une diminution de DMWD a été observée dans des fibroblastes DM1 (Alwazzan et
al. 1999), mais cette sous-expression reste controversée (Alwazzan et al. 1999; Hamshere et al.
1997). Les modeles de souris développés pour valider I’haploinsuffisance des genes Six5 ou
Dmwd ne récapitulent pas les manifestations multisystémiques des patients DM1. On notera
que les souris déficientes en Six5 développent une cataracte (Klesert et al. 2000; Sarkar et al.
2000; Wansink et Wieringa 2003), et les souris adultes KO hétérozygotes pour Dmwd ont une
diminution de la taille de fibres (Yin et al. 2020).

La troisieme hypothése propose un mécanisme pathogénique médié par un gain de

fonction toxique de I' ARN contenant des expansions CUG (Ciesiolka et al. 2017).
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1.3.2.1 Inclusions ribonucléaires (Foci)

Dans ce modele, I'expansion (CTG)n de I’allele muté DMPK est transcrite, générant ainsi des
transcrits contenant une expansion de triplets CUG. Cette expansion se replie et forme des
structures secondaires doubles brins en « épingles a cheveux » (ou hairpin) (Sobczak et al.
2003). Ces ARN portant les expansions CUG (ARN-CUG) ne sont pas exportés vers le
cytoplasme et sont retenus dans le noyau sous forme d'agrégats ponctués, aussi appelés foci.
(Davis et al. 1997; Miller 2000; Taneja et al. 1995) (Figure 8). Les transcrits DMPK mutants
ainsi exprimés, subissent 1’épissage alternatif, un coiffage en 5' et une polyadénylation
indiquant que leur rétention nucléaire n'est pas la conséquence d’une perturbation de la prise en

charge du pré-ARN messager (Davis et al. 1997; Hamshere et al. 1997).

Figure 8 : Foci d’ARN dans la DM1 révélés par FISH
(A-B) et D) : Myoblastes issus de patients DM1. C) Myoblastes issus de patient sain (D’apres
Davis et al. 1997)

La démonstration que la DM1 est une maladie médiée par I' ARN-CUG a été obtenue a 1’aide
de modeles de souris transgéniques. Ainsi, le modele HSAMR présente une expansion de 220-
250 répétions CTG insérée dans la région non codante du géne ACTAI, et développe une
myotonie, une myopathie associée a la présence d’inclusions ribonucléiques (Mankodi et al.
2000). Les souris DM300, générées par l'insertion d'un fragment génomique humain de ~45 kb
contenant le géne DMPK muté avec une expansion de 300 CTG, récapitulent les
caractéristiques ubiquitaires de la DM1 ainsi que la présence des foci d'ARN intranucléaires
dans de nombreux tissus dont le muscle squelettique, le cceur et le cerveau (Gomes-Pereira,
Cooper, et Gourdon 2011; Huguet et al. 2012; Seznec et al. 2001). La création de ces modeles

a permis de démontrer que 1’expression des répétitions CUG était a 1’origine de la pathologie
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et non la perte de fonction du géene DMPK. De plus, la découverte de la mutation dans la DM2
a confirmé que I’expression de répétitions dans un autre gene induisait des phénotypes

similaires, suggérant donc I’existence d’un mécanisme pathologique commun.

La présence de I’expansion (CTG)n conduit a la rétention nucléaire des transcrits mutés sous
forme de foci. Pour expliquer le blocage de I’export de I’ARN muté du noyau vers le
cytoplasme, I'hypothese de la séquestration de protéines de liaison a I’ARN par les transcrits

mutés a été proposée (Timchenko et al. 1996).

1.3.3.1 Séquestration et perte de fonction des protéines de la famille MBNL

Des études menées par plusieurs équipes ont identifié que les protéines de liaison a I’ARN de
la famille MBNL (muscleblind-like), avaient la capacité de lier les répétitions CUG. De par
leur similitude structurelle, tous les paralogues de MBNL (MBNL1, MBNL2 et MBNL?3) sont
capables de se lier a ces séquences répétées (Fardaei 2002) provoquant ainsi leur séquestration
par les ARN-CUG dans les foci nucléaires (Dansithong et al. 2005; Fardaei 2001; Holt et al.
2009; Mankodi et al. 2000; Sznajder et al. 2016). La titration de ces protéines est
proportionnelle a la longueur des répétitions (Miller 2000) entrainant une diminution de la

disponibilité de ces protéines et provoquant la perte de leurs fonctions (Figure 9).

merge
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Figure 9 : Séquestration des protéines MBNL
Myoblaste issu de patient DM 1 montrant la séquestration des protéines MBNL1 (vert) par les
ARN mutés contenant les répétitions (rouge) dans un noyau (bleu).

L’impact de la perte de fonction des protéines MBNL dans la physiopathologie de la DM1 a
été démontré par la caractérisation de différents modeles murins de perte de fonction pour les
genes MBNL. Notamment, les souris invalidées pour le gene MBNLI (Mbnll-/-) développent
entre autres de la myotonie (Kanadia et al. 2003). Les souris invalidées pour le géne MBNL2
(Mbnl2-/-) présentent des signes cliniques neurologiques avec des troubles du sommeil, de la
mémoire spatiale et de I’apprentissage (Charizanis et al. 2012). Un modele de souris triple KO
pour les 3 paralogues MBNL complete le phénotype avec I’addition d’une détresse respiratoire
et d’une atrophie musculaire évoquant les signes cliniques typiques de la forme congénitale de
laDMI1 (Thomas et al. 2017). Le modele de souris double KO pour les genes MBNLI et MBNL?2
(Mbnll-/- ; Mbnl2+/-) récapitule une grande partie du phénotype typique de la DM1, additionné
des troubles de la conduction cardiaque et une faiblesse musculaire progressive (K. Lee et al.
2013; Thomas et al. 2017). Enfin, 1’apport exogene d’une isoforme de MBNL1 par une
approche locale de thérapie génique dans le muscle squelettique des souris HSAR permet de
corriger certaines caractéristiques associées a la DM 1 comme la myotonie (Kanadia et al. 2006).
De méme, une seconde étude corrobore I’intérét de la restauration d’une quantité suffisante de
protéine MBNLI1 afin de corriger le phénotype musculaire. Ainsi, les souris issues du
croisement d’une souris HSA'® avec une souris surexprimant MBNLI, montrent que
I’expression de MBNLI est suffisante pour prévenir les phénotypes musculaires squelettiques
y compris la myotonie (Chamberlain et Ranum 2012). Ces travaux indiquent donc I’implication

directe des protéines MBNL dans la maladie (Kanadia et al., 2006).

1.3.3.2 Dérégulation des protéines de la famille CELF

Les protéines de la famille MBNL1 ne sont pas les seules protéines affectées par le mécanisme
de gain de fonction toxique des transcrits DMPK mutés. En effet, une augmentation anormale
des protéines CELF1 est observée dans la DMI1. Initialement connues sous le nom de CUG
binding protein ou CUG-BP (Timchenko et al., 1996), les protéines CELF1 (Elav-like family
member 1) sont les premicres protéines identifiées in vitro comme ayant une forte affinité pour
les ARN riches en UG. Cependant, elles ne colocalisent pas avec les foci nucléaires toxiques
DMPK dans les cellules dérivées de patients (Fardaei 2002; Timchenko et al. 2001). Le niveau

de CELFI est augmenté dans les tissus squelettiques et cardiaques de patients (Auinash
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Kalsotra et al. 2008; Timchenko et al. 2001) et sa surexpression chez la souris reproduit une
myopathie, une mortalité précoce et des troubles de la conduction cardiaque avec une
cardiomyopathie (Braz et al. 2018; Koshelev et al. 2010; Ward et al. 2010). La surexpression
de CELF1 est associée a une stabilisation accrue suite a une hyperphosphorylation anormale
par la protéine kinase C (PKC) (Kuyumcu-Martinez, Wang, et Cooper 2007). Ainsi, I’inhibition
de la voie PKC conduisant a la diminution de la quantité de protéines CELF1 améliore le
phénotype de souris transgéniques exprimant un transgene DMPK humain contenant 960 CTG
(Kuyumcu-Martinez et al. 2007; Morriss et al. 2018; Wang et al. 2009). Néanmoins, le
mécanisme par lequel I’expression d’ARN CUG active la PKC reste inconnu a ce jour. Quant
a la DM2, les études sont contradictoires, certaines décrivant une surexpression de CELF1
comme dans la DM1 (Salisbury et al. 2009) tandis que d’autres ne relévent aucun changement
dans des cellules de patients DM2 (Pelletier et al. 2009).

Il est clairement établi que le mécanisme de gain de fonction du transcrit DMPK contenant des
CUG induit une perte de fonction des protéines MBNL et provoque la dérégulation vers

I’augmentation des protéines CELF1.

1.3.3.3 Dérégulation d’autres protéines de liaison a ’ARN

En plus de la dérégulation de I’activité des protéines MBNL et CELF, il a été proposé que les
fonctions d’autres protéines de liaison a I’ARN soient altérées par 1’expression de répétitions
CTG, tels que les Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein (hnRNP), les hélicases de la famille
DEAD-box (DDX) ou STAUFENI.

Contrairement aux protéines MBNL, les protéines hnRNP (hnRNP H, H2, H3, F, A2/B1, K et
L) ne reconnaissent pas les répétitions CUG et seule une faible quantité de foci montre une
colocalisation avec les hnRNP et DEAD-box (moins de 10% des foci). Ces protéines sont
impliquées dans le métabolisme des ARNm par l'intermédiaire des mécanismes post-
traductionnels tels que 1’épissage alternatif, 1’exportation nucléaire ou encore la traduction
(Kim 2005). Le niveau des protéines hnRNPH et hnRNPA1 a été trouvé élevé dans des biopsies
de tissus musculaires de patients DM 1. Une expression accrue de hinRNPH perturbe I’épissage
alternatif (Kim et al. 2005; Paul et al. 2011) et la surexpression de hnRNPAI aggrave le
phénotype observé chez la souris HSAR (Li et al. 2020). Deux ARN-hélicases, DEAD box
protein 5 (DDXS5) et DEAD box protein 6 (DDX6), ont été identifiées comme interagissant
avec les répétitions CUG et pourraient moduler la structure en épingle a cheveux en déroulant

les molécules d’ARN, jouant ainsi un rdle dans la formation et/ou la stabilité des foci. Ainsi la
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surexpression de DDX5 (p68) dans les cellules DM 1 entraine une réduction d’agrégats d’ARN
et une correction partielle de certains événements d’épissage dérégulés dans la DM1 (Jones et
al. 2015; Laurent et al. 2012; Pettersson et al. 2015). STAUFENI1 s’est également avérée élevée
dans les muscles squelettiques DM1 et les modeles de souris DM1 (DMSXL et HSA®), mais
sans preuve directe de localisation dans les agrégats d’ARN in vivo. STAUFENI1 est impliquée
dans le transport et la localisation des ARNm dans différents compartiments cellulaires et
pourrait jouer un role dans I’exportation nucléaire de molécules d’ARN toxiques non agrégés
vers le cytosol (Ravel-Chapuis et al. 2012). Sa surexpression régule plusieurs événements
d’épissage alternatif altérés dans la DM1, indiquant son rdle en tant que modificateur de la
maladie (Bondy-Chorney et al. 2016). D’ailleurs, sa surexpression dans le muscle squelettique
de souris DM1 induit des anomalies phénotypiques au niveau musculaire avec une atrophie,
une faiblesse musculaire et des défauts histologiques (Crawford Parks et al. 2020). Plusieurs
anomalies moléculaires de la DM1 ont été reliées a la dérégulation d’autres protéines que
MBNLI et CELFI tels que hnRNP ou STAUFENI1. Cependant, la contribution exacte de ces
protéines dans la physiopathologie de la DM1 n’est pas clairement établie (Pettersson et al.

2015; Sznajder et Swanson 2019)

14 Meécanismes physiopathologiques dans la DM

Les protéines de liaisons a I’ARN CELF1 et MBNL sont les acteurs majeurs dérégulés par le
gain de fonction du transcrit DMPK muté. Ces protéines ont la particularité d’étre des
régulateurs clés du métabolisme de I’ARN (Dasgupta et Ladd 2012; Konieczny, Stepniak-
Konieczna, et Sobczak 2014a) et contrdlent le passage des isoformes foetales a adultes au cours
du développement tissulaire. La perturbation de ce mécanisme pourrait jouer un role central

dans la physiopathologie musculaire et cérébrale de la DM1.

L’épissage alternatif est une étape clé dans la maturation des pré-ARNm. Localisé dans le
noyau, I’épissage est le processus par lequel les pré-ARN transcrits a partir de 1’ADN
génomique subissent des coupures et ligatures qui conduisent a la conservation des exons et
I’élimination des introns. Ce mécanisme donne lieu a des ARN messagers (ARNm) dits
« matures » pouvant étre exportés vers le cytoplasme pour étre traduits en protéines. Ceci
permet de diversifier le protéome d’une cellule a partir d’un nombre limité de geénes. L.’épissage

alternatif est donc incontournable pour le développement tissulaire et une différenciation
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cellulaire normale. La perte de fonction de MBNL et/ou 1’hyperphosphorylation de CELFI
induite par I’expression d’ARN-CUG provoque un déséquilibre dans la régulation de I’épissage
alternatif de transcrits cibles et I’expression d’isoformes feetales immatures pour de nombreux
transcrits dans un tissu adulte mature. Cet effet trans-dominant des ARN-CUG sur 1’épissage
alternatif est considéré comme un mécanisme majeur responsable du phénotype
multisystémique. La DM1 est ainsi considérée comme une maladie de I’épissage alternatif. A
ce jour, plus d’une centaine d’événements de mauvais épissage de I’ ARN ont été identifiés chez
les patients et certains d’entre eux, basés sur des études sur des modeles animaux, ont été

associés a des symptomes observés chez des patients et sont résumés dans le (Tableau 1).
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Fonction de la Conséquence
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CACNALS 29 Exclusion impliqué dans le Tang et al., 2012
voltage. Dans les
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L . fibres matures,
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augmente la
libération de Ca2+
Faiblesse musculaire . . Régulation de la Tubules transverses .
BINI 11 Exclusion | biogenése des tubules Fugier et al., 2011
anormaux
transverses
Pompe sarcosplasmique | Dérégulation de
SERCA1 22 Exclusion permettant le I'homéostasie du
repompage du Ca2+ Ca2+ dans le
réticulum .
Canal calcique . . Kimura et al., 2005
sarcoplasmique.
essentiel pour la C
ouplage
RYRI1 70 Exclusion |libération du Ca2+ dans S g
excitation/contractio
le réticulum ‘
n perturbé
sarcoplasmique
Canal calci Dégradation d
anal calcique égradation des . Mankodi et al..
reponsable de la ARN non-sens qui
. . L. 2002 Charlet et al.,
Myotonie CLCN1 Ta Inclusion conductance induit la perte de
i i 2002 Wheeler et al.,
transmembranaire au fonction de la
. 2009
chlore protéine
Défauts du
Kinase essentielle pour métabolisme
Muscle Atrophie musculaire PKM2 10 Inclusion trase es l, p " AIA m Gao et al., 2013
la glycolyse aérobique glycolitique
énergétique
Activité anormale
de la dystrophine
Protéine structurale et | par régression de la
de signalisation qui lie | partie C-terminale
Processus dystrophique DMD 78 Exclusion |le cytosquelette d'actine |adulte en feuillets Rau et al., 2015
a la matrice en une forme
extracellulaire embryonnaire en
hélice o
ampiphatique
A te 1'affinité
Récepteur a I'insuline ugmer? ¢ 2'1 mte
impliqué dans | pour l'insuline et
impliqué dans le
Résistance a 1'insuline INSR 11 Exclusion P accélere son Savkur et al., 2001
stockage et la
. . recyclage et son
métabolisme du glucose . L
internalisation
Translocation
nucléaire des
rotéines.
5 Protéines de liaison a AIF;' tion d Sznajder et al., 2016
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Symptomes progressifs de la MBNLLI . I'ARN L Kino et al., 2015
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8 B . 1'épissage alternatif,
métabolisme des ARN T Yuna et al., 2007
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polyadénylation
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Canal sodique
6 Inclusi responsable de F th et al
SCN5A 4 nelusion I'excitabilité des Excitailité réduite | o ormuth etal.,
6b Exclusion . 2016
cardiomyocytes et de la
contraction cardiaque
Ceeur | Arythmie et délai de conduction
Epissage alternatif
Protéine de liaison a de canaux sodiques
RBFOX2 43 nt Exclusion I'ARN régulatrice de et potassiques Misra et al., 2020
I'épissage alternatif | voltage-dépendants
altéré
. Apparition
. La protéine Tau .
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Mémoire défaillante NMDARI1 5 Inclusion . Y . P . dendrites vers le Jiang et al., 2004
impliqué dans la
PP . soma
plasticité synaptique

Tableau 1 : Evénements d’épissage alternatif altérés et associés aux symptoémes de la DM

Aux défauts d’épissage alternatif dérégulé s’ajoutent d’autres mécanismes moléculaires qui

témoignent de la complexité de la maladie.

14.2.1 Dérégulation des facteurs de transcription

Des études réalisées sur des biopsies musculaires de patients DM1 et sur des modeles murins
de la pathologie révelent également une altération globale de I’expression des genes (Du et al.
2010; Wang et al. 2012a; Otero et al. 2021). L’activité de certains facteurs de transcription
comme la specificity protein 1 (SP1), le récepteur gamma a 1’acide rétinoique (RARg)
(Ebralidze et al. 2004) et la protéine de répression associée a SMRT/HDAC1 (SHARP) seraient
d’ailleurs altérés dans des cellules musculaires DM1 suite a leur délocalisation de la chromatine

par les ARN mutés ou encore une expression diminuée comme NK2 homeobox 5 (NKX2-5)

dans le tissu cardiaque des patients DM1 (Yadava et al. 2008).
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1.4.2.2 Traduction, localisation et stabilité des ARN

Les protéines MBNL et CELF se lient aux régions introniques et exoniques des ARNm pour
réguler 1’épissage alternatif. Des expériences de cross-linking immunoprecipitation (CLIP) ont
également révélé des sites de liaison de ces protéines dans la partie 3’UTR de certains ARN,
suggérant des fonctions régulatrices supplémentaires (Dasgupta et Ladd 2012; Wang et al.
2012a). La région 3’UTR étant notamment impliquée dans la localisation, 1'efficacité de la
traduction et la stabilité de ' ARNm (Andreassi et Riccio 2009), I’altération de 1’activité de
MBNLI1 et CELF1 impacte également le métabolisme de ces ARNm cibles (Masuda et al. 2012;
Wang et al. 2012a, 2015). De plus, le choix du site de polyadénylation est également affecté.
Dans le modele murin HSAR, ces défauts sont principalement dus a la séquestration de MBNL,
dont I’interaction dans le 3’UTR est essentielle au choix du site de polyadénylation de certains

transcrits (Batra et al. 2014).

1423 Dérégulation des miARN

Les miARN sont de petits ARN non-codants régulant 1'expression des génes au niveau post-
transcriptionnel. Certaines dystrophies musculaires montrent que 1’expression et la distribution
intracellulaire de ces miARN sont considérablement dérégulées (Eisenberg, Alexander, et
Kunkel 2009; Perbellini et al. 2011). Ainsi, I’expression de plusieurs miARN tels que miR-1,
miR-7, miR-10 et miR-335, mir-29b et miR-33 est altérée dans des cellules musculaires
dérivées de patients DM (Perbellini et al. 2011; Fernandez-Costa et al. 2013). Dans les tissus
cardiaques des patients atteints de DM 1, une vingtaine de miARN ont une expression diminuée,
associée a des arythmies et a de la fibrose. Parmi ces miR, le niveau de miR-1 est notamment
diminué et contribue aux dysfonctions cardiaques observées chez les personnes affectées
(Kalsotra et al. 2014; Rau et al. 2011). Sa diminution provoque I’augmentation de I’expression
de la sous-unité alphal A du canal calcique voltage-dépendant (CACNAI1C) et la protéine
alpha-1 de la jonction Gap (GJA1). MBNL est elle-méme impliquée dans le processing de miR-
1 en se liant aux séquences pré-miR-1 et en favorisant leur maturation. La séquestration des
protéines MBNL1 par les grandes répétitions (CUG)n, rend le pré-miR-1 indisponible pour son
activation par DICER qui est la ribonucléase responsable de la biogénese des miARN et des
siRNA. D’autres sites de liaisons de MBNLI1 ont également été identifiés dans plusieurs autres
pré-miARN, suggérant un role similaire des protéines MBNL1 pour ces autres cibles (Rau et
al.2011). De plus, il a ét€ montré que miR-7 est diminué dans les biopsies de patients DM et il

s’est avéré réguler l'autophagie et le systeme ubiquitine-protéasome dans les cellules
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musculaires humaines (Sabater-Arcis et al. 2020). L’autophagie est le processus de recyclage
des composants cellulaires (Kim et Lee 2014) et a ét¢ montrée comme hyperactivée dans les
cellules musculaires de patients DM1 (Loro et al. 2010). L’inhibition de miR-7 conduit a un
défaut de fusion des myoblastes en myotubes en promouvant le processus d’autophagie. Ce
défaut est réversible par une surexpression de miR-7 et ne semble pas dépendant de MBNLI1

(Sabater-Arcis et al. 2020).

1424 L’ARN interférence

La présence des répétitions CUG entraine la formation d’une structure en épingle a cheveux et
les ARN mutés sont retenus dans le noyau. Il a été suggéré qu’ils puissent €tre clivés par la
ribonucléase DICER générant de petits ARN interférants pouvant réguler négativement
I’expression de plusieurs transcrits (Krol et al. 2007). Or, le processus de maturation des pré-
miARN par DICER étant cytoplasmique, I’hypothese proposée est peu probable (White et al.
2014). De plus, aucune corrélation n’a été décrite chez les patients et ce processus d’interférence

n’a été démontré que dans le modele C. elegans de DM1 (Qawasmi et al. 2019).

14.2.5 Transcription des ARN antisens

Les ARN antisens sont transcrits a partir du brin opposé a celui du transcrit sens des genes
codants ou non-codants pour des protéines, et sont soumis a I’activité des geénes voisins.
Contrairement aux ARN codants qui s’accumulent dans le cytoplasme, le transcrit antisens
s’accumule préférentiellement dans le noyau et est parfois associé a la chromatine. Issus de la
transcription bidirectionnelle, les transcrits antisens peuvent réguler 1'expression de leurs genes
cibles a une ou plusieurs étapes du processus d'expression génique, de la transcription et de la
traduction, jusqu’a la dégradation de I'ARN (Pelechano et Steinmetz 2013). La production
d’ARN antisens au locus DM1 a été confirmée et détectée dans des modeles de souris
reproduisant la pathologie, mais également dans des tissus feetaux post-mortem humains (Cho
et al. 2005; Batra, Charizanis, et Swanson 2010; Michel, Huguet-Lachon, et Gourdon 2015;
Huguet et al. 2012). L’ARN antisens DMPK original s’étend sur plus de 6 kb et comporte
plusieurs sites d’initiation a la transcription. Soumis a 1’épissage alternatif, il produit différents
ARN messagers, contenant ou pas des répétitions CAG (Cho et al. 2005; Gudde et al. 2017).
L’expression des (CTG)n provoque 1’augmentation d’ARN antisens dans les tissus humains.
Leur abondance restant faible, elle augmente pourtant avec la sévérité de la maladie. L’effet de

ces transcrits antisens n’est pas clairement établi, mais ils pourraient jouer un role dans
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I’organisation nucléaire de la chromatine du locus DM1, I’instabilité des répétitions (Nakamori,
Pearson, et Thornton 2011), la formation des foci et dans la traduction sans CAG (Gudde et al.
2017). De plus, la présence de transcrits antisens a été montrée dans le cytoplasme de

myoblastes DM1 (Gudde et al. 2017).

14.2.6 Traduction sans ATG : traduction RAN

La traduction RAN (Repeat Associated Non-AUG) est un mécanisme de traduction de protéines
qui se produit sans codon d'initiation AUG. Elle se produit lorsque I'ARN messager contient
une expansion de séquences répétées provoquant le repliement de 'ARNm en structures
secondaires favorisant la traduction RAN. Cette traduction est présente dans de nombreuses
maladies causées par des mutations d'expansion répétées dans 'ADN. La DM1 (Zu et al. 2011)
et la DM2 (Zu et al. 2017) sont concernées par ce phénomene produisant notamment des
polypeptides de polyglutamine dans le tissu squelettique et dans le sang de patient DM1, et des
tétrapeptides a motifs répétés Leu-Pro-Ala-Cys a partir du brin sens et Gln-Ala-Gly-Arg a partir
du brin antisens dans le cerveau de patients DM2. Leur rdle toxique dans la DM1 n’est pas
clairement établi mais la présence des produits protéiques issus de la RAN pourrait participer
au mécanisme pathologique. Il a été montré que ces produits forment des agrégats protéiques
qui colocalisent avec la Capsase8 et se retrouvent également au niveau de 1’appareil de Golgi.
Leur présence anormale suggere un réle dans I’induction de 1’apoptose et la mort cellulaire
appuyant ainsi un mécanisme supplémentaire dans la cytotoxicité cellulaire (Zu et al. 2011;

Koehorst et al. 2021).
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Conclusion sur la pathologie et les mécanismes impliqués dans la maladie

La Dystrophie Myotonique de type 1 est une maladie complexe et depuis la découverte de la
mutation, les chercheurs ont proposé plusieurs mécanismes physiopathologiques. L’origine
génétique de la pathologie est I’expression de séquences CTG anormalement répétées dans le
gene DMPK. La rétention nucléaire des ARN mutés a permis de proposer un modele défini par
un gain de fonction toxique. Continuellement produit, ces ARN séquestrent les protéines de la
famille MBNL dans le noyau. Ainsi, la perte de fonction des protéines MBNL induit une
dérégulation du transcriptome. La perturbation de ces régulateurs provoque la dérégulation d’un
nombre élevé d’épissages alternatifs dont certains ont été corrélés a des symptdmes cliniques.
En particulier, ’anomalie d’épissage du canal chlore CLCNI1 est associée a la myotonie. De
plus, la polyadénylation alternative, la localisation, la stabilité et la traduction de nombreux de
transcrits cibles sont perturbées. Enfin, les transcrits DMPK mutés sont a 1’origine de la
perturbation de la biogénese de miR, de la production d’ARN interférants et de polypeptides
(Figure 11).

La nécessité de compréhension des mécanismes physiopathologiques de la DM1 est cruciale
pour le développement de thérapies pour les patients et passe par le développement de modeles

d’études pertinents.
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Figure 10 : Les principaux mécanismes moléculaires induits par le transcrit DMPK
pathologique dans la physiopathologie de la DM1. (Adapté de Braz et al., 2018).
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II. Modeéeles de 1a maladie

Depuis I’identification de la mutation, plusieurs modeles in vivo et in vitro ont été développés
et utilisés pour déterminer les mécanismes pathologiques de la DM. Ces différents modeles
récapitulent plusieurs caractéristiques de la maladie comme la formation de foci, la
séquestration des protéines MBNLI1 et les défauts d’épissage. La pathologie faisant partie des
maladies les plus hétérogenes et complexes, aucun modele ne récapitule I’ensemble des
phénotypes. De plus, il existe aussi un besoin de modeles cellulaires pertinents pour comprendre

les mécanismes moléculaires liés a la pathologie et évaluer les approches thérapeutiques.

II.1  Modeéles cellulaires

L’expression exogene de répétitions CTG dans différents types cellulaires a été largement
utilisée comme outil pour confirmer le réle des répétitions dans les mécanismes pathologiques
de la DM1. La majorité des modeles propose une insertion de la partie 3'UTR du gene DMPK
partiellement complet, principalement sous le controle du promoteur Cytomégalovirus (CMV).
Ces transcrits sont exprimés de maniere transitoire ou stable dans des lignées cellulaires
humaines ou murines bien caractérisées (Amack et Mahadevan 2001; Lee, Bennett, et Cooper
2012). Malgré 1’absence d’une partie du contexte génomique complet de 1'expansion CTG et
de son propre promoteur, ces modeles récapitulent certaines caractéristiques associées a la DM1
telles que la formation des agrégats ribonucléaires colocalisant avec les protéines MBNL, et
des défauts d'épissage caractéristiques de la DM1 (Ho et al. 2005; Philips, Timchenko, et
Cooper 1998; Warf et Berglund 2007). A ce jour, plusieurs constructions contenant des
répétitions CTG de différentes tailles ont été décrites et manipulées (Kang et al. 1995; Philips
et al. 1998; Amack et Mahadevan 2001; Kim et al. 2005; Kelley, Haerle, et Wang 2022).
L’expression exogene de répétitions longues et pures a 1’aide de plasmides représente tout de
méme un défi technique en raison de leur instabilité, limitant ainsi considérablement les
longueurs de répétitions clonées (Amack et Mahadevan 2001; Kang et al. 1995; Kim et al.
2005; Philips et al. 1998). Cependant, certaines équipes ont partiellement surmonté cette
contrainte en clonant des répétitions atteignant 800 ou 914 CTG ininterrompus dans le contexte
3'UTR du géne DMPK (Huichalaf et al. 2010; Nakamori, Pearson, et al. 2011). Afin d’assurer
la stabilité de 1’expansion, le probleme de clonage de répétitions pures a été contourné par

I’insertion de séquence CTCGA toutes les 20 répétitions CTG. Ainsi, une construction
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exprimant 960 répétitions CTG interrompues a été établie et utilisée dans de multiples études
sur les mécanismes moléculaires et la validation d'approches thérapeutiques (Ho et al. 2005;
Piotr Konieczny et al. 2017). Les modeles cellulaires in vitro exprimant des répétitions CTG
exogenes ont donc largement été utilisés et sont de bons modeles pour le criblage de petites
molécules ou les études moléculaires. Cependant, ils présentent des limites notamment celui du
niveau de surexpression des CTG puisque que ces répétitions ne sont pas sous le contrdle du
promoteur DMPK endogene. De plus, la pureté, la taille des répétitions ou I'absence du contexte
génomique DMPK complet limite leur utilisation dans des études spécifiques de mécanismes

tissulaires, moléculaires ou de criblage de molécules thérapeutiques.

Les cellules primaires obtenues a partir de biopsies faites sur des patients représente une source
de matériel biologique pour créer des modeles cellulaires, si elles reproduisent les
caractéristiques moléculaires. Pour la DMI1, les cellules issues de patients représentent des
modeles précieux puisque les expansions CTG sont exprimées dans leur contexte naturel et
reproduisent les caractéristiques de la maladie telles que les foci d ARN CUG qui colocalisent
avec les protéines de la famille MBNL (Fardaei et al. 2002; Miller 2000) et 1’altération de
I'épissage alternatif de nombreux transcrits (Buj-Bello et al. 2002; Gao et al. 2016; Marteyn et
al.2011). Cependant, il est important de prendre en considération la variabilité des échantillons
issus de patients atteints de formes différentes de la maladie (de congénitale a adulte) et de la

variabilité de la taille des expansions au sein d'un méme individu.

I1.1.2.1 Cellules humaines primaires : Fibroblastes et myoblastes

Les cultures de cellules primaires sont principalement constituées de fibroblastes dermiques et
de cellules musculaires squelettiques, également appelées myoblastes. Ces cellules sont isolées
directement des biopsies de patient par une digestion enzymatique de la matrice extracellulaire
ou par la technique d'explant (prélevement de petits morceaux de biopsie mis en cultures a partir
desquels les cellules migrent et proliferent). Les cellules primaires ont la capacité de conserver
les caractéristiques physiologiques de leur environnement tissulaire dont elles sont issues. Les
fibroblastes primaires sont souvent utilisés en raison de leur simple accessibilité et de leur
facilit¢ de manipulation en culture. Les myoblastes primaires ont l'avantage d'initier une

différenciation myogénique qui aboutit a leur fusion et a la formation de myotubes.
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Parallelement, au cours du processus de différenciation myogénique, 1'expression du gene
DMPK sain et muté (dans le cas de la DM1) est augmentée. Ainsi plusieurs caractéristiques des
muscles DM1 sont conservées dans les cellules musculaires DM1 différenciées en culture, telles
que la présence d’agrégats nucléaires (Furling et al. 2001) et des défauts de maturation de
certains transcrits spécifiques du muscle tels que ATP2A1, DMD, IR ou RyRI (Kimura et al.
2005; Langlois et al. 2003; Nakamori et al. 2007). Néanmoins, 1’accessibilité aux biopsies
musculaires de patients reste complexe. Une alternative a cette source cellulaire a été
développée. Les fibroblastes primaires issus de peau sont transduits avec une construction virale
exprimant le facteur myogénique MYOD (Chaouch et al. 2009). Cette trans-différenciation
conduit a la formation de cellules musculaires différenciées présentant des foci ainsi que des
anomalies d'épissage similaires a celles trouvées dans les myoblastes primaires DM1 et les
muscles des patients (Savkur, Philips, et Cooper 2001; Kuyumcu-Martinez et al. 2007; Larsen
et al. 2011; Ravel-Chapuis et al. 2012).

Malgré cela, la manipulation des cellules primaires présente certaines contraintes. Toutes les
cellules somatiques ont une capacité de prolifération limitée et entrent en sénescence réplicative
apres un nombre défini de divisions. Inversement corrélé a 1'dge du donneur, cet arrét de
prolifération est di au raccourcissement des télomeres qui a lieu a chaque division cellulaire
(Renault et al. 2000) et qui se retrouve encore plus prononcé dans les cellules de patients DM
(D. Furling, L. Coiffier, et al. 2001; Bigot et al. 2009; Thornell et al. 2009). De plus, les cellules
primaires reflétent la variabilité entre les individus dont elles sont isolées. Le comportement in
vitro sera également influencé par I’origine du muscle prélevé (distale ou proximale), 1’age du
patient, sa sévérité d’atteinte et enfin la taille des répétitions (Thornell et al. 2009). Pour finir,
les conditions expérimentales différentes d’un laboratoire a un autre peuvent conduire a des
résultats non reproductibles. Afin de contourner la probléme de sénescence réplicative précoce
observé dans les cellules DM et de maintenir les cellules dans un état prolifératif, des lignées

cellulaires immortalisées ont été établies a partir de fibroblastes primaires DM1, de fibroblastes

trans-différenciés et de myoblastes (Larsen et al. 2011; O’Leary et al. 2010).

I1.1.2.2 Cellules humaines immortalisées

Divers stimulus peuvent induire le programme de sénescence incluant une taille réduite des
télomeres et I’expression anormale de certaines protéines comme I’inhibiteur de cycle cellulaire
pl6. Contrairement aux cellules tumorales, les cellules normales ne se divisent pas

indéfiniment, et ont une capacité limitée de division en culture (Hayflick et al. 1965). Cette
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limite de capacité proliférative causée par I’accumulation des divisons cellulaires successives
conduit a un arrét permanent du cycle cellulaire. Au cours des divisions cellulaires, une partie
de Dl'extrémité du chromosome est perdue en raison de l’incapacité de la machinerie
conventionnelle a répliquer les extrémités des chromosomes. Cette perte d’ADN télomérique
est compensée par une transcriptase inverse spécialisée appelée télomérase qui assure la
synthese de novo des répétitions télomériques sur les t€lomeres préexistants, assurant ainsi leur
longueur (Greider et Blackburn 1985). L’activité de la télomérase est présente dans les cellules
germinales (qui ne subissent pas la sénescence) et les lignées cellulaires immortelles (qui ont
échappé a la sénescence). A I’inverse, la majorité des cellules somatiques ont peu ou pas
d’activité télomérase (Harley, Futcher, et Greider 1990). Il est maintenant bien établi que le
raccourcissement excessif des télomeres déclenche la sénescence. De plus, 1’activation de la
voie pl6 en réponse au stress cellulaire est un mécanisme additionnel responsable de 1’entrée
en sénescence réplicative des myoblastes humains. Afin de contourner le processus de
sénescence, la réintroduction de la sous-unité catalytique de la t€lomérase humaine (hTERT)
dans les fibroblastes suffit a reconstituer une activité télomérase stabilisant la longueur des
télomeres et engageant les cellules dans le processus d’immortalisation. En ce qui concerne les
myoblastes humains, il faut en plus inhiber conjointement la voie p16, par surexpression de son
ligand naturel CDK4 (Zhu et al. 2007; Shiomi et al. 2011; Mamchaoui, Trollet, Bigot, Negroni,
Chaouch, Wolff, Kandalla, Marie, Di Santo, J. L. St Guily, et al. 2011). Ainsi, a partir des
cellules primaires de patients DM1, les lignées cellulaires immortalisées présenteront un
nombre illimité de divisions sans entrer en sénescence, tout en conservant la majorité des
caractéristiques spécifiques du tissu malade. Puis, afin d’obtenir des cultures cellulaires
homogenes, une sélection clonale sera effectuée post-immortalisation. Ces cellules
immortalisées sont d’une grande utilit¢ puisqu’elles permettent de fournir une quantité
importante de matériel pour des études sur I’instabilité, le criblage ou de développement

d’approches thérapeutiques (Ketley et al. 2014; Klein et al. 2019; O’Leary et al. 2010).

I1.1.2.3 Cellules souches pluripotentes (hPSCs)

La DM1 étant une pathologie multisystémique, il faut donc prendre en considération le besoin
de cellules non musculaires pour 1'étude des mécanismes d'une maniere tissu-spécifique.
Comme pour les cultures des cellules musculaires, les cellules humaines neuronales ou
cardiaques, par exemple, constituent un défi majeur en raison de la disponibilité limitée des

biopsies. La technologie de reprogrammation tissulaire permet aujourd’hui de générer des types
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cellulaires spécifiques a partir de cellules souches pluripotentes (hPSC) offrant 1’occasion
d’étudier le mécanisme de la maladie d’une maniere cellule-spécifique. L’innovation
scientifique consiste a prélever n’importe quelle cellule chez un adulte et a la reprogrammer
génétiquement pour la rendre pluripotente, c’est a dire capable de se différencier «a la
demande » dans tous les types cellulaires qui composent un organisme adulte. L. utilisation de
cellules souches pluripotentes porteuses de la mutation provoquant la pathologie peut permettre

d’identifier de nouveaux acteurs moléculaires.

L’obtention de ces cellules repose actuellement sur deux méthodes : la dérivation des cellules
souches embryonnaires (hCSE) a partir de la masse interne du blastocyste d’un embryon obtenu
par fécondation in vitro, et la conversion par manipulation génétique de cellules somatiques en
cellules souches pluripotentes (hIPS, pour induced pluripotent stem cells). Ces deux types
cellulaires partagent les mémes propriétés, a savoir I’'immortalité, la pluripotence et expriment
I’activité télomérase (Thomson et al. 1998; Yu et al. 2007; Takahashi et al. 2007). Cependant,
la recherche sur les cellules hCSE est treés controversée et se heurte a des questions éthiques.
Pour éviter leur utilisation, une technique basée sur la découverte que les noyaux des cellules
somatiques sont reprogrammables vers un état embryonnaire est apparue. Ainsi, suite a
I’identification des techniques de reprogrammation génique, plusieurs équipes ont tenté de
reproduire les mécanismes de pathologies monogéniques a 1’aide de lignées hIPS (Park et al.
2008; Han, Williams, et Eggan 2011). Néanmoins, dans le domaine de la DM1, I’ utilisation de
cellules neurales issue des cellules hCSE a parmi de montrer 1’altération de la voie mTOR ou
de révéler un défaut de formation de neurites et de la synapse (Denis et al. 2013; Marteyn et al.
2011). La reprogrammation des cellules somatiques a partir de fibroblastes humains a été
utilisée pour générer des cardiomyocytes, des neurones et des myocytes couramment affectés
dans la DM1, facilitant les études sur l'instabilité des répétitions ou 1’évaluation d’approches
thérapeutiques (Gao et al. 2016; Dastidar et al. 2018, 2022). Ainsi, les IPS peuvent étre créées
a partir de multiples sources cellulaires en utilisant des procédures invasives minimales. Outre
les fibroblastes issus de biopsie de peau, les IPS peuvent étre générées a partir de cellules
épithéliales rénales présentes dans l'urine (Zhou et al. 2012) ou directement a partir de

prélevements sanguins (Martineau et al. 2018).

Au cours de ces dernieres années, les progres technologiques obtenus en culture et
différenciation des cellules hIPS présentent I’avantage d’un approvisionnement presque sans
limite. Cependant la maturation de ces cellules peut varier, et ne présente pas I’intégralité du

phénotype de cellules matures tel que retrouvé dans les modeles in vivo. Cette technologie reste
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cependant une opportunité d’étudier des types cellulaires pathologiques tels que les cellules

neuronales ou cardiomyocytes pour lesquelles il n’existe pas encore de modeles cellulaires ou

animaux.
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Figure 11: Modéeles de cellules dérivées a partir de patient DM1 ou d’individu sain
(d’apres Matloka et al. 2018)

II.2  Modéles animaux

Plusieurs années apres la description de la mutation, des organismes simples (invertébrés)
comme les mouches (Drosophila melanogaster), les vers (Caenorhabditis elegans) ou le poisson
zebre (Danio rerio) ont été utilisés pour créer des modeles de la DM1. Bien qu’éloignés de
I’homme, ils récapitulent plusieurs caractéristiques de la DM. L'expression d'ARN CUG chez
D. melanogaster entraine la formation d’agrégats nucléaires d'ARN, ainsi que des défauts
d’épissage li€s a la séquestration des protéines MBNL1. Ces mouches développent des défauts
histopathologiques tels que la réduction de taille des fibres musculaires, des défauts de
maturation de la rétine et de I’hypercontraction (Garcia-Lopez et al. 2008; Picchio et al. 2013).

Des foci d'ARN toxiques et des défauts morphologiques ont également été retrouvés chez le



poisson zebre et dans le modele C. elegans (Chen et al. 2007; Wang et al. 2011; Todd et al.
2014). Méme si ces invertébrés semblent conserver le mécanisme central de toxicité via
I’expression d’ARN muté, ces organismes simples different de ’Homme. Afin d’étudier les
mécanismes pathologiques de la DM dans un contexte plus proche de 1’humain, les modeles
murins ont été générés et ont validé ou invalidé les hypotheses sur les mécanismes
pathologiques telles que I’haploinsuffisance de DMPK ou le gain de fonction toxique de I’ARN
muté (Tableau 2). Parmi tous ces modeles, les souris HSA™R, DMSXL ou encore déficientes
pour MBNL sont les modeles murins les plus utilisés puisque plus proches des symptomes
observés chez I’homme et seront détaillés ci-apres. Ces modeles ont permis de confirmer
I’implication de I’expression des répétitions CUG combinée a la séquestration et/ou perte de

fonction de MBNL1, montrant ainsi leur implication dans la maladie (Figure 12).

Les souris HSAR (longues répétions) expriment entre 220-250 répétitions CTG dans le 3 'UTR
du geéne de I'alpha actine squelettique humaine (ACTAI anciennement appelé HSA), dans une
position similaire aux expansions CTG dans le g¢ne DMPK. Bien que les répétions CTG soient
situées dans un gene autre que DMPK avec une taille réduite a 250 triplets, les souris HSALR
présentent des agrégats nucléaires d'ARN avec une colocalisation de MBNL, une
histopathologie musculaire anormale avec des noyaux centralisés, une taille aberrante des fibres
(Mankodi et al. 2000) et de forts défauts d’épissage (Lin et al. 2006). Cependant, ce modele ne
récapitule pas toutes les caractéristiques musculaires de la DM telles que la faiblesse ou la fonte
musculaire (Mankodi et al. 2000). Pourtant, il reste trés important dans la compréhension des
mécanismes pathologiques puisqu’il confirme le rdle de I’expression des répétitions dans
I’apparition des symptomes et ainsi valide le gain de fonction toxique des ARNm. Méme si
I’expression des répétions se limite au muscle squelettique, les HSA™® constituent un modele
largement utilisé pour étudier la pathologie musculaire, et dans 1’évaluation d’approches

thérapeutiques (Batra et al. 2017; Klein et al. 2019; Mulders et al. 2009; Warf et al. 2009)

La souris DMSXL a été générée par 1’insertion d’un fragment de 45 kb de séquence génomique
humaine comprenant le gene DMPK muté ainsi que les génes avoisinants SIX5 et DMWD. Le

modele initialement créé présentait 300 répétitions CTG dans le 3°’'UTR de DMPK (Seznec et
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al. 2001). Le mécanisme d’instabilité intergénérationnelle associé a ces expansions CTG a
provoqué une augmentation de la taille de la mutation au cours du temps pour atteindre plus de
1 500 répétitions (Gomes-Pereira et al. 2007). Le transgene, sous contréle de son propre
promoteur humain, a une expression ubiquitaire, similaire a celle du géne murin, et induit la
formation de foci colocalisant avec les protéines de la famille MBNL dans les tissus musculaires
squelettiques et cardiaques (Huguet et al. 2012; Michel et al. 2015), dans les tissus lisses
(estomac, intestin) ainsi que dans le syst¢tme nerveux central (cortex frontal). Au niveau
physiologique, les souris DMSXL hétérozygotes ne se distinguent pas des souris sauvages mais
les souris homozygotes présentent un phénotype sévere avec un retard de croissance, une
atrophie musculaire et des déficiences neurologiques (Fernandez-Costa et al. 2013; Gomes-
Pereira et al. 2007; Vignaud et al. 2010). Le niveau d’expression du transgene humain dans les
muscles squelettiques et cardiaques des souris DMSXL adultes est faible par rapport a celui du
gene Dmpk murin corrélant ainsi avec les défauts moléculaires peu marqués (Huguet et al.
2012). En revanche il plus est élevé dans le cerveau avec des défauts d’épissage plus prononcés
(Gomes-Pereira et al. 2007; Hernandez-Hernandez et al. 2013). Les souris DMSXL récapitulent
I’expression ubiquitaire du transcrit humain muté comme observée dans la pathologie,

permettant ainsi d’étudier les défauts systémiques de la DM1.

Plusieurs modeles de souris invalidées pour les protéines Mbnl ont été créés afin de répondre a
I’hypothese de la perte de fonction du facteur d’épissage dans la DM. La premiére souris
transgénique déplétée de maniere ubiquitaire a été générée par délétion du linker (exon 3) du
gene Mbnll (Mbnl14%4%) (Kanadia et al. 2003). La perte de cet exon induirait I’élimination de
toutes les isoformes capables de se lier aux répétitions CUG, reproduisant ainsi la perte de
fonction induite par la séquestration de MBNLI1 dans la DM (Miller 2000). Au niveau
physiologique, ces souris présentent de nombreuses altérations caractéristiques des patients
telles que la myotonie et la présence de fibres musculaires avec absence de canal CLCN1
membranaire, la présence de noyaux centralisés et une cataracte similaire a celle observée chez
les patients DM1 (Rahul N Kanadia et al. 2003). Cependant, ni ’atrophie ni la faiblesse
musculaire ne sont reproduites dans ce modele. Les souris Mbnl14¥43 présentent également de
robustes défauts d’épissage principalement dans le coeur et les muscles tels que Trnnt2 et Clenl
et plus faiblement dans le cerveau (Kanadia et al. 2003; Lin et al. 2006; Suenaga et al. 2012;

Tanner, Tang, et Thornton 2021). Le modele Mbnll+'* ne présente pas de défaut d’épissage
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dans les muscles squelettiques et cardiaques suggérant qu’une perte de moitié de la quantité de
protéines MBNL1 n’est pas suffisante pour induire des défauts moléculaires comme 1’altération
de I’épissage alternatif (Kanadia et al. 2003). Cette étude a notamment permis d’identifier
MBNLI1 comme un régulateur de I’épissage alternatif et que la perte de fonction de MBNL1
serait a I’origine d’au moins 80% des défauts observés dans la souris HSAR (Lin et al. 2006)
incluant 1’altération de I’épissage alternatif de CLCNI1 causant la myotonie (Charlet-B. et al.
2002; Mankodi et al. 2002). La seconde souris développée est le double KO pour les genes
Mbnll et Mbnl2 qui est le modele plus représentatif des symptomes observés dans la DM1. Ce
double KO a été généré par combinaison de la déplétion de Mbnll par excision de I’exon 3
(Kanadia et al. 2003) a celle de I’exon 2 comprenant le codon start ATG de Mbnl2 (Charizanis
et al. 2012). La perte conjointe de Mbnll et Mbnl2 induit des défauts musculaires plus séveres
que ceux observés dans la souris KO-Mbnll (K. Lee et al. 2013). Ces souris présentent des
défauts de conduction cardiaque, une mortalité précoce et développent un phénotype sévere
avec une atrophie et une faiblesse musculaire et des altérations plus fortes de 1I’épissage
alternatif qu’observé dans le simple KO Mbnl1. De plus, la déplétion de Mbnl2 dans le cerveau
conduit a des épissages aberrants de nombreux ARNm cibles (Goodwin et al. 2015). Comme
vu précédemment, Mbnl2 est trés peu exprimé dans le muscle squelettique et majoritairement
dans le cerveau. Ce modele murin démontre pour la premiere fois le phénomene de
compensation de la perte de Mbnll par la surexpression de Mbnl2, remettant en cause le role
unique de MBNL1 dans le développement de la maladie, et souligne 1’importance de MBNL2
dans le cerveau (Charizanis et al. 2012).

Ainsi, les observations réalisées sur le modele HSAR et KO pour les protéines MBNL montrent
des similitudes robustes, suggérant que la perte de fonction des protéines MBNL est le

mécanisme prédominant dans la pathogenese de la maladie.
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d'augmentation de CELF1 développement de la DM

Leeet al., 2013

Altération de MBNL2

Mutation dans I'intron 2 par

Myotonie, lardose, diminution de 1'aire des

., R fibres musculaires, noyaux centralisés,

piégeage de géne Ny
fibrose

Pas d'étude du SNC, résultats
incohérents avec d'autres modeles

Réle indépendant de MBNL2 dans
la DM1

Hao et al., 2008

Mutation dans I'intron 4 par

L. N Aucune altération du muscle squelettique
piégeage de géne

Résultats incohérents avec d'autres Pas de role indépendant de

modeles

MBNL2 dans le muscle squelettique

Lin et al., 2006

Epissage d'ARN altérés dans le cerveau,

La perte de fonction de MBNL2

Expression limité au cerveau, est un processus central dans le

Charizanis et al., 2012

KO Mbni2 Perte de fonction de Mbnl2 défauts d'apprentissage et troubles sommeil Pas d'altération musculaire dévelopg des altérations du
CNS dans la DM
) Régénération musculaire altérée chez les Peu de défauts, MBNL3 est trés peu La per(.e de f.ur.ncnon de MBNLS Reddy et al., 1996
KO Mbnl3 Perte de fonction de Mbnl3 pourrait participer au phénotype

souris agées

exprimé chez I'adulte _
musculaire de la DM1

Carrell et al., 2016

dKO Mbnl1/Mbnl2
hétérozygote

Retard de croissance, Myotonie, faiblesse
et atrophie musculaires, épissage fortement
altéré, noyaux centraux, bloc cardiaque,
Jonction neuromusculaire affectée

Perte de fonction
constitutive de Mbnl1 et
réduction de Mbnl2

Forte mortalité, Perte de fonction de
Mbnl2 n'est pas totale car léthale au
stade embryonnaire

La perte de fonction de MBNLI1 et
MBNL2 complete les défauts

défauts proches de la forme

dKO Mbnl1/Mbnl2 Myo-

Perte de fonction

constitutive de Mbnl1 et Cyphose, Myotonie, forte faiblesse et

atrophie musculaires, épissage fortement

congénitale
MBNL2 peut compenser la perte

Forte mortalité, phénotypes limités au de fonction de MBNL1 dans le

limités 8 MBNL,1 reproduisant des

Lee et al., 2013

Leeetal., 2013
Chou et al., 2017

Cre spéeifique au muscle de altéré, noyaux exclusivement centraux mucle squelettique muscle squelettique et le cerveau
Mbnl2
N Les altérations d'épissage dues a la
Perte de fonction L. N R .
dKO Mbnl1/Mbnl2 o Non décrit, le modele a été utilisé Perte de fonction de Mbnl2 n'est pas perte de MBNL1 et MBNL2
hétéros constitutive de Mbnl1 et . ¢ . o crintomi total \éthal ad b . i ‘l orité des défaut Tanner et al., 2021
étérozygote réduction de Mbnl2 uniquement au niveau transcriptomique  totale car léthale au stade embryonnaire exlpvlquen a ma.]o.n ¢ des défauts
d'épissage des souris avec CUGexp
Perte de fonction e L La perte de fonction de MBNLI1 et
L Mortalité précoce, épissage fortement L B s
dKO Mbnl1/Mbnl2 constitutive de Mbnl1 et Haute mortalité précoce, phénotypes MBNL2 aggrave celle limitée a .
Goodwin et al., 2015

Nestine-Cre

spécifique au SNC de
Mbnl2

altéré dans le cerveau, défauts moteurs
séveres par "grip test"

limités au cerveau

MBNL2 quant a I'épissage
alternatif dans le cerveau

dKO Mbnl1/Mbnl2 Myh6-
Cre

Perte de fonction
constitutive de Mbnl1 et
spécifique au coeur de
Mbnl2

Mortalité précoce, hypertrophie cardiaque,
fibrose, tachyarythmies, défauts
cardiaques, défauts de conduction cardiaque

Peu de défauts par rapport aux souris
KO Mbnll, phénotypes limités au coeur

La perte de fonction de MBNLI et
MBNL2 dans le cceur aggrave celle

limitée a MBNL1

MBNL?2 peut compenser la perte

de fonction de MBNL1 dans le
coeur

Lee et al., 2022

tKO Mbnl1/Mbnl2/Mbnl3
Myog-Cre

Perte de fonction
constitutive de Mbnl1 et
spécifique au muscle de

Mbnl2 et Mbnl3

Retard de croissance post-natal, faiblesse et
atrophie musculaire, défauts histologiques,
problemes respiratoires, épissage altéré

Haute mortalité, phénotypes limités au
mucle squelettique

Modele trés proche de la forme
congénitale

Thomas et al., 2017

Surexpression de CELF1

Surexpression de CELF1
dans le muscle squelettique
ou le coeur

Myopathie musclaire et cardiaque, défauts
de conduction cardiaque, épissage altéré
pour les cibles de CELF1

Mortalité précoce, reproduit une
minorité de symptomes, applications
thérapeutiques limitées

L'hyperactivation de CELF1 est un

processus important dans le
développement de la DM1

Timchenko et al., 2004
Ward et al., 2010
Koshelev et al., 2010
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de CTG é

Modéles de souris avec

Modele transgénique Principe Altérations

Limites

Contribution

Références

Premier modgle
Contractions et expansions des répétitions
(-7 a +7), influence du parent porteur de la

transgénique de la DM1.
Transgeéne avec environ

Pas de séquence promotrice donc pas
d'expression des répétitions.
Application exclusivement a I'instabilité

A démontré I'nstabilité somatique
et intergénérationnelle

Monckton et al., 1997
Fortune et al., 2000

Expression uniquement muscle
squelettique au stade post-
développemental et trés élevée par
rapport au géne Dmpk.

Pas de faiblesse ou d'atrophie

e.

Valide le gain de fonction toxique
de I'ARN
de la DMI.
Tres utilisé pour validation
d'approches thérapeutiques

Mankodi et al., 2000

Phénotype Iéger, expression variable
du transgéne

Etude du gain de fonction toxique
des répétitions CTG dans le
contexte génétique humain

Seznec et al., 2000
Seznec et al., 2001

Dérivée d'un unique individu, faible
expression du transgéne, les
hétérozygotes ne présentent pas de
phénotype grave, I'épissage est moins
altéré que dans d'autres modeles

Etude du gain de fonction toxique
des répétitions CTG dans le
contexte génétique humain

Gomes-Pereira et al., 2007
Huguet et al., 2012

Dmt PP Lo e .
162-750 pdb de répétitions  mutation, instabilité somatique au cours du
CTG a coté de la partie temps (-20 a +540 dans le rein)
3'UTR de Dmpk.
Transgéne avec 250 Foci ARN qui sé trent Mbnl. éoi
HSALR répétitions CTG dans le (]):,l . q;“ ?eques ren‘h. |f1.t,,eplssage
3'UTR de l'actine altere, myotonie, myr]pla IlC.. ’l res avec
squelettique humaine (HSA) foyaux mat focalise
Transgéne du locus DMPK L .
. Instabilité somatique et
avec environ 300 . PP R .
DM300 . intergénérationnelle. Myotonie, myopathie,
répétitions CTG dans le défauts d'épi del téine T
IUTR éfauts d'épissage de la protéine Tau
Epissage altéré dans le cerveau et le muscle
Lignée transgénique squelettique des souris homozygotes,
DMSXL dérivée du modele DM300. myotonie, myopathie, faiblesse et atrophie
Exprime plus de 1000 musculaire, agrégation de la protéine Tau
répétitions dans le cerveau, jonction neuromusculaire
atteinte
Sur’e;vq?resslor1 tissu- Myotonie, myopathie, fonte musculaire,
spécifique de d'un . . .
R défauts de conduction cardiaque,
EpA960 transgéne avec 960

séquestration de Mbnl1 et hyperactivation

répétitions CTG dans I'exon de Celf1, épissage altéré

15 de DMPK

Répétitions interrompues, mortalité
précose et modele spécifique au ceeur

960 répétitions CTG menent aux
symptomes majeurs de la DM.
Suggere que I'hyperactivation de
CELF]1 est dépendante du contexte
génomique

Wang et al., 2007 Orengo
et al., 2008

Lignée transgénique avec
une expression inductible
d'un transcrit portant 5-200
répétitions CTG

Myotonie, myopathie, défauts de
conduction cardiaque, épissage altéré

TRE-EGFP-CTGS5 et
CTG200

Pas de foci ni de faiblesse musculaire.
Mortalité précoce des souris CTG5
avec des phénotypes DM

L'induction a la doxycycline cause
I'apparition de la myotonie et des
défauts cardiaques, qui sont
réversibles

Mahadevan et al., 2006

Surexpression dans le L. L. ) .
Foci, épissage altéré, atrophie cervicale,

difficulté d'apprentissage,
neurodégénération, défauts axonaux et
dendritiques aprés perte de Mbnl1

cerveau post-
développemental d'un
transgéne avec 960
répétitions CTG

EpA960/CaMKII-Cre

Répétitions interrompues

Modele DM spécifique au cerveau

Wang et al., 2017

Tableau 2 : Modéles de souris dans la DM 1

KO Mbnl1

Modele et KO Mbnl 1/2

DMSXL

HSAIR

Principe = Invalidé pour MBNL1 1000 CTG dans le gene DMPK 250 CTG dans le géne ACTAI
Foci d’AR non oui oui
Z Séquestration non oui oui
£ MBNLL
g ..................................................................................................................................................
<  Défauts oui non oui

d’épissage

L. Absence de faiblesse
Limites musculaire et défauts

Expression
d’épissages faible dans
le muscle

Expression uniquement muscle
squelettique

Pas de faiblesse ou d'atrophie
musculaire.

Figure 12 : Résumé des principaux modéles murins utilisés dans la DM1 présentant des

altérations et leurs limites d’utilisation
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Conclusion sur les modeles dans la DM1

La Dystrophie myotonique de type 1 est une pathologie multisystémique affectant
différemment tous les tissus. Afin de comprendre les différents mécanismes impliqués dans la
maladie, des modeles cellulaires et animaux ont été développés. Les cultures cellulaires in vitro
issues de patients constituent une ressource unique et précieuse car elles présentent les
expansions CTG dans leur contexte naturel et récapitulent les défauts moléculaires de la
maladie. Cependant, la difficulté d’obtenir des biopsies de patients, associée au phénomene de
sénescence réplicative observé en culture rend leur utilisation limitée. Les techniques
d’immortalisation tissulaire et de reprogrammation tissulaire ont permis de contourner ces
problématiques majeures. La caractérisation des cellules immortalisées a permis de montrer que
ces cellules présentent les mémes défauts que les cellules primaires dont elles sont issues. De
plus, la reprogrammation tissulaire offre I’accessibilité aux cellules reprogrammées telles que
des cardiomyocytes ou des neurones de patients a partir de fibroblaste primaires (Figure 11).
Cependant la maturation de ces cellules peut varier, et ne présente pas 1’intégralité du phénotype
des cellules matures tel que retrouvé dans les modeles in vivo. La création et 1’utilisation de
modele murins a permis de réfuter ou d’appuyer les hypotheses avancées pouvant expliquer la
pathologie telle que I’haplo-insuffisance de DMPK, ou le gain de fonction toxique de I’ARN
mutant DMPK. Ainsi, des modeles de souris invalidées pour les génes Six5, Dmpk et Dmwd ne
récapitulent pas a eux seuls tous les phénotypes observés dans la DM1. Les souris exprimant
les répétitions toxiques dans le géne DMPK, les souris HSA'™®, DMSXL et les modeles déplétés
pour les protéines MBNL ont permis de confirmer I’implication de 1’expression des répétitions
CUG combinée a la séquestration/perte de fonction de MBNL1, montrant ainsi leur implication
dans la maladie (Figure 12)

Au regard des modeles présents et utilisés dans la DM1, le modele parfait récapitulant tous les
signes cliniques du patient n’existe pas encore. Néanmoins, ces différents modeles restent de
bons outils pour analyser et comprendre les mécanismes impliqués dans la maladie, permettant

le développement d’approches thérapeutiques.
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I11. La famille de protéines MBNL

.....

drosophile (Drosophilia melanogaster) comme des protéines nécessaires a la différenciation
musculaire et des photorécepteurs de I’ceil (Bassez et al. 1997). Leur expression est limitée aux
métazoaires puisqu’elles n’ont été retrouvées ni dans les bactéries, ni dans les champignons, ni
dans les plantes (Pascual et al. 2006). Alors que les invertébrés ne présentent qu’un seul géne
muscleblind (Mbl), les vertébrés possedent trois paralogues hautement conservés : MBNLI,
MBNL?2 et MBNL3. Bien que trés similaires au niveau génomique, ces paralogues ont une

expression tissu-spécifique et ont acquis des fonctions distinctes.

III.1 Les protéines MBNL chez les mammifeéres

Chez les mammiferes, les génes MBNLI, MBNL2, MBNL3 sont situés sur les chromosomes 3,
13 et X respectivement. Localisé€s sur des chromosomes différents, ils présentent cependant des
organisations génomiques similaires au regard de la composition, du nombre et de la taille des
exons (Fardaei 2002). Ainsi, MBNLI est constitué de 10 exons, MBNL?2 de 8 exons et MBNL3
de 11 exons (Pascual et al. 2006). Les séquences nucléotidiques entre les paralogues sont tres
conservées, MBNLI et MBNL?2 étant les deux paralogues les plus proches. Soumis a I’épissages
alternatif, tous ces paralogues donnent lieu a plusieurs isoformes d’ARN de MBNL (Pascual et
al. 2006), produisant différentes isoformes protéiques (Figure 13). Malgré leur similitude
structurelle, MBNLI, MBNL2 et MBNL3 présentent cependant des différences dans leur patron
d’expression, leur capacité de liaison aux ARN et leur activité (Kino et al. 2015; Poulos et al.

2013; Terenzi et Ladd 2010; Tran et al. 2011).
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Figure 13 : Composition génomique des paralogues MBNLI, MBNL2 et MBNL3
Représentation schématique des geénes MBNLI, MBNL2, MBNL3. Localisés sur les
chromosomes 3, 13 et X, chaque paralogue contient plusieurs exons soumis a 1’épissage
alternatif produisant différentes isoformes pour chaque géne (d’aprés Pascual et al., 2006)
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Ces trois paralogues sont exprimés de fagon ubiquitaire. MBNLI est la forme la plus exprimée
dans I’ensemble des tissus, suggérant un role prépondérant par rapport aux autres paralogues.
MBNLI est surtout exprimé dans le muscle squelettique, cardiaque ainsi que dans les muscles
lisses. Il est également exprimé dans le cerveau, mais MBNL2 y est majoritaire alors que
MBNLS3 est tres faiblement présent (Fardaei et al. 2002; Kanadia et al. 2003). Inversement,
MBNLS3 est fortement exprimé dans le placenta, le foie et la rate et peu abondant dans les
muscles (Konieczny et al. 2014a) (Figure 14)

Dans les cellules musculaires humaines, seuls MBNLI et MBNL2 sont exprimés (Fardaei et al.
2002; Holt et al. 2009). MBNL3 est exprimé au stade développemental et est impliqué dans la
régénération et la différenciation des myoblastes murins. En effet, MBNL3 est un régulateur
négatif de la protéine myoblast determination protein 1 (MyoD) et inhibe la différenciation des
cellules musculaires. La souris invalidée pour Mbn/3 montre un retard de régénération a un age
tardif (Poulos et al. 2013) . Les mod¢les de souris invalidées indépendamment pour Mbnll ou
Mbnl2 montrent une augmentation de MBNL1 ou MBNL?2 respectivement dans le muscle
squelettique et cardiaque ainsi que le cerveau (K. Y. Lee et al. 2013; Lee et al. 2022; Sta Maria
et al. 2021) suggérant un phénomene de compensation mutuel en réponse a la perte de fonction
d’une des protéines. Ce phénomene compensatoire important pourrait s’expliquer par la
similitude fonctionnelle de MBNL1 et MBNL?2 et la perte conjointe des 2 paralogues est 1étale

au stade embryonnaire.

MBNL1 MBNL2

/J ( ,?)
@/

o)

-

(e

Figure 14 : Niveaux relatifs d’expression des ARNm des genes MBNLI1,MBNL2 et MBNL3
dans différents tissus. Chaque couleur représente la proportion du géne dans le tissu cible.
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III.1.1 Relation structure / fonction de MBNL

Dans la DM1, de par leur forte affinité pour les CUG, la disponibilité des protéines MBNL est
perturbée par la présence de transcrits DMPK mutés dans le noyau. Leur perte de fonction joue
un role clé dans les mécanismes moléculaires de la maladie. Elle se traduit, entre autres, par
une dérégulation de I’épissage alternatif. Afin de mieux comprendre le role central la perte de
fonction de MBNL, plusieurs études ont permis de caractériser la structure et la fonction des
MBNL. Ainsi, MBNLI a pu étre « découpé » en deux grandes régions. Une partie N-terminale,
débutant de I’exon 1 a 4, et une partie C-terminale se poursuivant de I’exon 5 a I’exon 10

(Figure 15).

Région N-terminal Région C-terminal
Liaison aux ARN Activité d’épissage
—>
625 63 § 171 204 258 54 154 36 95 64 75 3395
O e V2 e I I N (502 (30 :
ZoF1 NLS  Mobilité
ZnF2  Linker, NLS NLS
7nF 3/4 MBNL-MBNL

Figure 15: Représentation schématique des deux régions de MBNLI ainsi que les
fonctions des différents exons. Les carrés représentent les différents exons (en-dessous) et leur
taille (au-dessus, en nucléotides). Numérotation 1 a 10 : exon 1 a 10, ZnF : doigt de zinc, NLS :
signal de localisation nucléaire (Adapté de Tran et al., 2011 et Sznajder et al., 2019)

II1.1.1.1 Propriété de liaison a I’ARN du domaine N-terminal (exon 1 a exon 4)

Bien que I’expression des paralogues soit dépendante du tissu cible, I’organisation génomique
des trois MBNL est tres similaire, notamment la région codant de I’exon 1 a I’exon 4. Ce
domaine est particulier puisqu’il est composé de motifs de liaisons a I’ARN. Cette présence
indique que cette partie est essentielle pour ses propriétés de reconnaissance des ARN cibles et

de liaison.
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III.1.1.1.1 Domaine en Doigt de Zinc (ZnF)

La DMI est induite par la séquestration des protéines MBNL par les ARN toxiques dans les
noyaux et ce, quels que soient les tissus. Cette spécificité souligne donc une région tres
conservée entre paralogues. La partie N-terminale comporte deux domaines en doigts de zinc
(ZnF) qui lui conferent la capacité de se lier a I’ARN. Les doigts de zinc sont référés comme
ZnF1,7ZnF2, ZnF3, et ZnF4, et sont arrangés en deux paires : ZnF (1/2) et ZnF (3/4). Chacun
des doigts de zinc reconnait un motif de séquence YGCY simple brin (ou Y représente soit C,
soit U) (Figure 16). Ainsi chaque molécule de MBNLI1 a la capacité de reconnaitre quatre
motifs UGC au total. Ces motifs ARN YGCY sont retrouvés dans les ARN cibles régulés par
MBNL ainsi que dans les ARN mutés CUG (Miller 2000; Yuan et al. 2007; Goers et al. 2010)

24 U
Rm 29G
G13(37A A?

Motif de liaison de MBNL1 a ’ARN

Figure 16 : Structure d’interaction de MBNL1 avec ’ARN et son motif

Motif de séquence d’ARN prédit pour étre reconnu par MBNL1. La taille des nucléotides est
représentative de leur fréquence. Le motif reconnu est YGCY (ou Y est soit C ou U)

La premiere paire de doigt de zinc (ZnF1/2) est située sur les exons 1 et 2, alors que la seconde
paire (ZnF3/4) est sur I’exon 4. Ces deux paires de doigts de zinc se situent de part et d’autre
de I’exon 3. Chaque motif ZnF comprend trois cystéines suivies d'une histidine (CCCH). La
superposition de séquences des 2 paires de ZnF montre une similarité de séquence élevée ainsi
qu’une ressemblance structurelle caractérisée par un espacement identique entre les résidus de
cystéine et d'histidine dans ZnF1 et ZnF3 (CX;CX:CX;H, ou X est n'importe quel acide aminé),
et ZnF2 et ZnF4 (CX;CX,CX;H) (Fardaei et al. 2002) (Figure 17). Au regard du degré élevé
de similitude, et de la séparation due a la présence de 1’exon 3, il a été proposé que les deux
domaines de liaison ZnF ont des propriétés de liaison et de fonctionnement identiques.
Cependant des analyses de mutagenes réalisées sur les quatre doigts de zinc ont révélé que les
paires ne fonctionnent pas de facon équivalente et peuvent réguler 1’épissage de manieres
différentes (Purcell et al. 2012). La protéine MBNL1 composée d’une seule paire de doigt de
zinc fonctionnelle ZnF1/2, conserve une affinité de liaison élevée aux ARN cibles avec environ
80% de l'activité d'épissage normale. La protéine MBNL1 composée seulement de la deuxieme

paire ZnF3/4 présente une liaison aux transcrits cibles réduites, avec seulement la moitié de son
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activité d'épissage (Purcell et al., 2012). Cette baisse d’interaction fait suite a la suppression du
premier domaine de liaison de MBNL, diminuant considérablement l'interaction de MBNL1
avec I'ARN toxique dans les cellules DM1 in vitro (Kino 2004; Rehman et al. 2014). Une
récente étude a confirmé que les deux paires de doigts de zinc agissent indépendamment avec
des spécificités de liaison a I’ARN différentes : la paire ZnF1/2 reconnait spécifiquement les
motifs de liaison MBNL contrdlant la régulation de 1'épissage alternatif, alors que la paire
ZnF3/4 sert de domaine de liaison plus général permettant la reconnaissance d'un large éventail
de cibles (Hale et al. 2018). De plus, une région flanquant la paire ZnF 1/2 a été identifiée

comme contribuant a la localisation nucléaire des protéines (Kino et al. 2015).

(A) CXTCX6CX3H (B) C (C) c
ZnF1 ZnF3 I
ZnF2 ZnF4 C (ﬁ‘ zf2 g4 zi4

vZf1 73

MBNL N-term CX7CX4CX3H

Figure 17 : Architecture des domaines doigt de zinc (ZnF) des protéines MBNL

(A) Représentation schématique de la partie N-terminale de MBNL avec les quatre domaines
en doigts de zinc indiquant 1’espace entre les cystéines (C) et les histidines (H), X représente
n’importe quel acide aminé. Le carré bleu représente 1’exon 3. (B) Structure de la paire de ZnF
1/2 et (C) ZnF 3/4.

II1.1.1.1.2 Exon 3 : un exon essentiel

L’interaction entre I’ ARN et les protéines MBNL est déterminée par une séquence de 80 acides
aminés codée par I’exon 3, séparant les deux paires de doigts de zinc et contenant un signal de
localisation nucléaire (NLS) (Sznajder et Swanson 2019). Méme s'il ne contient aucun domaine
de liaison a I'ARN, la délétion complete de cet exon perturbe fortement 1’affinité de liaisons
pour les pré-ARN indiquant que sa présence est nécessaire pour une fonction optimale des
domaines ZnF (Kino 2004; Tran et al. 2011). L explication proposée repose sur la possibilité
que cet exon apporte de la flexibilité, facilitant les interactions et jouant un réle essentiel pour
le maintien de I’intégrité de la conformation de la protéine (Cass et al. 2011; Tran et al. 2011).
Il existe également des régions régulatrices, au sein de la séquence de 1'exon 3, essentielles pour
la régulation des exons alternatifs tels que les récepteurs de 1'insuline (IR) ou de la troponine T
cardiaque (CTNT) (Grammatikakis et al. 2011). La présence de séquences de liaison dans I’exon
3 est nécessaire au maintien des propriétés d’affinités pour les ARN. L’absence de 1’exon 3

réduit ses capacités de régulation de 1’épissage des transcrits cibles, mais il n’est pas essentiel
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pour la liaison aux ARN, puisque les formes de MBNL1 dépourvues d'exon 3 colocalisent avec
les foci dans des modeles DM1 (Grammatikakis et al. 2011; Tran et al. 2011). Cet exon semble
jouer un rdle primordial dans le maintien de 1’intégrité de la structure et de la fonction de
MBNL, indiquant des rdles 1égerement différents de chaque paralogue (Grammatikakis et al.

2011).

II1.1.1.2 Propriétés de la partie C-terminale (exon 5 a exon 10)

La partie C-terminale des protéines MBNL est la partie qui varie le plus entre les paralogues
(exon 5 a 10). Ne contenant aucun motif de liaison a I'ARN, sa présence n'est pas requise pour
la reconnaissance de I'ARN. En effet, les protéines MBNLI1 délétées de la partie C-terminale
présentent une affinité similaire pour ses ARN cibles, tout comme la protéine pleine longueur
(Kino 2004; Terenzi et Ladd 2010), mais sa capacité a réguler 1'épissage est réduite ou perdue

(Kino 2004).

I11.1.1.2.1 Localisation nucléaire : exon 5 et exon 6

Localisé juste apres le dernier domaine ZnF (Znf4), I’exon 5 est 1’élément crucial pour la
localisation nucléaire des protéines MBNL. L’épissage alternatif de I’exon 5 induit la présence
ou I’absence de cet exon. Hautement conservé, I’exon 5 est présent dans les ARNm de Mbnll
et Mbnl2 et partage 72 % de similarité. Par contre, aucune séquence de ce type n'existe dans
Mbnl3 ce qui explique la prédominance de la protéine MBNL3 dans le cytoplasme (Gates,
Coonrod, et Berglund 2011). L’exclusion de 1’exon 5 des transcrits MBNLI et MBNL?2 génere
des protéines principalement localisées dans le cytoplasme, alors que I’inclusion conditionnera
une localisation principalement nucléaire (Kino et al. 2015; Lin et al. 2006; Terenzi et Ladd
2010; Tran et al. 2011). Ces observations suggerent 1’existence d’un ou plusieurs motifs de
localisation nucléaire NLS, permettant 1’adressage des protéines du cytoplasme vers le noyau.
Des études sur le modele Drosophila melanogaster ont montré que 1'exon 5 ne constitue qu'une
partie d'un NLS et un second motif NLS a cinq acides aminés tres conservé entre C. elegans et
les vertébrés a été identifié dans 1’exon 6 constitutif de tous les paralogues de MBNL. La
localisation nucléaire de tous les MBNL nécessite donc un signal qui se situe en partie dans
I’exon 5 et dans I’exon 6 (Fernandez-Costa et al. 2011) et 1a fonctionnalité du NLS présent dans
I’exon 6 ne se fera qu’en présence de I'exon 5. La présence de 1’exon 6 est essentielle pour
I’activité d’épissage de MBNL. L'exon 5 subit une autorégulation d'épissage alternatif et peut

étre pris en charge par tous les paralogues grace a la présence de plusieurs sites de liaison dans
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l'intron 4 (Gates et al. 2011). Dans la DM1, la boucle d’autorégulation est fortement perturbée.
La titration des protéines MBNL dans le noyau par les ARN toxiques provoque la perte de
fonction de I’activité d’épissage et I’augmentation de 1’inclusion de I’exon 5. De par la présence
de I’exon 5 contenant une séquence NLS, ces isoformes s’accumulent dans le noyau et sont
titrées par les ARN toxiques conduisant a la progression de la maladie et a 'aggravation du

phénotype de la DM.

I11.1.1.2.2 Multimérisation de I’exon 7

L’exon 7 est également tres conservé avec une forte similarité entre les paralogues (60-82%) et
code pour une tres courte séquence de 12 acides aminés. Sa fonction exacte est mal connue
mais sa présence induit la formation de conformations multimériques en forme d'anneau (Yuan
et al. 2007). Des études complémentaires ont montré 1’existence d’un phénomene d'auto-
dimérisation des protéines MBNL1 dépendante de 1'exon 7 (Tabaglio et al. 2018; Tran et al.
2011), et sa présence pourrait améliorer 1’affinité de la protéine pour les ARNm (Sznajder et al.
2016). Dans la DM1 I’inclusion de I’exon 7 semble contribuer a la pathogenese de la maladie,
puisque les isoformes MBNL contenant l'exon 7 sont élevées. Son inclusion inappropriée
pourrait contribuer a une auto-association des protéines MBNL et a la formation de foci (Tran
et al. 2011). Parallelement a la DM1, MBNLI est bien décrit dans la progression de certains
cancers et joue un role en tant que suppresseur de tumeur (Fish et al. 2016). Notamment, les
isoformes dépourvues de I’exon 7, inhibent la survie et la migration des cellules cancéreuses de

la prostate (Tabaglio et al. 2018).

I11.1.1.2.3 Exon 8

L'exon 8 est composé de 95 nucléotides et montre une conservation élevée entre les trois
paralogues de MBNL, atteignant pres de 87% de similitude. Comme les exons 5 et 7, son
expression subit des changements importants au cours du développement tissulaire, mais
montre également un épissage aberrant dans la DM (Sznajder et al. 2016). Alors que la plupart
des exons de MBNL sont régulés par MBNL elle-méme, l'inclusion de 'exon 8 de MBNL2 est
régulée également par les protéines CELF1 (Kalsotra et al. 2008; Wang et al. 2015). Bien que
la fonction de cet exon soit mal connue, il a été suggéré que sa présence pourrait favoriser la
bonne régulation de 1'épissage alternatif des protéines MBNL en exercant un effet positif sur
I'exclusion des exons alternatifs (Sznajder et al. 2016). De plus, il pourrait jouer un role dans la

mobilité des protéines MBNL séquestrées au sein des foci (Sznajder et Swanson 2019).
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I11.1.1.2.4 Eléments régulateurs supplémentaires de MBNL1

En plus de la boucle d’autorégulation de I'exon 5 qui détermine la localisation nucléaire des
MBNL, une autre régulation par rétroaction a été décrite pour l'exon 1. Cet exon constitue
mutuellement la région 5’ non traduite (5'UTR) et l'extrémité N-terminale de la protéine qui
englobe la premiere paire de ZnFs. L'épissage alternatif de l'exon 1 est régulé par tous les
paralogues de MBNL. L'expression de MBNL1 est conditionnée par la présence de 1’exon 1
car son exclusion déplace le début de la traduction vers l'exon 2, ce qui entraine un ARN
messager mature auquel il manque la premiere paire de ZnF (ZnF 1/2). La stabilité de ce
transcrit dépourvu d'exon 1 est affectée de méme que son activité d’épissage. Il est important
de noter que la régulation de l'exon 1 dépend du site d'initiation de la transcription qui varie
d'un tissu a 'autre. Dans la DM, 1'inclusion de l'exon 1 et 'activation/désactivation de la boucle
de rétroaction autorégulatrice sont fortement perturbées, dii au manque de protéines MBNL
fonctionnelles (Konieczny et al. 2017). De plus ce phénomene est restreint a MBNLI1 et absent
pour les deux autres paralogues. En plus de sa fonction d'autorégulation, I'exon 1 de MBNL1
joue un role important dans d'autres mécanismes de boucle de rétroaction négative. Chez
I’homme, MBNLI1 se lie dans 'intron 1 du pré-ARN messager de MBNL1, provoquant
I'élimination de 1'exon 1 et sa circularisation (cirRNA MBNLI1). Cet ARN circulaire contient
des sites de liaison potentiels aux protéines MBNL et peut agir comme une éponge titrant ainsi
les protéines (Ashwal-Fluss et al. 2014). Récemment, il a également été découvert qu'un sous-
ensemble d'ARN circulaires est traduit in vivo (Pamudurti et al. 2017) y compris les ARN
circulaires générés a partir de MBNL1 (Konieczny et al. 2017), mais le rle de ce polypeptide
est inconnu. L'analyse de muscle contrdle et de patient DM a montré des niveaux similaires
d'ARN circulaires, malgré une augmentation significative des niveaux de transcription de
MBNLI contenant l'exon 1 chez les patients DM (Patryk Konieczny et al. 2017). Néanmoins,
plusieurs autres ARN circulaires sont dérégulés dans le tissu musculaire squelettique DM1,
indiquant le role potentiel de la circularisation de I'ARN dans la progression de la maladie
(Voellenkle et al. 2019).

Méme si la localisation cellulaire de MBNL est principalement déterminée par la présence d'un
signal de localisation nucléaire influencé par la présence ou I’absence de I'exon 5, il ne s’agit
pas du seul mécanisme influengant la localisation de MBNL. Au cours du développement du
cerveau, l'ubiquitination de MBNLI1 liée a la lysine63 controle sa localisation cytoplasmique

indépendamment de 1’épissage de l'exon 5 de MBNLI1. Cette localisation cytoplasmique est
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importante pour la morphogenese des neurites, car seules les isoformes MBNLI
cytoplasmiques favorisent la croissance des neurites. Un modele de souris DM exprimant des
répétitions toxiques dans le cerveau a montré un niveau réduit d'ubiquitination de MBNL
suggérant que la présence de ces ARN provoque une désubiquitination de MBNL1, entrainant
ainsi une translocation des protéines MBNL du cytoplasme vers le noyau. Cette translocation

anormale induit une diminution du MBNLI cytoplasmique contribuant a l'altération

morphologique et a la pathogenese neurale dans la DM1 (P.-Y. Wang et al. 2018).

III.2 Les fonctions de MBNL1

I11.2.1.1 Régulateur de I’épissage alternatif

Les protéines MBNL régulent le profil d'épissage alternatif de centaines de transcrits au cours
du développement, en favorisant 1'inclusion ou l'exclusion de certains exons. Cette fonction
dépend généralement de la position de liaison par rapport a l'exon régulé (Charizanis et al.,
2012 ; Goers et al., 2010 ; Kalsotra et al., 2008 ; Wang et al., 2012) (Figure 18). En se liant en
amont d’un exon (sur I’exon ou dans la région intronique), MBNL1 a tendance a réprimer
I’inclusion de cet exon. Au contraire, lorsqu’elle se lie dans la région intronique en aval de

I’exon a réguler, elle activera son exclusion de I’ARN.

Exclusion de I’exon

Inclusion de 1’exon

Figure 18 : Représentation schématique de la régulation des exons alternatifs dépendant
de MBNL. L'inclusion ou I'exclusion d'exons alternatifs dépend du site de liaison des protéines
MBNL. En général, la liaison dans les régions indiquées par les points rouges induit I'exclusion
de I’exon et dans la région marquée par le point vert, l'inclusion de ’exon.

Lors du développement du tissu cérébral, cardiaque ou musculaire par exemple, MBNLI1 et 2
régulent I’expression d’isoformes d’épissage embryonnaire (ou fcetal) afin d’effectuer la
transition vers le stade adulte (Konieczny et al. 2014) (Figure 19). Cette transition est en partie
due a la translocation des protéines MBNL du cytoplasme vers le noyau au cours du

développement (Lin et al. 2006). Dans le cas de la DM1, la présence des ARN toxiques
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séquestrant les protéines MBNL empéche la maturation des transcrits des isoformes foetales a
adultes et induit la re-expression de protéines foetales (Konieczny et al. 2014a). MBNLI1 et
MBNL2 régulent des événements d'épissage alternatif distincts ou les mémes mais avec des
efficacités différentes. Ceci peut s’expliquer par une affinité différente pour les cibles d'ARN,

probablement dii a des différences de structure au sein de I’exon 3.

MBNLI1 - . - o . )
Isoforme feetal Isofrome Adulte
Cellules
Epissage /\/i /\- adultes
| — Il B
exon exon  exon exon exon  exon
MBNL2 _|_ > ] :E SN
ARN toxique CUG

Figure 19 : MBNL1 et MBNL2 régulent la transition des isoformes feetales a adultes des
ARN messagers. Modele représentant I’action des protéines MBNL1 dans le muscle et
MBNL2 dans le cerveau favorisant 1’épissage alternatif d’isoformes d’ARN adulte. L’activité
d’épissage est inhibée par la présence de répétitions CUG dans la DM1 provoquant un retour
vers des formes néonatales immatures.

I11.2.1.2 Régulation des processus dépendants des 3° UTR

En plus de son role principal dans la régulation de I’épissage alternatif, MBNL se lie également
dans la région 3' non traduite (3° UTR) de nombreux transcrits (Wang et al. 2012a). Cette
interaction préférentielle indique l'implication des protéines MBNL dans la régulation de

processus cellulaires passant par 1’utilisation des 3'UTR.

I11.2.1.2.1 Polyadénylation alternative

La maturation transcriptionnelle du pré-ARN messager implique trois étapes : le coiffage,
I’épissage alternatif et la formation d'une extrémité 3’ par clivage et ajout d'une queue poly (A).
Pour de nombreux transcrits, il existe des sites alternatifs de clivage et de polyadénylation
(PAS) qui peuvent générer plusieurs isoformes d'ARNm avec différentes tailles de 3' UTR). Ce
phénomene, appelé polyadénylation alternative (APA), génere des terminaisons 3' différentes
et permet, a partir d’un seul gene, de créer plusieurs transcrits, chacun avec un contenu différent.
Ces différents 3' UTR alternatifs sont caractérisés par la présence ou 1’absence d’éléments
régulateurs tels que les sites de protéines de liaison a I'ARN, des sites de liaison aux micro ARN

(miARN) ou longs ARN non codants (IncRNA) (Barreau, Paillard, et Osborne 2005; Fabian,
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Sonenberg, et Filipowicz 2010). Les sites poly(A) alternatifs situés dans des introns ou exons
produiront différentes isoformes de protéines. Dans d'autres cas, les sites APA tous situés dans
larégion 3' UTR, donneront des transcrits avec des 3' UTR de longueurs différentes mais codant
pour la méme protéine (Figure 20). Ces sites permettent donc la régulation de I’expression des
genes en modifiant soit I'abondance du transcrit, la stabilité ou 'efficacité de la transcription

(Tian et Manley 2017).

Protéines différentes

" __ s o — @
=~ o —

® — (0 I —
/e @ Protéine identique

@ Site de polyadenylattion proximal
@ Site de polyadenylattion distal
. Protéine de liaison a I’ARN

1. miARN ou IncARN

Figure 20 : Représentation schématique de la polyadénylation alternative (APA)

(A) Production d’isoformes d'’ARNm avec des régions codantes C-terminales distinctes,
entrainant des isoformes protéiques distinctes. (B) Production d’isoformes d'’ARNm distinctes
de longueurs de 3' UTR différentes codant pour la méme protéine. Les 3' UTR plus longs
contiennent des éléments régulateurs, tels que les IncARN, des miARN ou des sites de liaison
aux protéines. Boite vert clair : régions 3’ non traduites. Boites vert foncé et bleu clair : régions
codantes identiques. Boites bleu foncé et jaune : régions codantes différentes. Lignes : introns.
Queue polyA : AAAA (d’apres Di Giammartino et al, 2012)

Dans la DM1, il a été démontré que les protéines MBNL sont des régulateurs importants du
changement développemental lors du passage de I’état embryonnaire a I’état adulte des sites de
polyadénylation (Batra et al. 2014). En se liant sur des motifs YGCY, situés en amont du signal
de polyadénylation (AAUAAA), MBNL régule le choix entre divers exons terminaux, en
activant ou en réprimant le mécanisme de polyadénylation conduisant a des tailles différentes
de 3° UTR. Ces modifications vont permettent un adressage et une localisation des ARN
messagers différents. Il est donc proposé que MBNL1 régule I’APA de ses ARN cibles et que

la perte de fonction de MBNL1 entraine une prise en charge aberrante de I’extrémité 3 de ces
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cibles. La maturation de ces ARN et leur localisation sont donc affectées et pourraient participer

aux symptomes de la maladie (Figure 21).

(B) Absence de MBNLI1: Polyadénylation altérée
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Figure 21 : MBNLI1 régule la polyadénylation des ARN :

(A) Lorsque la protéine MBNL recouvre un site polyA, elle réprime le mécanisme de
polyadénylation, tandis que la liaison en amont active le mécanisme sur le site en aval. (B)
L'épuisement de l'activit¢ MBNL dii a la séquestration par les ARN-CUGexp entraine une
activation aberrante des sites polyA normalement exprimés au cours de I'embryogenese (pA
rouge) et l'extinction des sites polyA adultes (pA bleu) (Adapté de Batra el al., 2014)

I11.2.1.2.2 Localisation

Les protéines MBNL 1 sont présentes dans le noyau mais également dans le cytoplasme et sont
majoritairement accolées a la membrane plasmique. /n vivo, MBNL1 montre une forte
concentration aux disques Z du sarcomere (Denes, Kelley, et Wang 2021). L.’ancrage de MBNL
a la membrane a en effet été démontré dans des myoblastes via la partie non structurée C-
terminale de MBNL1 (Hildebrandt et al. 2022). Impliquées dans la régulation de I’épissage
alternatif et la polyadénylation des ARN, les protéines MBNL jouent également un role
important dans la détermination de la localisation des ARN dans le muscle squelettique
(Adereth et al.2005; Wang et al. 2012a). Ainsi, MBNL2 se lie surle 3° UTR de ' ARN messager
de l'intégrine a3 et détermine sa localisation a la membrane plasmique (Adereth et al. 2005).
Ces résultats ont été renforcés par une étude sur I’implication de MBNL1 dans la localisation
des ARN au sein des neurones. Ces travaux ont montré qu’un grand nombre d’ARN possedent
une région 3’ UTR alternative grice a I’utilisation d’un exon terminal qui sera soit proximal,

soit distal. L utilisation de I’exon terminal proximal localisera I’ARN au niveau des corps
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cellulaires (soma) alors que 1’ utilisation de I’exon distal orientera I’ARN au niveau des neurites
du neurone (Taliaferro et al. 2016) (Figure 22). De plus, la déplétion de MBNLI1 dans des
cellules en culture engendre des défauts de localisation de nombreux ARN messagers identifiés
pour leur potentielle liaison avec MBNLI1 dans leur régions 3 UTR. Ainsi, il a été proposé que
les protéines MBNLI servent d’intermédiaire entre les ARN a transporter dans les différents
compartiments et les protéines de transport intracellulaire (Wang et al. 2012a). De méme que
pour la polyadénylation alternative, une localisation inadéquate de certains ARN messagers due
a la séquestration de MBNL1 pourrait également participer aux symptomes de la maladie.
Notamment, les structures cellulaires telles que les jonctions neuromusculaires (NMJ) seront
impactées (Otero et al. 2021) puisque la formation des neurites et des synapses est fortement
dépendante d’une localisation correcte des ARN. Ces défauts morphologiques des NMJ au
niveau du diaphragme ont été identifiés chez un modele murin DM1 (Panaite et al. 2008). Ces
altérations de structure pourraient expliquer les défauts respiratoires caractéristiques de la
maladie. De plus, la localisation des protéines MBNL1 n’est pas uniforme dans le cytoplasme.
Détermination de

la localisation

‘ —— Exon terminal distal
— Localisation S
Soma guidé par MBNL1
i Neurite

P ——

l Exon terminal proximal

Détermination de
la localisation

Figure 22 : Localisation des ARN neuronaux selon leur épissage

La localisation finale des ARN est dépendante du choix de 1’exon terminal inclus. L’inclusion
de I’exon proximal (rouge) dirigera I’ARN vers le corps cellulaire (soma) du neurone. En
revanche, I’inclusion de I’exon distal (bleu) dirigera I’ARN vers les neurites. La localisation de
ces derniers est guidée par MBNL1 (Adapté de Taliaferro, et al., 2016)

I11.2.1.2.3 Stabilisation des ARN
Les protéines se liant au pré-ARN messager régulant 1'épissage alternatif peuvent également se

lier a I'ARN messager pour réguler la stabilité ou la traduction. Les protéines de la famille
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MBNL se lient sur les sites du 3° UTR de transcrits cibles modulant ainsi la polyadénylation
alternative, la localisation mais également la dégradation de ces transcrits cibles (Masuda et al.
2012; Osborne et al. 2009). L’analyse de ces ARN cibles a montré qu’ils sont particulierement
riches en génes codant pour des protéines du cytosquelette et des facteurs de transcription tel
que PTIX2 (paired like homeodomain 2) qui est impliqué dans la formation de 1’ceil et du coeur

(Masuda et al. 2012).

I11.2.1.3 La prise en charge des miARN

Les micro ARN (miARN) sont de petits ARN ayant une longueur d’environ 22 nucléotides
régulant I’expression des geénes, de facon post-transcriptionnelle. La liaison des miARN dans
la région 3 UTR des ARN cibles inhibe la traduction ou provoque leur dégradation. Plusieurs
familles de miARN ont été identifiées comme dérégulées chez les patients DM1 et DM2. Plus
particulierement, miR-1, miR-7, miR-10 et miR-29 dans la DM1 et miR221-3p, miR34c-5p et
miR125b-5p dans la DM2, semblent étre altérés dans des cellules musculaires dérivées de
patients DM (Fernandez-Costa et al. 2013; Greco et al. 2012; Perbellini et al. 2011).
Notamment, la famille des miR-1 montre une expression réduite dans le tissu cardiaque des
patients DM1, di a la séquestration de MBNLI1. Les protéines MBNL1 sont directement
impliquées dans la maturation de ce miARN en se liant a un seul motif UGC du pré-miR-1. La
perte de fonction de MBNLI1 entraine une diminution de la maturation du pré-miR1 et donc la
diminution de I’expression de miR-1 mature. En conséquence, la régulation de transcrits cibles
comme CACNAIC et GAJI est perturbée et conduit a I’expression accrue des protéines
correspondantes qui sont associées aux symptdmes cardiaques présents chez les patients DM1.
Afin de faciliter le diagnostic des patients et de suive la progression de la maladie, il a été
proposé€ que les miARN puissent étre de bons candidats biomarqueurs. En effet, ces miARN
sont présents en quantité significative dans le plasma et le sérum, permettant une détection non-
invasive. Plusieurs miARN sont spécifiquement retrouvés accrus dans des échantillons
sanguins, ou diminués dans le muscle squelettique de patients DM1 (Koutsoulidou et al. 2015;
Perfetti et al. 2014). Cependant une étude en contradiction avec ces résultats a montré que ces

miARN ne pouvaient étre utilisés en tant que biomarqueurs (Fernandez-Costa et al. 2016).
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Conclusion

La famille des protéines de liaison a 1'ARN MBNL joue un rdle important dans le
développement tissulaire et leur dérégulation engendre les principaux symptdmes DM (Miller
2000). Dans le cas de la DMI, la perte de fonction des protéines MBNL induite par la
séquestration dans les foci (Miller 2000), perturbe toutes ces fonctions. Notamment, la
dérégulation de 1’épissage alternatif dans les différents tissus implique la réexpression de
protéine foetale, moins ou non fonctionnelle dans un tissu mature (Konieczny et al. 2014a).
Combiné aux défauts de localisation et de stabilit¢é des ARN messagers cibles, tous ces
dysfonctionnements participent collectivement aux symptomes musculaires et non musculaires
observés dans la maladie ((Batra et al. 2014; Masuda et al. 2012; Rau et al. 2011, 2015; Wang
et al. 2012b).
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IV. Les approches thérapeutiques dans la DM1

A ce jour, il n’existe pas de traitement curatif dans les DM. Seule la prise en charge des
symptomes individuels (atteintes cardiaque, respiratoire, myotonie, douleur ...) pour améliorer
la qualité de vie et réduire les risques de mort subite, est proposée aux patients. Cependant, les
progres constants dans la compréhension de la pathologie ainsi que le développement de
nouveaux modeles cellulaires ou murins, ont permis la caractérisation approfondie des
mécanismes et le développement de nouvelles stratégies thérapeutiques. De plus, des études
précliniques ont démontré que plusieurs marqueurs de la pathologie pouvaient étre corrigés
suite a un traitement thérapeutique et ce, a plusieurs niveaux.

Ainsi, dans un contexte de développement d’approches thérapeutiques, quatre points principaux
doivent étre pris en considération dans le mécanisme pathologique. 1) Les ARN mutés
contenant les grandes répétitions CUG sont retenus dans le noyau, séquestrant les facteurs
d’épissage de la famille MBNL et induisant une perte de fonction délétere. 2) Les foci formés
suite a I’expression des ARN mutés sont des assemblages dynamiques qui constituent un état
réversible (Sznajder et al. 2016). 3) La séquestration des MBNL semble dépendre de la
longueur des répétitions. Ainsi en présence de courtes répétitions, une faible proportion de
MBNL est piégée. En revanche, en présence d’ARN contenant une grande taille de CUG, la
plupart des protéines MBNL sont séquestrées conduisant a 1'épuisement des protéines MBNL
libres (Sznajder et al. 2016). 4) L’inclusion anormale de 1’exon 5 de MBNL dans la DM1
augmente la proportion des isoformes MBNL présentant un NLS, renforcant leur quantité dans
le noyau et réduisant leur présence dans le cytoplasme. Ce déséquilibre de localisation et de
perte de fonction perturbe toutes les activités de MBNL décrites précédemment. Grace a la
compréhension fine des mécanismes et 1’identification des partenaires moléculaires impliqués
dans la maladie, différentes approches thérapeutiques ont été développées ou sont en cours de

développement.

IV.1 Différentes stratégies pour traiter la Dystrophie Myotonique

Dans le contexte de la DM, les transcrits DMPK mutés et leurs interactions délétéres avec les
protéines MBNL sont les cibles privilégiées pour développer des approches thérapeutiques.
Les différentes options thérapeutiques proposées peuvent donc cibler toutes les étapes des
mécanismes pathologiques exposés précédemment. Ainsi elles peuvent consister a : A) réduire
ou enlever les répétions CTG directement au niveau de I’ADN génomique, B) inhiber

I’expression de 1’allele DMPK muté, C) dégrader directement les transcrits DMPK mutés, D)
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concurrencer I’interaction entre les ARN-CUG et les protéines MBNLI1, E-F) augmenter
spécifiquement le niveau endogéne de MBNL ou diminuer les niveaux de CELF1, G) cibler

directement les conséquences et les effets de la maladie (Figure 23).
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Figure 23. Exemples d’approches thérapeutiques ciblées pour la Dystrophie Myotonique
de type 1. (A) Elimination ou réduction de la taille des répétitions a une taille non pathogéne
par ingénierie génomique. (B) Inhibition de la transcription en ciblant les cofacteurs de I'ARN
polymérase. (C) Dégradation du transcrit par utilisation d'oligonucléotides antisens (ASO) qui
se lient aux transcrits mutants et déclenchent leur dégradation par la RNase H ou le clivage de
I'ARNm activé par la nucléase. (D) Encombrement stérique de la liaison CUG/MBNL par
l'utilisation de peptides, molécules ou d’ASO. (E) Augmentation des protéines MBNL libres
par surexpression de protéines MBNL ou ['utilisation d'antagomiR. (F) Inhibition de la
surexpression de CELFI1 par 'utilisation de petites molécules. (G) Correction ciblée de
I’autophagie ou des défauts d’épissage du canal chlore par utilisation d’ASO.

IV.1.1 Contraction/Elimination des répétitions CTG par I’ingénierie génomique

IV.1.1.1 Contraction des CTG dans DMPK
La DMI est une maladie caractérisée par une instabilité des séquences répétées (CTG),

provoquant généralement une expansion du nombre de triplets au cours de génération (Tomé
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et al. 2009, 2013; Viterbo et al. 2016) mais dans de rares cas, certaines familles présentent des
contractions des répétitions CTG, associées a une amélioration des symptdmes (O’Hoy et al.
1993; Tomé et al. 2018). Ce phénomene de contraction montre que la réduction de la taille des
répétitions est une piste thérapeutique envisageable. Une approche par utilisation de nucléases
effectrices de type activateur de transcription (TALEN) a permis une cassure précise a
l'intérieur de la région contenant les expansions CTG provoquant une contraction efficace des
répétitions a une longueur non pathogene dans les cellules de levure (Mosbach et al. 2018;

Richard et al. 2014).

IV.1.1.2 Elimination des CTG dans DMPK

Les technologies émergentes d'ingénierie du génome, notamment d'édition ciblée de génes ou
de leur régulation, ont déja été envisagée pour plusieurs pathologies neuromusculaires. Dans le
cas de la DM, le ciblage spécifique des répétitions a pour but d’empécher définitivement la
production des transcrits contenant des répétitions CTG. Ainsi, plusieurs études ont été réalisées
afin de provoquer des cassures de I’ ADN spécifiquement de part et d’autre des répétitions CTG
a l’aide du systtme CRISPR/Cas9 (Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic
Repeats/CRISPR Associated protein 9) (Figure 24A). La nucléase Cas9 est orientée par une
paire de guides ARN vers des séquences spécifiques en amont et en aval des répétitions CTG.
En coopération avec le systeme de réparation de I’ADN, les cassures double brin produites
permettent 1’élimination de la séquence interne contenant les triplets CTG, induisant la
diminution du nombre de foci et la correction des défauts d'épissage (van Agtmaal et al. 2017,

Provenzano et al. 2017; Y. Wang et al. 2018; Dastidar et al. 2018; Lo Scrudato et al. 2019;
Ikeda et al. 2020)

IV.1.1.3 Insertion de signaux de polyadénylation (PAS)

Une alternative a 1’excision compléte ou partielle des répétitions CTG est de modifier le
génome en insérant des séquences de signaux de polyadénylation (PAS) exogeénes en amont
des CTG (Figure 24B). Grace a des approches utilisant des TALEN ou CRISPR/Cas9,
l'insertion de PAS suite a des cassures double brin de I’ADN, conduit a un arrét prématuré de
la machinerie de transcription et, par conséquent, a la prévention de la production d'ARNm
mutants toxique. Ces deux approches ont montré une correction des phénotypes dans différents
types cellulaires, y compris des cellules musculaires ou des cellules iPS issues de patients DM 1

(Xia et al. 2015; Gao et al. 2016; Y. Wang et al. 2018)
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Figure 24 : Les approches d’ingénierie génomique dans le cadre de la DM1.

Approche consistant a éliminer les répétitions au niveau de I’ADN par (A) coupures de I’ADN
a I’aide du systeme d’ingénierie génomique CRISPR/Cas9 de part et d’autre des CTG situés en
3’ UTR du géne DMPK , ou par (B) insertion de séquences de signaux poly(A) exogenes a I’aide
des systemes d’ingénierie génomique TALEN ou CRISPR/Cas9, empéchant la transcription
des répétions CTG du gene DMPK muté (Adapté de Raaijmakers et al. 2019).

IV.1.2 Inhibition de la transcription du transcrit muté

Dans la perspective de réduire la quantité d’ARN toxique, I’inhibition ou la réduction de la
transcription des CTG est une approche thérapeutiques possible. L'utilisation de molécules
pharmaceutiques déja appliquées en thérapie humaine pour le traitement des maladies rares
peut représenter une stratégie intéressante et rapide pour la DM1. De plus, la manipulation de

I’ingénierie génomique permet également de proposer une alternative innovante.
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IV.1.2.1 Petites molécules pharmaceutiques

L'actinomycine D est un intercalant a I’ADN pouvant se lier aux régions riches en GC. Connu
comme inhibiteur général de la transcription, son utilisation a montré sa capacité a réduire
I'expression de I'ARN contenant des CUG et de corriger les anomalies d’épissage dans les souris
HSAM® (Ruth B. Siboni et al. 2015). L’utilisation d’un antibiotique déja utilisé chez I’homme,
I’Erythromycine, a montré une forte affinité pour les répétions CUG. Il a été observé une
réduction du nombre de foci et une correction des défauts d’épissage sur des cellules DM1 en
culture et sur le modele murin HSAM®R (Nakamori et al. 2016). De méme, un médicament
antiparasitaire, la Pentamidine, et d'autres antibiotiques apparentés, ont montré des effets
bénéfiques dans les modeles DM 1. Ces différentes molécules utilisent le méme mécanisme de
liaison aux CTG que I’ Actinomycine D. Les cellules DM1 traitées a la Pentamidine ont montré
une relocalisation des protéines MBNL dans le noyau, une diminution de I'expression des
transcrits CUG associ€e a la correction des défauts d'épissage de maniere dose-dépendante
(Warf et al. 2009; Coonrod et al. 2013), et I’administration chez des souris HSA™R a entrainé
une inversion partielle des défauts d’épissage. Néanmoins, 1’effet bénéfique n’a pas perduré
apres 1’arrét du traitement et les doses requises pour observer des changements phénotypiques
significatifs ont montré une toxicité limitant I’utilisation du médicament (Warf et al. 2009).
L’Heptamidine, un analogue moins toxique que la Pentamidine, corrige les défauts d'épissage
et la myotonie chez les souris HSA™® de maniere rapide et plus efficace que le traitement a la
Pentamidine (Coonrod et al. 2013). L’effet inhibiteur de la séquestration des protéines MBNL
et de la diminution du transcrit muté a également été observé pour d’autres molécules comme
la Furamidine (Jenquin et al. 2018, 2019). De méme, le mécanisme d’inhibition de 1I’élongation
de la transcription a été reproduit part un outil issu de I'ingénierie génomique ciblant les
expansions CTG. En effet, un complexe CRISPR/dCas9, dans lequel 1’activité nucléase de la
Cas9 (dCas9) a été abolie, se lie directement aux répétitions CTG a I’aide de gRNA dirigés
contre cette séquence répétée. Cette liaison stable bloque le processus d’élongation par la RNA
polymérase, entrainant une diminution des ARN toxiques et une correction des défauts

d’épissage dans les cellules humaines (Pinto et al. 2017) (Figure 25).
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Figure 25 : Différentes approches d’inhibition de la transcription

Approches visant a bloquer la transcription par encombrement stérique au niveau des
répétitions CTG sur le géne DMPK muté, par [’utilisation de petites molécules
pharmacologiques ou par le complexe CRISPR/dCas9. L’interaction entre ces outils et les
répétitions CTG empéche le passage de I’ARN polymérase II. L’arrét de la polymérase entraine
alors la formation de transcrits tronqués rapidement dégradés. Les quantités des transcrits
DMPK pathologiques responsables de la DM1 sont diminuées améliorant les anomalies
spécifiques de la DM1 (Adapté de Raaijmakers et al. 2019).

Méme si ces approches semblent prometteuses, leur efficacité reste modérée. Par ailleurs il se
pose également la question de la toxicité due a I’ utilisation de ces molécules pharmacologiques
ou la dCas9/gRNA-CTG qui sont des inhibiteurs de 1’élongation, perturbant possiblement la
transcription de beaucoup de cibles et pouvant induire un nombre important d’effets

secondaires.

IV.1.3 Inhibition post-transcriptionnelle par réduction du transcrit muté

Dans le contexte de la DM1, 1’ARN DMPK muté constitue une cible de choix en raison de son
role central dans la physiopathologie de la maladie et plusieurs options thérapeutiques ont été

développées pour dégrader directement les transcrits DMPK toxiques.

IV.1.3.1 Utilisation de ribozymes dirigés contre les transcrits DMPK mutés

Les ribozymes sont des séquences d’ARN naturelles capables de cliver directement I'ARN ciblé
ou de remplacer des séquences cibles par les séquences incorporées dans les ribozymes
(Castanotto et Rossi 2004). La génération d’un ribozyme issu d’un intron de groupe I
(Tetrahymena) a permis de cibler 12 répétitions CUG dans le 3' UTR des transcrits DMPK
humains, et de les remplacer par une séquence plus courte contenant 5 répétitions CUG. Cette

approche a montré son efficacité dans des fibroblastes humains en culture (Phylactou, Darrah,
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et Wood 1998). L’utilisation d’un autre type particulier de ribozyme en téte de marteau
permettant de cibler et de cliver I’ARN DMPK muté a été testée dans des myoblastes primaires
contenant 750 répétitions. Grace a ce systeme, le traitement a montré une réduction de 63% du
niveau de transcrit muté, associée a une diminution du nombre de foci, de leur intensité et a la
correction partielle du défaut d’épissage du récepteur a l'insuline. Néanmoins le ribozyme a
également affecté 1'allele sauvage, provoquant une réduction de 50% de son expression. Ces
études ont démontré pour la premiere fois que le clivage de I’ARNm de DMPK muté pouvait
étre considéré pour le traitement de la DM1 (Langlois et al. 2003). Malgré I’efficacité limitée
des stratégies a ribozymes, ces approches ont ouvert la voie au développement d’outils visant a
dégrader efficacement et spécifiquement les transcrits DMPK mutés par ['utilisation
d’endonucléases exogenes, des oligonucléotides ou des petites molécules chimiques dirigées

contre le transcrit pathologique.

IV.1.3.2 Utilisation d’endonucléases dirigées contre les transcrits DMPK mutés

Tout comme les stratégies a ribozymes, les répétitions CUG ont été ciblées grace a 1’utilisation
de complexes protéiques synthétiques. Plus spécifiquement, ces complexes sont composés d’un
domaine de reconnaissance dirigé contre les répétitions CUG, fusionné a un domaine PIN (issu
de la protéine humaine SMEGO6) qui possede une activité endonucléase. L.’expression de ce
complexe PUF/PIN dans des fibroblastes DM1 trans-différenciés a démontré une diminution
de la quantité de transcrits mutés, du nombre de foci ainsi que la correction du défaut d’épissage
de certains transcrits dérégulés (Zhang et al. 2014). Une approche similaire a également été
développée en combinant le domaine de reconnaissance deadCas9 (dCas9) au domaine PIN.
Cette dCas9, dérivée du systeme CRISPR/Cas9, a la particularité de se lier ici a I’ARN
contenant les CUG, sans induire son clivage et I’activité catalytique est assurée par le domaine
PIN. L'expression du complexe dCas9/PIN dans les cellules DM1 a réduit la quantité d'ARN
toxique et corrigé une grande quantité des défauts d’épissage observés dans les cellules DM 1

(Batra et al. 2017) (Figure 28).
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Figure 26 : Différentes approches de dégradation de DMPK par [Iutilisation
d’endonucléases. Dégradation spécifique des transcrits DMPK mutés a I’aide d’endonucléases
guidées vers les transcrits mutés par les protéines PUF ou deadCas9. (Adapté de Raaijmakers
etal.,2019).

IV.1.3.3 Utilisation d’ARN interférent dirigé contre les transcrits DMPK mutés

Les oligonucléotides antisens (ASO) sont des courtes séquences d’acides nucléiques
synthétiques qui se lient spécifiquement et de facon complémentaire a I’ARN cible, inhibant
leur traduction ou provoquant leur dégradation. Un des mécanismes €tudiés pour lutter contre
la toxicité induite par la présence de transcrits mutés, est celui de I’interférence a I’ARN (ARNi)
via I’action de la ribonucléase DICER. Cette protéine est cruciale dans la voie d'interférence a
I’ARN car elle reconnait les séquences d'ARN double brin et induit leur clivage en duplex plus
courts de 21 nucléotides. Ces duplex sont ensuite recrutés dans le complexe RISC (RNA-
induced silencing complex) pour servir de guide et induire la dégradation de I’ARN cible. Par
ailleurs, d’autres stratégies utilisant I’ARN interférence ont été développées. Ainsi, de petites
séquences nucléiques exogenes tels que les siRNA (small interfering RNA) ou shRNA (small
hairpin RNA) ont été synthétisées pour cibler soit une région en amont des répétitions CUG
dans le geéne DMPK (Langlois et al. 2005), soit directement les CUG ou la région 3 UTR du
transgéne HSA du modele murin HSAMR (Sobczak et al. 2013; Bisset et al. 2015). Dans chacune
de ces approches, il a été observé une diminution importante des quantités de transcrits, associée
a une réduction du nombre de foci, une relocalisation de MBNL et une correction des défauts
d’épissage. Notamment, dans le modele HSA™R, la correction du défaut d’épissage du canal
chlore Clcnl a été corrélée a I’abolition de la myotonie apreés administration locale de siRNA
par électroporation. De méme, les résultats similaires obtenus par injection systémique in vivo
montre la possibilité de détruire les ARN mutés par une approche de thérapie génique par AAV
(Bisset et al. 2015). Néanmoins, I’utilisation de ShRNA dans les cellules DM1 montre une

réduction de I’allele sauvage (Langlois et al. 2005) et un effet négatif sur le transcrit Tx/nb
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contenant 9 répétitions CUG dans son 3° UTR (Sobczak et al. 2013). Ces approches visant a
dégrader les transcrits mutés DMPK montrent que la prise en charge de I’acteur principal est
efficace mais provoque également des effets secondaires déléteres. De plus, ces résultats ont
montré que I’ARNi pouvait étre effectif dans les noyaux des cellules et non uniquement dans
le cytoplasme, puisque les transcrits DM 1 mutés séquestrés dans le noyau sont dégradés par ce
systeme. Actuellement, un essai clinique mené par la compagnie Avidity est en cours, utilisant
des siRNA dirigés contre DMPK couplés a un anticorps contre le récepteur a la transferrine
anti-TRF1 permettant une meilleure pénétration cellulaire (NCT05027269). Les premiers
résultats semblent encourageants, puisque tous les patients injectés montrent une réduction
significative de DMPK, une amélioration des défauts d’épissage et une amélioration de la

myotonie chez certains patients.

IV.1.34 OligoAntisens (ASO) Gapmers

Une autre stratégie basée sur la dégradation de I'ARN est l'utilisation d'oligonucléotides
antisens (ASO) de type gapmers (ASO-gapmers). Cette stratégie implique I’utilisation d’ASO
dont les extrémités 5’ et 3’ sont constituées de bases chimiquement modifiées (pour augmenter
la liaison aux ARN, la résistance aux nucléases et la pénétration tissulaire) et dont le cceur
central (ou « gap ») est constitué de 8 a 10 nucléotides d’ADN non-modifié. L’ ASO-gapmer lié
a son ARN cible forme ainsi au niveau de sa partie centrale, un hétéroduplex ADN/ARN

reconnu par la RNase H qui dégradera I’ARN cible (Figure 27).
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Figure 27 : Principe de dégradation spécifique des transcrits DMPK mutés a I’aide

d’oligonucléotides antisens gapmer. Les gapmers sont des oligonucléotides antisens
présentant une conformation spécifique caractérisée par la modification chimique au niveau de

89



leurs deux extrémités 5° et 3°. Ces modifications conferent au gapmer une meilleure affinité
pour les acides nucléiques et une résistance aux nucléases. La partie centrale du gapmer
présente des déoxynucléotides non modifiés. Au moment de I’hybridation du gapmer sur sa
séquence d’ARN cible, la présence de ces oligonucléotides centraux non modifiés permet la
reconnaissance de I’hétéroduplex gapmer/ARNm par la nucléase RNase H et sa dégradation.
(Adapté de Matsui and Corey, 2017)

Dans la DM1, et de facon comparable a 1’utilisation des siRNA, des ASO-gapmers ont été
spécifiquement développés pour reconnaitre soit directement les répétitions CUG grace a une
séquence antisens (CAG ), (Lee et al. 2012; Manning et al. 2017), soit ciblant le transcrit muté
DMPK (Jauvin et al. 2017; Nakamori, Gourdon, et Thornton 2011; Wheeler et al. 2012) ou le
transcrit HSA-CUGexp (Wheeler et al. 2012) en amont ou en aval des répétitions CUG. Ces
stratégies ont été testées sur plusieurs modeles murins de la DM1. Le traitement avec ces
composés entraine une diminution importante de 80% des transcrits DMPK, accompagnée
d’une baisse de la quantité de foci dans les muscles squelettiques et dans le cceur des souris
DM1, d’une correction des défauts d’épissage mesurés ainsi que de la myotonie (Jauvin et al.
2017; Overby et al. 2018; Yadava et al. 2020). De plus, des études du phénotype musculaire
réalisées sur les modeles murins HSAMR et DMSXL injectés par voie systémique conduisent
respectivement a une amélioration de la myotonie (Wheeler et al. 2012), a une augmentation
de la masse corporelle et une amélioration de la force musculaire (Jauvin et al. 2017). Il est
important de noter que ces effets bénéfiques sont maintenus jusqu'a un an apres la fin du
traitement dans la souris HSAR (Wheeler et al. 2012). Cependant, la région ciblée par les ASO-
gapmers est située en amont des répétitions et donc, dans un contexte humain, cible les deux
transcrits DMPK induisant également une diminution importante du transcrit normal (Jauvin et
al. 2017). Néanmoins, les résultats obtenus dans les souris KO pour le gene DMPK (Carrell et
al. 2016; Reddy et al. 1996b) et les singes traités avec les ASO-gapmers (Pandey et al. 2015)
montrent que 1’absence de la protéine DMPK au cours du développement ou chez 1’adulte n’a
que peu d’impact sur 1’organisme. Considérant ainsi une balance bénéfice/risque favorable,
I’ASO-gapmer ISIS 486178 (de la compagnie IONIS) ciblant une séquence non répétée du
transcrit DMPK humain a été testé dans un essai clinique de phase I/Ila sur une cohorte de 48
patients DM1 afin d’évaluer la tolérance, la siireté et 1’efficacité sur les marqueurs cliniques
(NCT02312011). Malheureusement, la faible absorption cellulaire de cet ASO observée chez
les patients DM1 n’a pas permis a cet essai d’atteindre une efficacité suffisante (Overby et al.,
2018). Récemment, un nouvel essai clinique qui utilise une stratégie gapmer contre DMPK
(dont la région ciblée est inconnue) couplée a un anticorps anti-TRF1 est mené par Dyne

Therapeutics (NCT05481879) chez 64 patients DM1.
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L’utilisation d’outils thérapeutiques permettant la dégradation et la réduction de la quantité des
transcrits mutés montre des effets thérapeutiques encourageants. Ces approches permettent une
correction globale des dysfonctionnements moléculaires qui est accompagnée par la
redistribution des protéines MBNL dans le noyau. Compte tenu de la trés haute affinité de
MBNL pour les répétitions, des approches thérapeutiques consistant a perturber la liaison
délétere entre I’ARN-CUG et les protéines MBNL ont été proposées afin de restaurer les
fonctions de MBNL. Plusieurs molécules pharmacologiques mais également des ASO sans
activité RNAse H, ont été développés pour empécher la séquestration des protéines MBNL, ou

délocaliser les protéines MBNL séquestrées.

IV.1.4.1 Blocage stérique des répétitions par I’utilisation de petites molécules

Plusieurs petites molécules pharmacologiques ont été identifiées par criblage sur la base de leur
capacité inhibitrice de I’interaction des répétitions CUG avec les protéines MBNL. Parmi
celles-ci, on peut trouver des molécules anti-cancéreuses (Daunorubicine), des molécules anti-
parasitaires (Pentamidine) (Coonrod et al. 2013) ou des antibiotiques (Lomofungine et
Erythromycine) (Nakamori et al. 2016). Pourtant, 1’utilisation de certaines de ces molécules est
tres limitée en raison de leur toxicité élevée in vivo (Piotr Konieczny et al. 2017; Reddy et al.
2019). Des molécules dérivées de la Pentamidine (dont le mécanisme d’action est celui
d’inhibition de la transcription de 1’allele DMPK muté et non de bloqueur stérique) ont été
développées afin de pallier la toxicité de ces molécules. Certains de ces dérivés (4 sur 7)
permettent une correction des défauts d’épissage des minigenes INSR et TNNT2 dans un modele
cellulaire exprimant 960 triplets CUG. Parmi ces dérivés, I’Heptamidine montre une efficacité
supérieure aux autres composés, permettant une amélioration des altérations d’épissage,
notamment le canal chlore Clcnl, associée a une abolition de la myotonie chez les souris HSALR
suite au traitement intra-péritonéal (Coonrod et al. 2013). Une molécule semblable a la
Pentaminide, la Furamidine, a été identifiée pour son affinité pour I’ARN muté avec une
toxicité réduite in cellulo, sa capacité a relocaliser les protéines MBNL et a induire une
réduction de I’ARN-CUGexp dans la souris HSA™® (Jenquin et al. 2018). De méme, son
administration sur le modele HSAR, montre une correction partielle des transcrits Atp2al et
Clcnl et une redistribution nucléaire de MBNL1 (Ruth B. Siboni et al. 2015). De par sa haute
affinité pour les CUG, I’Erythromycine provoque la diminution d’une quantité de foci et une

correction partielle des défauts d’épissage sur des fibroblastes issus de patients DMI.
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L’administration systémique et orale sur le modele murin HSA® induit toutefois une réduction
de la myotonie, corrélée a la correction d’épissage du Cncll, associée a une bonne tolérance
préclinique (Nakamori et al. 2016). Au regard de ces résultats limités mais encourageants sur
I’utilisation indépendante de ces deux molécules, un traitement combiné avec I’Erythromycine
et la Furamidine a été testé sur le modele HSAMR (Jenquin et al. 2019). L’administration orale
corrige partiellement la myotonie et montre une correction élevée du nombre de transcrits
dérégulés dans ce modele. Basé sur la capacité a inhiber la séquestration des protéines MBNL,
le criblage de petites molécules chimiques a permis d’identifier des candidats pour le traitement
de la DM1. Néanmoins, ces molécules, seules ou en combinaison, ne permettent qu’une
amélioration partielle des défauts moléculaires spécifiques de la DMI. Cependant,
I’Erythromycine est en cours d’essai clinique de phase II, sur 30 patients par I’université

d’Osaka (JRCT2051190069s).

IV.14.2 Oligonucléotides Antisens (ASO) sans activité RNAse H

Contrairement aux ASO-gapmer utilisés pour la dégradation de 1'ARN ciblée, des ASO sans
activité RNase H ont été congus pour se lier spécifiquement aux séquences répétées CUG et se
composent de répétitions CAG entierement modifiées d'environ 15 a 30 nucléotides. Deux
premieres études ont utilisé des ASO de séquences répétées CAG et entierement modifié€s avec
des chimies différentes (PMO ou 2'-OME, respectivement) dans des modeles murins de la
DM1. Les modifications chimiques augmentent 1’affinité pour I’ARN, les rendent résistants a
la dégradation par les nucléases, évitant 1’activation de la RNase H (Rinaldi et Wood 2018)
(Figure 28). Ainsi, le traitement avec un PMO-CAG,s permet un déplacement de MBNL1
séquestré dans les foci conduisant a la relocalisation de la protéine MBNL et a la restauration
de son activité fonctionnelle (Wheeler et al. 2009).

Enfin, afin d’accroitre leur pénétration dans les tissus et ainsi leur efficacité apres un traitement
systémique, ces ASO ont été conjugués a différents composés comme des groupements
lipidiques, des anticorps ou encore des cell-penetrating peptides (Roberts, Langer, et Wood
2020). Par exemple, I'injection d’un CAG;-ASO couplé a un peptide, le pipba, par voie
systémique dans le modele HSA™® a montré une correction complete de la myotonie et des
défauts d’épissage 6 mois apres traitement (Leger et al. 2013; Klein et al. 2019). Bien que ces
ASO-CAGn ne soient pas destinés a induire la dégradation de I’ARN muté mais a empécher la
liaison délétere CUG/MBNL, leur utilisation a entrainé une réduction importante des ARN
mutés dans les cellules DM1 (Gonzdlez-Barriga et al. 2013; Mulders et al. 2009) et dans les
modeles murins de la DM1 (Mulders et al. 2009; Wheeler et al. 2009) et ce, sans activer les
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mécanismes de dégradation liés a la RNAse H. Cela suggere que ce blocage stérique des CUG
permet d’une part la libération ou empéche la fixation de MBNL, et d’autre part induit une
dégradation des transcrits mutés par une voie encore inconnue. Ainsi la libération de MBNL
dans le noyau permet une restauration de ses fonctions et notamment celle de facteur d’épissage.
Cependant, 1’affinité élevée des ASO pour les CUG peut également provoquer des effets de
liaison non désirés sur d’autres transcrits comportant des petites séquences répétées CUG non
pathologiques et ainsi perturber leur expression (Gonzélez-Barriga et al. 2013; Sobczak et al.

2013).
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Figure 28 : Approches d’inhibition de la séquestration des protéines MBNL par les
triplets CUG des transcrits toxiques a 1'aide d’oligonucléotides antisens (ASO).

(A) Les ASO de séquence (CAG)n reconnaissent les motifs CUG des transcrits mutés.
L’interaction ASO-CAG/CUG induit alors un blocage stérique des triplets CUG, empéchant la
liaison des protéines MBNL. (B) Les principales modifications chimiques du squelette des ASO
avec de gauche a droite : remplacement du groupe phosphate par un groupement
phosphorothioate, remplacement du squelette phosphoribose par un cycle morpholino ainsi
qu’un groupement phosphorodiamidate (PMO, Phosphorodiamidate Morpholino Oligomers),
échange du ribose par un acide nucléique bloqué simple (LNA, Locked Nucleic Acid ou BNA,
Bridged Nucleic Acid) et addition d’un groupement 2’-o-méthyle au niveau du carbone 2 du
ribose (2°-OMe). (Adapté de Fautsch et al. 2021; Rinaldi et Wood 2018)

IV.1.5 Cibler les protéines altérées dans la DM

Dans le contexte de la DM, le transcrit muté portant les répétions CUG séquestre les protéines
MBNL et provoque également une augmentation anormale des protéines CELF. Les options
thérapeutiques proposées ci-dessus visent a réduire I’expression du transcrit muté au niveau de

I’ADN ou de I’ARN, ou de bloquer I'interaction entre les transcrits mutés et les protéines de

93



liaison a I’ARN. Quelle que soit I’approche utilisée, la correction des défauts moléculaires et
phénotypiques spécifiques de la DM 1 observée dans les différents modeles est toujours corrélée
a une redistribution des protéines MBNL fonctionnelles dans le noyau des cellules. Ainsi, le
développement d’approches thérapeutiques a donc été proposé pour cibler les acteurs

secondaires de la DM1 a savoir la dérégulation des protéines MBNL et CELF1.

IV.1.5.1 Dérégulation des protéines CELF

Les protéines CELF sont des protéines impliquées dans la régulation du métabolisme de
certains ARN et participent a la splicéopathie observée dans la DM1. Dans la maladie, les
niveaux de la protéine CELF1 sont augmentés. Cette dérégulation de CELF1 est liée entre
autres a son hyperphosphorylation initiée par la kinase PKC. Ainsi, plusieurs approches visant
a cibler les voies de signalisation activées en aval de I'expression des CUG, en particulier PKC

et GSK3[, ont été testées.

IV.1.5.1.1 Inhibiteurs pharmacologiques de kinases intracellulaires

L’utilisation de composés inhibiteurs de la kinase PKC administrés chez les souris EpA960 tel
que Ro-31-8220 a conduit a la normalisation des niveaux de protéines CELF1. La diminution
de la quantité des protéines CELF1 induit la correction des défauts d’épissage dépendant de
CELF1 tel que I’exon 21 du transcrit Ank2, suivie de 'amélioration du phénotype cardiaque et
de la survie des souris (Wang et al. 2009). Cette molécule a également été identifiée au cours
d’un criblage de molécules capables d’inhiber la formation de foci dans une lignée de
fibroblastes de patients DM1. En plus de sa capacité a inhiber la formation de foci, cette
molécule permet une diminution des protéines CELFI1. Toutefois, il a été montré que le
mécanisme d’action impliqué était indépendant de 1’inhibition de la protéine PKC, mais
proviendrait de ’inhibition de kinases complémentaires telle que GSK3[3 (Davies et al. 2000).
Malgré I’amélioration sensible des quantités de protéines CELF1, la molécule Ro-31-8220 ne
permet qu’une faible correction des défauts d’épissage de INSR et de ATP2A1 (Ketley et al.
2014).

IV.1.5.1.2 Inhibiteurs pharmacologiques de la kinase GSK3B
Plusieurs inhibiteurs de la voie GSK3f ont été testés comme approches thérapeutiques afin
d’équilibrer le niveau des protéines CELF. Notamment, I’utilisation du TDZD-8 (4-benzyl-2-

methyl-1,2 4-thiadiazolidine-3,5-dione) et du lithium entrainent une amélioration de la
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myotonie et de la force musculaire des souris HSAIR traitées (Jones et al. 2012). Une autre
molécule inhibitrice de la kinase GSK3, le 6-bromoindirubin-3'-oxime (BIO), administrée sur
des souriceaux HSAM®R, permet la correction pratiquement complete de la quantité de la kinase
GSK3p, avec un effet persistant sur un an, mais également une amélioration importante de la
myopathie et de la force musculaire (Wei et al., 2018). L’utilisation du Tideglusib (TG)
(4Benzyl-2-(naphthalen-1-yl)-1,2 4-thiadiazolidine-3,5-dione), a montré sa capacité a diminuer
la quantité de protéines GSK3[3 amenant a une normalisation des quantités des protéines CELF1
dans des cellules musculaires de patients DM1 et dans les tissus musculaires des souris traitées
des modeles HSA™ et DMSXL. Une diminution du transcrit muté a aussi été observée, associée
a une diminution du nombre de foci, a une amélioration de la force musculaire pour les HSALR
et de la myopathie pour souris HSAR et DMSXL. Des effets du TG sont également observés
dans le systeme nerveux central des souris DMSXL traitées avec une correction de défauts
d’épissage mais également une amélioration de la survie postnatale, la croissance et 1'activité
neuromotrice des souris DMSXL (Wang et al. 2019). Au regard de ces résultats prometteurs,
le TG est actuellement évalué dans une étude clinique de phase II incluant 16 patients DM 1
atteints des formes congénitale et juvénile (ClinicalTrials.gov : NCT02858908) (M. Wang et
al., 2019).

IV.1.5.2 Augmentation thérapeutique de la quantité de protéine MBNL

Décrites précédemment, les protéines de la famille MBNL sont impliquées dans la maturation
de plusieurs transcrits et jouent un rdle central dans la pathologie. La perte de fonction des
protéines MBNL1 est impliquée dans I’altération de la biogénese de certain miR ainsi que dans
la localisation, la polyadénylation et 1’épissage alternatif des ARN messagers. Les différentes
stratégies développées provoquant la réduction des ARN toxiques ont pour but de libérer les
protéines MBNL1 et de restaurer leurs fonctions. Une stratégie simple consiste a restaurer les
niveaux fonctionnels de MBNLI1 soit par sa surexpression directe, soit en modulant I'abondance

des protéines MBNL endogenes par 1’utilisation de modificateurs d'expression génique.

IV.1.5.2.1 Surexpression exogene des protéines MBNL1

Le remplacement de protéines par 1’apport exogene via la thérapie génique est une approche
qui a montré son efficacité dans plusieurs pathologies telles que la maladie de Duchenne ou
I’ Amyotrophie Spinale (Aguti, Malerba, et Zhou 2018). Dans le cas de la DM1, la surexpression
de MBNLI1 par injection locale de vecteur TAAV1-MBNLI (recombinant Adenovirus

Associated Virus) dans le modele murin HSAMR a montré une correction partielle des défauts

95



d’épissage testés. Parmi ces transcrits, la correction du transcrit murin du canal chlore Clcnl,
conduit a une normalisation de la myotonie. Cependant, aucun signe d'amélioration de
I'histopathologie musculaire n’a été observé (Kanadia et al. 2006). De plus, le croisement d’une
souris surexprimant MBNL1 dans le muscle squelettique avec une souris HSAR montre une
correction efficace des défauts, associée a une abolition de la myotonie dans plusieurs muscles
testés. La surexpression de MBNLI1 a I’état embryonnaire permettrait de prévenir la mise en
place de la myopathie, puisqu’il a été observé une réduction importante de fibres nécrotiques
ou de fibres présentant des noyaux internalisés (Chamberlain et Ranum 2012). En revanche,
des résultats contradictoires obtenus dans une étude de surexpression dans un modele murin
portant 200 répétitions CTG inductibles montrent que la surexpression de MBNL1 n’est pas
suffisante pour inverser les phénotypes DMI1 tels que la myotonie ou les anomalies de la
conduction cardiaque. Corrélée a 1’absence d’amélioration phénotypique, la correction des
épissages alternatifs aberrants reste mineure. Pire, une surexpression exogene trop importante
de MBNL1 aggraverait méme la pathologie musculaire caractérisée alors par une réduction de
la taille des fibres et une augmentation de la quantité de fibres présentant des noyaux centralisés

(Yadava et al. 2019).

IV.1.5.2.2 Augmentation de I’expression endogéne de MBNL

Le concept thérapeutique d’augmentation de la quantité de protéines MBNL basé sur I’étude
de I’expression des geénes MBNL a permis d’identifier, par exemple, I’implication de miR
endogenes dans la régulation de leur expression. Ces différents mécanismes sont donc des
cibles potentielles thérapeutiques pour accroitre les quantités de protéines MBNL endogenes et
restaurer une activit¢ MBNLI1 dans les cellules DM1. Des approches visant a augmenter le
niveau de MBNL endogene en ciblant les miARN ou par utilisation de molécules chimiques

permettent une modulation de I’expression des protéines MBNL.

IV.1.5.2.2.1 Inhibition des miR anti-MBNL1

Une étude réalisée dans un modele sauvage de drosophile a démontré I’implication de miR dans
la régulation des transcrits des protéines MBNL. Particulierement, les miR-277 et miR-304
endogenes induisent la diminution de la quantité de protéines MBNL dans les muscles des
mouches (Cerro-Herreros et al. 2016). Des oligonucléotides antisens (ASO) complémentaires
agissant comme des « éponges » sur ces miR ont donc été congues dans le but de les neutraliser

et d’induire I’augmentation des protéines MBNLI1 (Figure 29)
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Figure 29 : Principe de neutralisation d’un miR (miARN) endogéne a I’aide d’une
séquence complémentaire inhibitrice spécifique (antagomiR ou éponge a miR).
L’interaction entre I’antagomiR et le miR empéche ce dernier d’exercer sa fonction inhibitrice
en association avec la protéine argonaute (AGO) au niveau de son transcrit cible. (Adapté de
Matsui and Corey, 2017)

Ainsi, ces « éponges » ont permis une augmentation des quantités de protéines MBNL
endogeénes dans des drosophiles sauvages. Leur utilisation dans un modele de drosophile
exprimant un transgene avec 480 répétitions CUG interrompues a permis une amélioration de
la myopathie et la survie des mouches adultes DM1 (Cerro-Herreros et al. 2016). Les miR-23b
et miR-218 ont été identifiés comme des modulateurs de 1’expression des protéines humaines
MBNL1 et MBNL2 dans une lignée cellulaire tumorale humaine. L’utilisation d’ASO
complémentaires de ces deux miR (antagomiR) a permis une augmentation entre 2 et 4 fois du
niveau de protéines MBNLI1 et MBNL2 dans des cellules musculaires de patients DM1 et
environ 2 a 3 fois dans le tissu musculaire du modele murin HSA™R (Cerro-Herreros et al. 2016,
2020). L’augmentation de ces protéines est accompagnée d’une correction légere des défauts
d’épissage et est corrélée a une réversion partielle de la myotonie. Quatre jours apres
administration de ces antagomiR par voie systémique, les auteurs observent une diminution du
pourcentage de fibres présentant des noyaux internalisés (Cerro-Herreros et al. 2018). Par
conséquent, l'identification des répresseurs de miARN de tous les paralogues MBNL pourrait
étre tres prometteuse comme future cible thérapeutique afin de restaurer des niveaux de
protéines adéquats. Néanmoins et de facon comparable a I'utilisation des ASO gapmer ou

d’encombrement stérique, les propriétés pharmacologiques de ces antagomiR montrent de
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faibles biodistributions et absorptions cellulaires (Rinaldi et Wood 2018). De plus, un miR
possede généralement plusieurs centaines de transcrits cibles. L’utilisation d’antagomiR
agissant comme des séquences « éponges » induisant la neutralisation d’un miR spécifique peut
alors conduire a une dérégulation indésirable de ces transcrits (Lopez Castel, Overby, et Artero
2019). Par conséquent, I’utilisation de molécules pharmacologiques approuvées et utilisées
dans d’autres pathologies a été investiguée dans un objectif similaire d’accroitre la quantité des

protéines MBNL endogenes fonctionnelles.

IV.15.2.2.2 Modulation pharmacologique de I’expression de MBNL

Le criblage de différentes banques de molécules a été réalisé dans le but d’identifier des
composés capables d’augmenter la quantit¢é de MBNL endogene. Parmi ces molécules, des
inhibiteurs d’histones désacétylases (HDAC), tels que le Vorinostat (suberoylanilide
hydroxamic acid ou SAHA), ISOX (5Smethyliosxazole-3-carboxylic acid) et 1’anti-
inflammatoire non stéroidien, le phénylbutazone (ou PDZ) (4-butyl-1,2-diphényl-
pyrazolidine3,5-dione) ont montré une augmentation d’environ 2 fois la quantité des protéines
MBNL, corrigeant partiellement les défauts d’épissage testés dans différents modeles
cellulaires (Zhang et al. 2017) et le modele murin HSAMR (Chen et al. 2016). Alors que les
inhibiteurs HDAC semblent avoir un impact minime en réduisant I’intensité des foci, 1’anti-
inflammatoire PDZ empéche I’interaction protéines MBNL-CUG basée sur I’observation de la
diminution de la colocalisation des protéines MBNL1 avec les foci (Chen et al. 2016; Zhang et
al. 2017). Cependant, 1’utilisation clinique des inhibiteurs de HDAC pourrait é&tre
problématique car ces molécules induisent également I’arrét du cycle cellulaire, I’inhibition de

la réparation de I’ADN ou encore 1’apoptose (Manal et al., 2016).

Parmi les différentes stratégies thérapeutiques développées pour la DM, certaines se limitent a
corriger un symptdome ou un mécanisme altéré dans cette pathologie. Plus spécifiquement, ces
stratégies visent le défaut d’épissage du canal chlore responsable de la myotonie ou la

dérégulation de 1’autophagie liée a I’atrophie musculaire chez les patients DM.

IV.1.6.1 Correction spécifique de défauts d’épissage du canal chlore CLCN1
Traiter certains effets de la maladie et non la cause est une approche alternative envisageable

pour la DM. Considérant la DM comme une pathologie induite par des défauts d’épissage
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directement liés aux signes cliniques de la maladie, cibler spécifiquement ces transcrits
anormaux pourrait améliorer individuellement les caractéristiques de la maladie. Ainsi
I’altération d’épissage de la protéine membranaire canal chlore CLCNI1 induite par la
dérégulation des protéines MBNL et CELF1, a pour conséquence 1’apparition de la myotonie
chez les patients. Plusieurs approches ont été testées pour atteindre cet objectif. La premiere
des stratégies consiste a cibler directement 1’exon 7a au niveau du pré-ARN de CLCNI. Cet
exon présente un codon stop qui est anormalement inclus en présence du DMPK muté,
provoquant I’absence de protéine CLCN1 fonctionnelle localisée aux membranes de la fibre.
Un oligonucléotide antisens (ASO) morpholino dirigé contre I'exon 7a a ainsi été injecté intra-
musculairement chez la souris HSAR. Cet ASO a pour but d’empécher I’inclusion anormale de
I’exon 7a en masquant l'acces de la machinerie d'épissage au site d'épissage 3' du pré-ARN
messager de l'exon 7a (Figure 30). Ainsi, une exclusion efficace de cet exon permet la
restauration de la production de protéines fonctionnelles relocalisées au niveau membranaire
conduisant a [’abolition de la myotonie. Néanmoins, la pénétration étant réduite,
I’administration de 1’ASO nécessite une perméabilisation tissulaire par électroporation rendant
I’approche efficace localement (Wheeler et al. 2007). De plus les ASO sont caractérisés par une
élimination rapide de I’organisme (Rinaldi et Wood 2018). La seconde approche a été
d’identifier par criblage a partir d’une banque de 472 molécules pharmacologiques, un composé
pouvant corriger spécifiquement le défaut d’épissage du canal chlore CLCNI in vitro.
L’antibiotique Manumycin A a été identifié comme candidat pouvant moduler uniquement le
défaut d’épissage de Clcnl dans le modele HSAMR, Toutefois, le mécanisme conduisant a cette

modification n’est actuellement pas connu.

Normal 6 7 7Ta 8 ---— Protéine CLCNI fonctionnelle

Codon stop prématuré

DM1 6 7 7a 8 ——-= Dégradation le NMD
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_[ 6 ]__[ 7 H .: H 8 ]_ ———~  Dégradation le NMD

........ Perte de fonction de CLCN1
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—{ 6 o 7 FH 7a o8 }— ---= Protéine CLCNI fonctionnelle

99



Figure 30 : Stratégie utilisant des oligonucléotides antisens (ASO) pour corriger I’épissage
alternatif du canal chlore CLCNI1. Un ASO dirigé contre les sites de régulation de I’épissage
de I’exon 7a de CLCNI permet d’empécher I’inclusion de cet exon dans une cellule DM1 et

ainsi restaure la production d’une protéine fonctionnelle (Adapté de Wheeler et al. 2007)

IV.1.6.2 Correction spécifique de I’autophagie cellulaire responsable de 1’atrophie
musculaire

En plus de la faiblesse musculaire, 1I’atrophie musculaire est a I’origine de la majorité des déces
prématurés des patients en raison d’insuffisances respiratoires. L’atrophie observée chez les
patients pourrait s’expliquer par une dérégulation de la voie de 1’autophagie résultant de la
présence de transcrits DMPK mutés. Une étude de la physiologie de la DMI révele une
dérégulation des éléments de contrdle de 1’autophagie cellulaire comme la diminution de la
quantité de miR-7 (Sabater-Arcis et al. 2020) ou I’altération des voies de signalisation
AMPK/mTOR (Brockhoff et al. 2017). Les options thérapeutiques développées consistent donc
a normaliser ces régulateurs de 1’autophagie.

Ainsi, une réduction de miR-7 est retrouvée dans un modele de drosophile DM1 et dans des
biopsies musculaires de patients (Fernandez-Costa et al. 2013). L’utilisation d’une séquence
nucléotidique similaire au miR-7 (agomiR) conduit a la normalisation des protéines régulatrice
de l’autophagie ATG4A ou ATG7. Cette normalisation conduit a une correction de
I’hyperactivation de 1’autophagie puis une amélioration de la différenciation cellulaire de
cellules musculaires de patients DM1 (Sabater-Arcis et al. 2020). La voie AMPK est également
nettement réprimée dans le modele de souris HSAIR et dans des myoblastes dérivés de patients
DM1. L'activation pharmacologique chronique de la signalisation AMPK chez les souris DM 1
avec AICAR (5-aminoimidazole-4-carboxamide-1--D-ribofuranoside) a de multiples effets
bénéfiques sur le phénotype DM1. Notamment, le traitement avec AICAR dans des modeles
murins et cellulaires de la DMI1, améliore 1'histologie musculaire et corrige plusieurs
événements associés a la toxicité de ' ARN muté tels qu une diminution du nombre de foci, une
correction du défaut d’épissage du canal chlore Clcnl (Ravel-Chapuis et al. 2018) et une
abolition de la myotonie (Brockhoff et al. 2017). L hyperactivation de la voie AMPK via
I’administration chronique de AICAR présente des effets positifs dans la DM1. Cependant il a
été rapporté que I’hyperactivation d’AMPK induit également une toxicité neuronale observée
chez les patients atteint de la maladie Huntington (Ju et al. 2011). Récemment, I’utilisation de
la chloroquine, connue comme un bloqueur de 1’autophagie, a montré une amélioration modeste

de la dérégulation de 1’épissage alternatif dans les cellules musculaires de patients DM1 et des
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caractéristiques fonctionnelles dans le modele murin HSA™R. Ces améliorations sont le résultat
d’une diminution de la dégradation autophagique des protéines MBNL1 (Bargiela et al. 2019).
Néanmoins, 1’utilisation répétée de la chloroquine est associée a des troubles du rythme
cardiaque potentiellement graves. Cet effet secondaire délétere non négligeable se rajouterait
alors aux troubles cardiaques déja observés chez les patients atteints de DM1.

L’inhibition directe de 1’autophagie ou de sa régulation conduit a des améliorations de certains
aspects de la pathologie tels que la réduction du nombre de foci ou une normalisation partielle
de certains défauts d’épissage. Cependant, ces différentes options thérapeutiques présentent des
effets secondaires limitant leur potentielle utilisation pour le traitement de patients. En
conséquence, de nouvelles options thérapeutiques alternatives sont nécessaires pour espérer

atteindre une meilleure efficacité thérapeutique.

Conclusion

Les différentes études publiées montrent 1’intérét de cibler le gene DMPK contenant les CUG,
soit en dégradant I’ARN muté directement, soit en bloquant I’interaction délétere entre les ARN
mutés et les protéines MBNLI1. Les ASO remplissent en partie ces fonctions mais la faible
efficacité de pénétration tissulaire limite les effets chez les patients. Certaines molécules
chimiques remplissent également les fonctions de bloqueurs ou d’inhibiteurs de I’expression
mais leur utilisation a long terme pourrait devenir toxique. Néanmoins, ces études précliniques
montrent que cibler 1’interaction de MBNL avec les CUG permet de libérer les protéines
MBNLI des foci, de restaurer leur activité d’épissage et de corriger la myotonie dans le modele

murin HSAR,
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Objectifs

Problématiques et objectifs du travail de these

La dystrophie myotonique de type 1 est une maladie multisystémique qui touche principalement
le systeme nerveux central, le cceur et les muscles. Plusieurs années apres 1’identification de la
mutation, et le développement d’approches thérapeutiques aucun traitement curatif n'est
disponible a ce jour. Toutefois, de nombreux modeles in vivo et in vitro ont été développés et
utilis€s comme outils pour confirmer le réle des répétions CUG dans la DM. Ces différents
modeles présentent plusieurs caractéristiques associées a la pathologie comme la formation de
foci, la séquestration des protéines MBNL et les défauts d’épissage. Cependant, aucun modele
ne récapitule de maniere complete le mécanisme physiopathologique de maniere idéale. Il
existe donc toujours un besoin de modeles cellulaires pertinents pour comprendre les
mécanismes moléculaires et pour évaluer ’efficacité des approches thérapeutiques. En raison
de ces besoins dans la DM, mon travail de thése a reposé sur deux objectifs. Premi¢rement, le
développement et la caractérisation de modeles de cellules musculaires immortalisées issues de
patients atteints de DM1. Le second objectif a été de développer et d'évaluer une nouvelle
stratégie de thérapie génique pour la DM dans ces modeles cellulaires et dans un modele murin

de la maladie.

Développement de lignées musculaires humaines immortalisées de la dystrophie
myotonique pour I’évaluation d’approches thérapeutiques.

Le but de ce travail a été de développer et de caractériser de nouveaux modeles cellulaires
stables a partir de tissus musculaires issus d’un patient atteint de DM et d’un individu sain. Afin
d’évaluer la fiabilité de ces modeles cellulaires pour I’évaluation in vitro des effets des
composés thérapeutiques, une preuve de concept a été réalisée en utilisant deux approches
antisens associées a une analyse transcriptomique. L’ensemble des résultats obtenus dans cette
étude ont donné lieu a la publication de I’article «Immortalized human myotonic dystrophy
muscle cell lines to assess therapeutic compounds » dans le journal Disease Model and

Mechanisms dont je suis premier auteur (Arandel et al. 2017).

Développement et évaluation d’une approche de thérapie génique basée sur une stratégie
de leurre.
Le but de ce travail a été de conceptualiser et de valider une approche de thérapie génique basée

sur 1'utilisation d’une protéine de liaison a I'ARN MBNL1 modifiée. La preuve de concept a
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été réalisée en utilisant cette stratégie de leurre dans des cellules humaines immortalisées puis
sur un modele murin de la DM1 par I’administration d'un vecteur viral. Nous nous sommes
intéressés a déterminer a la fois le mécanisme d'action et le potentiel thérapeutique de cet outil
a inverser les phénotypes DM associés. Ces travaux ont amené a un dépdt de brevet en 2015
(Treatment for Myotonic Dystrophy, PCT/EP2015/ 058111) et a la publication de I’article
« Decoy gene therapy based on engineered expanded-repeat binding protein prevents RNA
toxicity in Myotonic Dystrophy » dans le journal Nature Biomedical Engineering dont je suis

premier auteur (Arandel et al. 2022).
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Matériel et méthodes

Culture cellulaire

Les biopsies musculaires et cutanées ont été obtenues aupres de la banque de tissus MyoBank-
AFM pour la recherche, partenaire du réseau européen EuroBioBank, conformément a la
recommandation européenne et a la l1égislation frangaise. Les biopsies musculaires ont été
obtenues a partir du muscle semi-tendineux d’un homme de 25 ans non atteint (Ctrl), d’un
muscle quadriceps d’une patiente de 53 ans atteinte de DM2 (4000 CCTG dans le muscle) et
d’un muscle gastrocnémien d’une patiente de 11 ans atteinte d’une forme infantile de DM1
(1300 CTG dans le sang, 2600 CTG dans les cellules musculaires). Les cellules primaires ont
été isolées a partir des biopsies comme décrit précédemment (Chaouch et al. 2009; Mouly et al.
1993). Les myoblastes sont cultivés dans un milieu de prolifération composé d’un mélange de
milieu 199/DMEM (rapport 1/4 ; Life Technologies) complété par 20% de FBS (Life
Technologies), 50 ug/mL de gentamycine (Life Technologies), 25 yg/mL de Fetuin, 0,5 ng/mL
de bFGF, 5 ng/mL d’EGF et 0,2 ug/mL de dexaméthasone (Sigma-Aldrich). Les fibroblastes
immortalisés MyoD-inductibles sont cultivés dans un milieu de croissance DMEM complété
par 10% de FBS et 50 pg/mL de gentamycine. La différenciation myogénique est induite par le
changement du milieu de culture des cellules confluentes en milieu DMEM complété par 5
pg/mL d’insuline pour les myoblastes, et un supplément de 4 yg/mL de doxycycline (Sigma-
Aldrich) pour les fibroblastes immortalisés MyoD-inductibles. Pour la mise en place des lignées
musculaires stables exprimant les constructions GFP-MBNL1 ou GPF-MBNLIA, les
myoblastes humains immortalisés dérivés de I’individu sain et du patient DM1 ont été transduits
avec des vecteurs lentiviraux Tet-On GFP-MBNLI1 ou GFP-MBNLIA et sélectionnés en
présence d'Hygromycine (1 pg/mL, Life Technologies) pendant une semaine. L'induction des
constructions conditionnelles Tet-On GFP-MBNLIA ou Tet-On GFP-MBNLI1 est réalisée en
ajoutant de la doxycycline (4 pg/mL, Sigma-Aldrich) au milieu de culture cellulaire. Pour les
expériences d'extinction de genes, les cellules musculaires différenciées ont été transfectées par
un mélange de siRNA (Eurogentec) dirigés contre les ARNm MBNL1 et MBNL2 (siRNA
MBNLI1 : 5-CAG-ACA-GAC-UUG-AGG-UAU-G-3', siRNA MBNL2: 5’-GAA-GAG-
UAA-UUG-CCU-GCU-UUU-3 ) en utilisant le réactif Lipofectamine RNAi Max (Life
Technologies) comme décrit précédemment (Laurent et al. 2012). Pour les expériences utilisant
les minigenes, des cellules HeLa (ECACC 93021013) ont été cultivées jusqu'a 70% de

confluence et co-transfectées avec 1 ug de plasmide exprimant les minigenes, 1 ug de plasmide
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DT960 et 3 pg de plasmide GFP, GFP-MBNL1 ou GFP-MBNLI1A en utilisant le réactif de

transfection FuGENE HD (Roche Diagnostics) selon les instructions du fabricant.

Immortalisation des myoblastes et des fibroblastes primaires

Les processus d’immortalisation et de sélection ont été effectués comme décrit précédemment
par la plateforme Myololine du Centre de Recherche en Myologie (Chaouch et al. 2009;
Mamchaoui, Trollet, Bigot, Negroni, Chaouch, Wolff, Kandalla, Marie, Di Santo, J. St Guily,
et al. 2011). Brievement, les ADN complémentaires hTERT et Cdk4 ont été clonés dans
différents vecteurs lentiviraux contenant respectivement des marqueurs de sélection de
puromycine et de néomycine. Les myoblastes ont été transduits avec des vecteurs lentiviraux
exprimant hTERT et Cdk4 tandis que les fibroblastes ont été transduits avec un vecteur
exprimant seulement A/TERT, avec une MOI (multiplicity of infection) de 3-5 en présence de 4
pg/ml de polybrene (Sigma-Aldrich). Les cultures cellulaires transduites ont été sélectionnées
avec de la puromycine (0,2 pg/mL) et/ou de la néomycine (0,3 mg/mL) pendant 8 jours. Les
cellules transduites ont été ensemencées a densité clonale et des clones individuels sélectionnés
ont été isolés de chaque population. Pour I’expression conditionnelle de MyoD, les fibroblastes
immortalisés ont été transduits avec des vecteurs lentiviraux exprimant I’ADNc MyoD murin

sous le controle d’une construction inductible Tet-on (Barde et al. 2006).

Clonage MBNLI1A

La construction MBNL1A qui contient les acides aminés 1 a 269 de MBNL1 est marquée par
la GFP puis clonée dans un vecteur lentiviral Tet-On contenant une cassette de sélection a
I'Hygromycine (Chaouch et al. 2009). Les vecteurs lentiviraux ont été produits comme décrit
précédemment (Francois et al. 2011) par la plateforme Myovector du Centre de Recherche en
Myologie. Pour le transfert de génes in vivo, les constructions MBNL1A marquées par GFP ou
par V5, MBNL2A marquées par GFP contenant les acides aminés 1 a 271 de MBNL2, GFP et
MBNL1 marquées par GFP (isoforme 41 kDa) ont été clonées en aval du promoteur du
cytomégalovirus (CMV) dans un plasmide pSMD2, permettant la production de vecteurs
viraux. Brievement, les vecteurs AAV9 ont été préparés par la tri-transfection du plasmide
pSMD2 contenant la construction sélectionnée décrite ci-dessus, le plasmide pXX6 codant pour
les séquences virales essentielles a la production d'AAV et le plasmide codant pour la capside
du sérotype 9 dans des cellules 293 en utilisant le réactif de transfection polyéthyléneimine
(PEI). Les particules virales ont été purifiées sur gradient d'iodixanol et concentrées sur des

colonnes Amicon Ultra-15 100 K (Merck-Millipore). Chaque vecteur AAV a été titré en
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génomes viraux (vg) par mL par PCR quantitative en temps réel (QPCR) comme décrit par
ailleurs (Moulay et al. 2020). Les plasmides pGEX-6P1-MBNLI1 (isoforme de 40 kDa) et
pGEX-MBNLA ont été décrits précédemment (Tran et al. 2011). La construction MBNL1
doublement marquée avec une GST en N-terminal et un 5xHis-tag en C-terminal a été
construite par réaction PCR inverse avec des amorces : 5'-TAG-CTC-GAG-CGG-CCG-CAT-
CGT-3' et 5'-GTG-ATG-GTG-ATG-GTG-ATG-CAT-CTG-GGT-AAC-ATA-CTT-GT3’, en
utilisant le plasmide pGEX-6P1-MBNL1 comme modele. Des minigeénes exprimant soit I'exon
5 de la troponine T cardiaque (cTNT) (Cooper 1998) ou l'exon 11 du récepteur de l'insuline
(INSR) (Savkur et al. 2001) et le plasmide DT960 (DMPK contenant 960 répétitions CTG
interrompues dans le 3’ UTR (don de T. Cooper)) ont été utilisés dans les expériences de co-

transfections.

Traitement des cellules immortalis€es par approches antisens

Pour I’expression des séquences antisens hU7-(CAG);s, les myoblastes DM1 immortalisés ont
été transduits par 1x107 vg/mL de vecteurs lentiviraux exprimant la construction hU7-(CAG);s
décrite précédemment (Frangois et al. 2011). La transduction a été effectuée deux fois pendant
4 heures en présence de 4 pg/mL de polybrene (Sigma-Aldrich) et les cellules transduites ont
été cultivées au moins une semaine avant la différenciation et/ou les analyses. Pour le traitement
par utilisation d’ASO, les myoblastes immortalisés DM1 ou les fibroblastes MyoD-convertibles
DM1 ont été transfectés apres 4 jours de différenciation avec 2 ug/mL de 2-OMe-PT-(CAG),
ASOs en utilisant le réactif de transfection RNAi Max (Life Technologies) selon le protocole

du fabricant. Les cellules ont été récoltées pour analyse 24 heures apres la transfection.

Hybridation fluorescente in situ (FISH) et immunofluorescence (IF) :

Les expériences de FISH ont été réalisées comme décrit précédemment (Frangois et al. 2011) a
I’aide d’une sonde 2'OMe (CAG); marquée au Cy3. Pour les expériences de mesure d’index du
fusion, les immunofluorescences (IF) ont été réalisées comme décrit précédemment (Klein et
al. 2008) a I’aide d’un anticorps anti-desmine (clone D33 1/50, DAKO). Les images ont été
prises a I’aide d’un microscope Olympus BX60 et du logiciel Metamorph (Molecular Devices),
et traitées avec le logiciel Adobe Photoshop (Adobe System Inc.). L’indice de fusion des
cultures de cellules musculaires différenciées a été calculé en pourcentage des noyaux a
I’intérieur des myotubes (>2 noyaux) par rapport au nombre total de noyaux dans les cellules

positives a la desmine. Pour les études de détection de MBNL1A et de MBNL1 dans les foci,
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des expériences combinées de FISH-immunofluorescence (FISH/IF) ont été réalisées en
utilisant une sonde 2'OMe (CAG); marquée au Cy3 et les anticorps suivants : un anticorps
polyclonal anti-GFP conjugué Alexa 488 (A-21311, Life Technologies, 1:200) pour la
détection de GFP-MBNLIA ou un anticorps polyclonal anti-MBNL1 (A2764, don de C.
A.Thornton, 1:1 000), suivi d'un anticorps secondaire anti-lapin de cheévre conjugué a Alexa
Fluor 647 (A-11029, Life Technologies, 1:500) pour la détection de MBNL1 endogene.
Brievement, avant la fixation avec une solution de paraformaldéhyde a 4%, les cellules
différenciées et cultivées sur des lamelles en verre recouvertes de gélatine ont été
perméabilisées dans un tampon CytoSkeletal (Byron, Hall, et Lawrence 2013; Klein et al.
2020) composé de : 100 mM NaCl, 300 mM saccharose, 10 mM pipérazine-N ,N'bis[acide 2-
éthanesulfonique], pH 6,8, 3 mM MgCl,, pendant 3 min sur glace (4°C). Pour les expériences
de quantification du nombre de foci et I’intensité de MBNLI1, les images ont été acquises a
I'aide d'un microscope Nikon Ti2 équipé d'une platine motorisée et d'une té€te a disque rotatif
CSU-W1 (Yokogawa) couplée a une caméra Prime 95 sCMOS (Photometrics). Les analyses
du nombre, de la forme des foci et de 1'intensité du signal MBNL1 ont été réalisées a l'aide du
logiciel Fiji et de scripts personnalisés utilisant le plugin 3D Object Counter. La valeur de
MBNLI séquestrée a été calculée par le volume de chaque foci multipli€ par 1'intensité moyenne

du signal MBNL1 endogene dans les foci et par le nombre moyen de foci par noyau.

Extraction de I' ARN, PCR par transcription inverse (RT-PCR) et RT-gPCR quantitative.

Les ARN totaux ont été isolés a partir des cellules a l'aide du réactif TRI-Reagent (Sigma-
Aldrich) selon le protocole du fabricant. Les tissus musculaires ont été lysés a 1'aide du systeéme
Fastprep et des tubes Lysing Matrix D (MP Biomedicals). Ensuite, 1 ug d'ARN a été
rétrotranscrit a I'aide du systtme M-MLV (Life Technologies) dans un volume final de 20 uL.
Un microlitre de solution d'ADN complémentaire a ensuite été utilis€ dans une analyse PCR
semi-quantitative selon un protocole standard (ReddyMix, ThermoFisher). L'amplification par
PCR a été réalisée pendant 18 cycles pour la détection de GFP- ou V5-MBNLIA, et 30-35
cycles pour I'épissage du pré-ARNm. Les produits de PCR ont été quantifiés soit avec le logiciel
Imagel, soit a I'aide du systeme QIAxcel Advanced (Qiagen). Le ratio d'inclusion d'exon (Psi)
a été quantifié en pourcentage d'inclusion par rapport a l'intensité totale des signaux des
isoformes. L'indice composite d'épissage a été calculé comme la moyenne des corrections de
chaque transcrit évalué pour chaque souris, en considérant les valeurs Psi moyennes WT

comme maximales et les valeurs Psi moyennes HSAR non traitées comme minimales. Pour
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quantifier 1'expression de ' ARNm HSA, la PCR en temps réel a été réalisée a 1'aide d'un LC480
(Roche). Les réactions ont été réalisées avec le kit SYBR Green (Roche) selon les instructions
du fabricant. Les cycles de PCR en temps réel comprenaient une étape de dénaturation de 15
minutes, suivie de 50 cycles avec une dénaturation a 94°C pendant 15 s, une hybridation a 58°C
pendant 20 s et une élongation a 72°C pendant 20 s. L'ARNm Rrip0 de souris a été utilisé
comme standard. Les données ont été analysées avec le logiciel d'analyse L.C480. Toutes les

amorces sont décrites en Annexe 1.

Production et purification des protéines recombinantes

Les protéines recombinantes GST-MBNLI-His isoforme 40 et GST-MBNLIA ont été

exprimées dans Escherichia coli BL21 (DE3) par induction avec 1 mM d'isopropyl-f-D-
thiogalactoside pendant 3h a 25°C. Apres induction, les culots cellulaires ont été extraits avec
le réactif d'extraction des protéines bactériennes compleétes B-PER (ThermoFisher) pendant 15
min a température ambiante. Les protéines ont été purifiées en utilisant la résine Glutathione
Uniflow (BD Biosciences Clontech) selon une procédure standard. La protéine recombinante
40 kDa de MBNL1 doublement taguée (GST et His) a été secondairement purifiée en utilisant
un gel d'affinité His-Nickel (Sigma-Aldrich) selon des procédures standards. Dans toutes les
étapes de purification, les tampons contenaient 10% de glycérol. Les protéines recombinantes
purifiées ont été dialysées contre le tampon D (20 mM Tris-HCI pH 7.4, 0,1 M KCl, 12 mM
dithiothreitol, 0,2 mM EDTA et 10% de glycérol) (Freyermuth et al. 2016). La GST-MBNL1-
His et la GST-MBNLA recombinantes ont été traitées par la protéase PreScission (GE
healthcare) pour éliminer le tag GST. En bref, 100 g de protéines GST recombinantes ont été
traitées avec 2 U de protéase PreScission pendant 16h a 4°C dans du tampon D ajusté a 150
mM NaCl. La protéine a ensuite été mélangée a une sépharose de glutathion pré équilibrée avec
le tampon de digestion pendant 4h a 4°C. Les protéines clivées ont été récupérées apres
centrifugation. La pureté des protéines a été évaluée par électrophorese sur gel dénaturant a

12% de polyacrylamide (37,5/1).

Liaison protéine-ARN par retard sur gel in vitro

Le substrat ARN GCU-GCU-GUU-CGC-UGC-UG (Warf et Berglund 2007) a été synthétisé

par Eurogentec et marqué radioactivement en son extrémité 5 a l'aide de T4 PNK
(ThermoFisher) avec (alpha-*’P) ATP. Les nucléotides radioactifs non incorporés ont été
éliminés avec une colonne microspin G50 (Sigma-Aldrich). Avant l'incubation, 1'ARN

radiomarqué a été dénaturé dans 20 mM Tris-HCI pH 7 4, 150 mM NaCl, 5 mM MgCl2 pendant
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3 min a 95°C, puis refroidi sur glace. Des complexes ARN-protéines ont été formés en incubant
1 pL de protéines recombinantes MBNL (0-4 000 nM) dans 10 pL. de mélange réactionnel
contenant 20 mM Tris-HCI pH 7.4, 150 mM NaCl, 5 mM MgCl2, 0,1 mg/mL d'ARN de
transfert d'E. coli, 0,02% de NP40, 1 mM de dithiothréitol, 10% de glycérol et 9 pLL d'ARN
marqué (5 fmol). Les protéines recombinantes ont été diluées dans le tampon D contenant 0,5
mg/ml d'albumine de sérum bovin et incubées 15 min a 30°C. Du glycérol (5 uL, 25 %)
contenant 0,05% de bleu de bromophénol a ensuite été ajouté. Les complexes ARN-protéines
ont été séparés sur un gel de polyacrylamide natif a 5% (39/1) contenant 0,5x Tris-borate a 4°C
pendant 2h a 150V. Les gels ont été séchés et autoradiographiés. Des expériences de
compétition ont été réalisées dans les mémes conditions que celles décrites ci-dessus, avec 1
500 nM de GST-MBNLI1-his ou MBNLI1A recombinante avec une quantité croissante de
MBNLI1A ou GST-MBNLI1-his recombinante (1 500, 2 500 et 3 750 nM), respectivement. La
liaison de la protéine sur I'ARN a été analysée a 1'aide du Phosphorlmager (Molecular Imager
FX, Bio-Rad) et quantifiée avec Quantity One (Bio-Rad). Le K, a été calculé par GraphPad

Prism comme la concentration de protéine qui donne 50% de I'ARN lié a la protéine.

Séparation de phases liquide-liquide (LLPS) in vitro

Le plasmide pSP72 contenant 46 répétitions CTG a été obtenu comme décrit précédemment
(Laurent et al. 2012). Apres linéarisation avec une enzyme de restriction, le plasmide CTG
contenant 46 répétitions a été transcrit avec 1'ARN polymérase SP6 en utilisant le kit de
transcription in vitro Megascript (Ambion) selon les instructions du fabricant. Les CUG
marqués avec un fluorophore ont été obtenus en ajoutant 0,5 mM de Cy3-UTP (Cliniscience)
dans la réaction de transcription (substitution de 10% de Cy3-UTP). Les ARN transcrits ont
ensuite été traités avec de la Turbo DNase, précipités avec de 1'éthanol, purifiés avec le kit
Monarch RNA Cleanup (NEB) et resuspendus dans de I'eau. L'intégrité des ARN a été vérifiée
par électrophorese sur gel d'agarose. Pour les études de « droplets », ' ARN marqué au Cy3
(500 nM) a été incubé dans 20 pL d'imidazole (20 mM, pH 7), 100 mM NaCl, 10% de glycérol
et 0,1 mM de dithiothréitol pendant 4h a 25°C. Les protéines recombinantes (2,5 uM) ont
ensuite été ajoutées. La solution a été placée sur des lames avec chambres a fond en verre (Ibidi,
18 puits, recouvertes de 3% de BSA pendant 15 min et lavées trois fois avec de I’eau) et les
images ont été acquises immédiatement (puis toutes les 30 min) a 'aide d'un microscope Nikon
Ti2 équipé d'une platine motorisée et d'une téte a disque rotatif CSU-W1 (Yokogawa) couplée
a une caméra Prime 95 sCMOS (Photometrics) avec une chambre d'incubation a 25°C. Toutes

les images ont été acquises a l'interface de la solution, et réalisées avant que les structures
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formées ne se déposent sur le fond de la lame. Le logiciel Fiji avec des scripts personnalisés a
été utilisé pour analyser le nombre, la taille et la mobilité des structures. En bref, apres le
nettoyage et I'amélioration du contraste de I'image, les structures ont été détectées a l'aide d'une
fonction de seuil automatique (RenyiEntropy). Ensuite, le nombre et la taille de chaque objet
ont été calculés automatiquement. Pour le test de mobilité, le nombre de structures mobiles a
été calculé en soustrayant le signal de chaque image de la précédente et en comptant les objets

restants.

Expériences de FRAP (Fluorescence Recovery After Photobleaching)

Les expériences FRAP ont été réalisées sur un microscope confocal Zeiss 880 inversé équipé
d'un objectif x63, d'une alimentation en CO, par mélangeur de gaz et d'une chambre a
température controlée réglée a 37°C. Tous les parametres ont été maintenus constants entre les
expériences indépendantes. Pour assurer une bonne extinction de la fluorescence dans toute la
structure des foci par photoblanchiment, la zone d’extinction a été centrée sur les foci
sélectionnés dans le noyau. Des acquisitions Z-scan ont été réalisées pour couvrir toute la
profondeur des foci. Cinq scans de pré-photoblanchiment ont été obtenus, suivis de 40
impulsions de blanchiment avec un laser de 488 nm a 100% de puissance. Apres le
photoblanchiment, les images ont été enregistrées a raison de 100 ms entre les images pendant
100 cycles jusqu'a ce qu'un plateau soit atteint. Les images ont ensuite été traitées dans le
logiciel Imagel. Les séries d’images en Z ont d'abord été empilées en utilisant une projection Z
d'intensité maximale. La zone de blanchiment des foci a été définie comme une région d'intérét
(ROI des foci), une ROI de contrdle (ROI CTL) de la méme cellule dans le nucléoplasme
(région GFP non blanchie) et une ROI de contrdle de bruit de fond (ROI BG), définie dans une
région non fluorescente. Ces dernieres ont été utilisées pour normaliser les intensités des pixels
afin de tenir compte du photoblanchiment de la GFP et des fluctuations de la puissance du laser
pendant toute la série d'acquisitions. Pour 1’analyse, les intensités de la ROI foci et de la ROI
CTL ont été corrigées pour tenir compte de la fluorescence de la ROI BG (ROI foci corrigée =
ROI foci - ROI BG et ROI CTL corrigée = ROI CTL - ROI BG), puis l'intensité de la
fluorescence a été corrigée entre les zones blanchies et non blanchies (ROI foci finale = ROI
foci corrigée/ROI CTL corrigée). Le photoblanchiment ayant lieu au point t = 6, les intensités
de fluorescence des premieres images avant photoblanchiment (t < 5) ont été utilisées pour
normaliser les valeurs d'intensité de fluorescence pour tous les points suivants. Les intensités
de fluorescence normalisées ont été utilisées pour une analyse de régression non linéaire a I'aide

du logiciel PRISM pour estimer le temps de demi-vie de récupération de la fluorescence. La
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fraction mobile a été calculée a partir du plateau et de la premicre intensité de fluorescence
post-photoblanchiment (Y0) de la courbe ajustée avec 1'équation suivante : (Intensité plateau -
IntensitéYO)/(1 - Intensité YO). Les données obtenues ont été soumises a un test statistique de
normalité (test de normalité omnibus de D'Agostino et Pearson, logiciel PRISM), suivi d'un

Student t-test non apparié.

Séquencage de I’ARN a haut-débit
Les échantillons d'ARN ont été traités avec la DNase RNasefree (qualifié RNA RQT1) selon le

protocole du fabricant (Promega). Pour les cellules humaines, le séquencage de I'ARN total des
cellules immortalisées DM1 et Ctrl a été réalisé au Centre National de Génotypage. Apres un
controle complet de la qualité de I' ARN sur chaque échantillon en utilisant le RNA6000 Nano
LabChip sur Bioanalyzer (Agilent), les bibliotheques ont été préparées avec 1 ug d’ARN a
l'aide du TruSeq Stranded Total RNA with Ribo-Zero Kit (Illumina). La qualité des
bibliotheques a été vérifiée sur Bioanalyzer, et les bibliotheques d'échantillons ont été
regroupées avant le séquencage pour atteindre la profondeur de séquencage attendue. Le
séquencage a été effectué sur un Illumina HiSeq2000 sous forme de lectures de séquences de
100 paires de base a l'aide des réactifs Illumina TruSeq V3.

Pour les échantillons de souris, le séquencage de I'ARN total a été réalisé€ sur la plateforme de
I'Institut du Cerveau (iGenSeq). Le controle de la qualité de ' ARN de chaque échantillon a été
réalisé avec Tapestation 2200 (Agilent) et les bibliotheques ont été préparées avec le kit KAPA
mRNA hyperprep ROCHE, a partir de 250 ng d’ARN total. Le séquencage a été effectué sur
un Illumina NovaSeq 6000 sous forme de lectures de séquences de 150 paires de base en
utilisant des cellules de flux SP-300. Les séquences obtenues ont été nettoyées a l'aide de
Cutadapt (v2.10)59 et alignées avec STAR (v2.7.5a) (Dobin et al. 2013). Les génomes de
référence hgl9 et mml0 ont été utilisés pour les alignements des séquences humaines et
murines, respectivement. Les transcrits ont ensuite été quantifiés a 'aide de HTSeq (v0.12.4)
(Anders, Pyl, et Huber 2015). Toutes les étapes ont été réalisées dans un pipeline Nextflow
(v20.04.1) (Di Tommaso et al. 2017). Les geénes exprimés de facon différentielle (DE) ont
ensuite été identifiés a l'aide de DESeq2 (v1.30.0) (Love, Huber, et Anders 2014) dans
I'environnement R-Studio (R v4.0.2). Un seuil de llog2FCI > 1 et P < 0,05 ajusté a été appliqué
pour sélectionner les genes DE significatifs. L'épissage alternatif différentiel a été mesuré par
rMATS (v4.1). La détection des événements a été faite avec une étape 'pré' de chaque paire de
conditions (WT contre DM1 et WT contre MBNL1A pour I'homme, saline contre MBNLIA et

saline contre GFP pour la souris), une étape 'post' de toutes les conditions ensemble et enfin
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une étape 'stats' de chaque paire de conditions pour définir 'p-adjusted-value' et
'InclLevelDifference' pour chaque comparaison. Un seuil de IAPSII > 0,20 et un taux de fausse
découverte (FDR) ajusté P < 0,05 ont été appliqués pour sélectionner les événements d’épissage
différentiels. Enfin, le pourcentage de correction de 1'épissage a été calculé pour chaque
événement d'épissage, sur la base de la formule : (PSI ypniia — PSI pavi) x 100/(PSI crrr - PSI
pm1), ol PSI est le PSI moyen (ou 'IncLevelDifference') de toutes les réplicats d'une condition
donnée pour un événement d'épissage. L'analyse d'enrichissement des GO terms et des

processus biologiques a été effectuée a 1'aide des outils en ligne ToppGene (Chen et al. 2009).

Analyse par Southern Blot

Dix microgrammes d'ADN génomique de cellules DM1 et Contrdle ont été digérés par les
enzymes HindlIII et Sacl et soumis a une électrophorese sur gel d'agarose a 0,7% pendant 48
heures avec 1 kb Ladder (New England Biolabs) comme marqueur de taille moléculaire. Apres
dénaturation (1 M NaOH) et neutralisation (1 M Tris-HCI, 3 M NaCl, pH 8,3), ' ADN a été
transféré sur une membrane Hybond-N dans du SSC 6x. L'hybridation a été réalisée a 1'aide
d'une sonde pM10M6 marquée au 32P, un fragment BamHI de 1,4 kb contenant les répétitions
CTG (D. Furling, Coiffier, et al. 2001). La membrane a ensuite été lavée et analysée par
autoradiographie. La taille des répétitions CTG a été mesurée a l'aide du logiciel Imagel.

L'ADN isolé de cellules témoins a été utilis€ comme contrdle négatif.

Analyse par Northern blot

L'ARN total des cellules DM1 a été extrait a 1'aide d'une solution de thiocyanate de guanidine
(thiocyanate de guanidine 4,2 M, acétate de sodium 20 mM pH 5,2, N-lauryl sarcosine 0,5% et
[-mercaptoéthanol 1% v/v). Le lysat a été déposé sur un coussin de chlorure de césium
(chlorure de césium 5,7 M, EDTA 10 mM, acétate de sodium 20 mM pH 5,2) puis soumis a
une ultracentrifugation pendant 18-20h a 155 000 g a 18°C en godets basculants. Le culot
contenant I’ARN a été remis en suspension dans 400 pL de solution TES (Tris-HCl 10 mM pH
7,5,EDTA 5 mM, SDS 0,1%) et ' ARN a ensuite été purifié une premiere fois avec un mélange
phénol acide/chloroforme (1:1) puis une seconde fois avec du chloroforme (CHCl;) avant d’étre
précipité par addition d’acétate de sodium pH 5,2 (0,3 M final) et de 3 volumes d’éthanol 100%.
Apres centrifugation le culot est lavé deux fois avec de 1'éthanol a 75% et remis en suspension
dans de I'eau. L'ARN total (10 pg) a été déposé sur gel d'agarose 1% (Sigma-Aldrich) contenant
du formaldéhyde 6 M et du MESA 1X, afin de séparer les ARN. Les ARN ainsi séparés sont

transférés sur une membrane Hybond-N + (GE Healthcare) par transfert capillaire avec du SSC
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(20x) et immobilisés par pontage aux UV (Stratalinker). Les blots ont été hybridés avec une
sonde oligonucléotidique (CAG); radioactive (marquée avec de I’ATP g32P par la
polynucleotide kinase (NEB) dans un tampon d'hybridation ULTRAhyb-Oligo (Ambion-
ThermoFisher) a 42°C pendant la nuit. Apres lavage des membranes (2x SSC, SDS 0,5%) et
exposition pendant une nuit, les signaux ont été analysés a I’aide d’un Phosphorlmager
(Molecular Imager FX, Bio-Rad) et quantifiés a l'aide d'ImageJ. Toutes les valeurs ont été
normalisées par rapport au signal de I'ARN ribosomal 18S apres hybridation avec une sonde

oligonucléotidique spécifique de I’ARN 18S marquée avec de I’ATP g32P.

Analyse par Western blot
Les échantillons de tissu ont été lysés dans un tampon RIPA (150 mM NacCl, 50 mM Tris-HCI
pH 8, 0,1 mM acide éthylenediamine tétra-acétique (EDTA), 1% NP40, 0,5% dodécylsulfate

de sodium (SDS), complété par un cocktail complet d'inhibiteurs de protéase) (Roche). Les
lysats ont été soniqués et centrifugés a 14 000g pendant 10 min a 4°C. La concentration en
protéines a été déterminée par dosage BCA (ThermoFisher). Les échantillons ont ensuite été
dilués dans un tampon de charge réducteur Laemmli complété par 50 mM de dithiothréitol,
chauffés a 70°C pendant 5 min puis séparés sur des gels de polyacrylamide Bis-Tris 4-12%
(ThermoFisher), et transférés sur une membrane de nitrocellulose (Porablot NCP, Macherey-
Nagel). Les membranes ont été bloquées pendant 1h dans du lait a 5% dans un tampon PBST
(phosphate buffered saline, 0,1% Tween-20) et incubées avec un anticorps primaire dirigé
contre MBNL1 (A2764, 1:1 000 ou MB1a, don de I. Holt et G. Morris, 1:1.000), V5 (Life
Technologies, 1:1.000), GFP (Clontech, 1:1.000), GAPDH (Santa Cruz, 1:1.000) ou
VINCULIN (Sigma, 1:1.000). Les anticorps secondaires anti-lapin (Life Technologies, 1:20
000) et anti-souris (Invitrogen, 1:20 000) ont été conjugués a la peroxydase de raifort et détectés

a l'aide du systéme de substrat chimioluminescent HRP Immobilon Western (EMD Millipore).

Transfert de genes in vivo, histologie musculaire et mesure de force musculaire

Toutes les procédures concernant les souris ont été effectuées conformément au protocole
01204.02 approuvé par le Comité d'éthique sur les ressources animales du Centre
d'expérimentation fonctionnelle de la Pitié-Salpétriere et sous un confinement biologique
approprié. En bref, les souris ont été maintenues dans une installation conventionnelle exempte
de pathogenes spécifiques avec un cycle lumineux fixe (22°C, cycle obscurité/lumiere de 12h).
Des souris transgéniques HSAR (longue répétition, lignée 20b) homozygotes (fournies par C.

Thornton) ont été utilisées dans cette étude et génotypées pour le transgéne HSAMR par
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quantification des niveaux d'ACTA normalisés par rapport a I'Actal endogene de la souris dans
I'ADN génomique. Des souris de la souche de fond génétique correspondante aux souris HSALR
(FVB/N) ont été utilisées comme contrdles. Des souris adultes FVB ou HSAM® agées de trois
mois ont regu une injection de solution saline ou de vecteurs AAV9 par voie intramusculaire
(gastrocnémien) ou systémique (sinus rétro-orbitale). Apres le sacrifice des souris, le cceur, le
foie et les reins ont été congelés dans l'azote liquide et les muscles ont été congelés dans
l'isopentane refroidi a I'azote liquide. L’ ARN de ces échantillons a été extrait comme décrit plus
haut. Les muscles ont ensuite été coupés en section de 10 um avec un cryostat, et la coloration
a I'hématoxyline et a I'éosine (H&E) a été effectuée selon des procédures standards. Les images
ont été capturées par le microscope Leica DMR a l'aide d'une caméra NikonDS-Ril et du
logiciel NIS-Element. Pour déterminer le pourcentage de fibres musculaires avec des noyaux
internes, plus de 1 200 fibres (5-6 champs par section musculaire) ont ét€ comptées. Les
propriétés contractiles isométriques du muscle gastrocnémien ont été étudiées in sifru comme
décrit précédemment (Hourdé et al. 2006). Les souris ont été anesthésiées avec une solution de
Kétamine/Xylasine (80 mg/kg et 15 mg/kg, respectivement). Le genou et le pied ont été fixés
avec des pinces et des broches. Le tendon distal du muscle gastrocnémien a été fixé a un bras
de levier d'un systeme servomoteur (305B, Dual-Mode Lever). Les données ont été enregistrées
et analysées a l'aide du systtme PowerLab (4SP, ADInstruments) et du logiciel Chart 4
(ADInstruments). Le nerf sciatique (écrasé en proximal) a été stimulé par une électrode
bipolaire en argent a l'aide d'une impulsion supramaximale (10V) a onde carrée d'une durée de
0,1 ms. La force tétanique isométrique maximale absolue (PO) a été mesurée pendant les
contractions isométriques en réponse a la stimulation électrique (fréquence, 25-150 Hz ; train
de stimulation, 500 ms). La myotonie a été mesurée comme l'augmentation de l'aire sous la

courbe force par rapport au temps de relaxation.

Test ELISA

Des échantillons de sang de souris ont été prélevés a deux reprises (avant l'injection systémique
de solution saline ou de vecteurs AAV-MBNLI1Aet 7 semaines apres l'injection au sacrifice) et
le sérum a été séparé du sang par centrifugation a 5 500 rpm pendant 10 min. Des plaques
Maxisorp (Nunc) ont été recouvertes de protéines MBNL1 A purifiées ou de protéines AKAP4-
GFP (100 pL par puit) diluées a 1 mg/mL dans un tampon carbonate pH 9,6. La solution a été
incubée pendant une nuit a 4°C et remplacée par un tampon PBS contenant de la caséine (0,1%)
pendant 30 min a 37°C. Apres trois lavages avec du PBS/Tween-20 (0,05%), du sérum ou de
I'anticorps MB1a (don de G. Morris) dilué dans un tampon PBS/BSA (0,2%) ont été ajoutés
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pendant 2h a température ambiante. L'anticorps monoclonal MB1a est dirigé contre un épitope
situé dans l'exon 3 de MBNLI1 et présent dans MBNLIA. Apres trois lavages, 'anticorps
secondaire dilué dans du PBS/BSA (0,2%) a été ajouté pendant lh, puis cinq lavages
supplémentaires ont été effectués. Enfin, 100 pLL de substrat TMB monocomposant soluble
(ThermoFisher) ont été ajoutés dans chaque puit et la réaction a été arrétée en ajoutant 50 pL

d'acide sulfonique. L'absorbance de chaque puit a été mesurée a 450 nm.

Analyses statistiques

Toutes les analyses statistiques ont été réalisées a 1'aide du logiciel GraphPad Prism (version 5
ou 6) et sont présentées comme moyenne + SEM. La distribution des données a été évaluée a
I'aide du test de Kolmogorov-Smirnov avant 1'utilisation du test de Mann-Whitney, test t de
Student ou ANOVA selon les cas. Les différences entre les groupes étaient considérées comme

significatives lorsque P < 0,05 (*,P < 0,05 ; **,P < 0,01 ; *** P <0,001).
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V. Résultats

V.1 Développement de lignées musculaires humaines immortalisées de la dystrophie

myotonique pour I’évaluation d’approches thérapeutiques

Les différents modeles cellulaires développés dans la DM récapitulent plusieurs
caractéristiques de la pathologie comme les défauts d’épissage, la formation de foci et la
séquestration des protéines MBNLI1. Cependant, il existe toujours un besoin de modeles
cellulaires pertinents pour comprendre les mécanismes moléculaires liés a la pathologie et pour
évaluer les approches thérapeutiques avant la validation in vivo. Les cellules primaires issues
de patients DM 1 sont des modeles précieux puisque les expansions CTG sont exprimées dans
leur contexte naturel et présentent I’ensemble des caractéristiques cellulaires de la pathologie
(Francois et al. 2011). Cependant, plusieurs difficultés limitent 1’utilisation de ces cellules
comme [’accessibilité aux biopsies de patients ou une capacité proliférative limitée des
myoblastes en culture qui est encore plus réduite avec les cellules DM1 (Bigot et al. 2009; D.
Furling, L. Coiffier, et al. 2001). Afin de contourner ces problématiques, nous avons généré
en collaboration avec la plateforme interne au Centre de Recherche, Myoline, plusieurs
lignées immortalisées de myoblastes et de fibroblastes provenant d’un patient DM1, d’un

patient DM2 et d’un individu sain.

V.1.1 Caractérisation des cellules musculaires primaires issues de patients DM1 et

DM2

Afin d’établir des lignées cellulaires de myoblastes, des cultures de cellules musculaires
primaires ont été obtenues a partir de biopsies musculaires de patients DM1 et DM2 portant
respectivement 2600 CTG et 4000 CCTG et de patient sain.

La caractérisation des cellules primaires montre que les cultures de myoblastes différenciés
DMI1 forment des myotubes plus petits que dans les conditions contrdles et présentent
également une capacité de fusion réduite par rapport aux cultures de myoblaste non DM1 (Ctrl)
(Figure 31 A, B). En revanche, I'index de fusion (défini comme le pourcentage de noyaux dans
les myotubes par rapport au nombre total de noyaux) des cultures de myoblastes DM2
différenciés n’est pas significativement différent des cultures de myoblastes Ctrl différenciés.
La taille des myotubes DM2 est également comparable a celles des myotubes Ctrl, comme

observé précédemment dans des cultures de cellules primaires différenciées (Pelletier et al.
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2009). Au niveau moléculaire, des agrégats d'’ARN nucléaire de répétitions CUG ou CCUG ont
été détectés par hybridation fluorescente in siru (FISH) dans les cellules musculaires DM1 et
DM2 respectivement, en accord avec les études antérieures (Denis Furling et al. 2001). Des
défauts d’épissage alternatif affectant I'exon 11 de BINI, 'exon 78 de DMD et l'exon 11 de
LDB3 ont également été détectés dans des cultures de cellules musculaires différenciées DM1,
conformément a ce qui a été observé dans le tissu musculaire dans une large cohorte de patients
DM1 (Nakamori et al. 2013). Cependant, ces défauts d’épissage ne sont pas observés dans les
cultures de cellules musculaires différenciées DM2 et Ctrl (Figure 31 C). La caractérisation
des cellules primaires montre que les cultures de myoblastes différenciés DM1 présentent des

caractéristiques moléculaires de la pathologie DM1 en accord avec les études antérieures.
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Figure 31 : Caractéristiques des cellules musculaires DM primaires.

A) Les myoblastes primaires Contrdle (Ctrl), DM1 et DM2 ont été différenciés pendant 4 jours
puis fixés pour une analyse par immunofluorescence a l'aide de 1’anticorps anti-desmine (vert)
et de coloration des noyaux au Hoechst (bleu). B) L'indice de fusion des cultures de cellules
musculaires primaires différenciées a été déterminé par le pourcentage du nombre de noyaux
dans les myotubes (> 2 noyaux) par rapport au nombre total de noyaux dans les cellules
positives a la desmine. (n = 4 pour Ctrl, n = 3 pour DM1 et DM2, > 1000 noyaux comptés par
expérience). C) L'analyse RT-PCR du profil d'épissage alternatif de BINI exon 11, DMD exon
78 et LDB3 exon 11 a été réalisée dans des cultures différenciées de cellules musculaires
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primaires Ctrl, DM1 et DM2 (n = 3 en double pour chaque condition). Les données sont
présentées en moyenne + SEM. Comparaison avec One-way ANOVA avec post-test de
Newman-Keuls ; **, P <0,01.

Pour I'immortalisation, les myoblastes primaires issus de patients DM1, DM2 et Ctrl ont été
transduits avec deux vecteurs lentiviraux exprimant la sous-unité catalytique de la télomérase
humaine (hTERT) et le ligand naturel de p16, Cdk4. Les cellules co-transduites ont ensuite été
sélectionnées comme décrit précédemment (Mamchaoui, Trollet, Bigot, Negroni, Chaouch,
Wolff, Kandalla, Marie, Di Santo, J. St Guily, et al. 2011) et plusieurs clones myogéniques
immortalisés ont été isolés de chaque population. Apres avoir testé leur capacité a se
différencier en myotubes, nous avons sélectionné des clones présentant I’efficacité de fusion la
plus élevée. Un clone de chaque lignée cellulaire a été sélectionné et davantage caractérisé
(DM1-cl5, DM2-cl26 et Ctrl-cl4). Dans des conditions de différenciation, les myoblastes
immortalisés se comportent de la méme maniere que les cultures de myoblastes primaires dont
ils sont issus. Ainsi, le marquage cytoplasmique de la desmine montre que les myoblastes DM 1-
cl5 forment des myotubes plus petits que les myoblastes Ctrl-cl4 (Figure 32 A). L'index de
fusion des cultures de myoblastes DM1-cl5 différenciés est également réduit par rapport aux
cultures de myoblastes Ctrl-cl4 (Figure 32 B). En revanche, les myotubes DM2-cl26 sont
similaires aux myotubes Ctrl-cl4 et ne présentent pas de différence quant a la capacité de fusion
des cellules musculaires différenciées. Nous avons ensuite vérifié la présence d’agrégats
nucléaires d'ARN et la dérégulation de 1'épissage alternatif, deux caractéristiques de la DM,
dans ces lignées de cellules musculaires. Comme attendu, des analyses d’hybridation
fluorescente in situ, permettant la visualisation des ARN, combinées au marquage en
immunofluorescence des protéines MBNL1 (FISH/IF) ont permis de révéler la présence
d'agrégats nucléaires d'ARN-CUGexp et d'ARN CCUGexp dans des cellules DM1 et DM2
immortalisées respectivement, et qui colocalisent avec les protéines MBNLI1 (Figure 32 C).
Les protéines de liaison a I’ARN CELF1 sont également augmentées dans la DM 1 (Timchenko
etal.2001). Nous avons vérifié cette augmentation dans les cellules immortalisées DM1 et nous
avons ainsi montré que le niveau de CELF1 n’est pas significativement modifié dans les deux
clones DM1 immortalisés comparativement aux clones Ctrl (Figure 32 D et E). Comme

observé dans les cultures primaires différenciées, I'analyse par RT-PCR montre que les défauts
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d’épissage des pré-ARNm de I’exon 11 de BINI, de I’exon 78 de DMD etde I’exon 11 de LDB3
sont significativement dérégulés dans les cellules musculaires immortalisées et différenciées
DM1-cl5 et DM1-cl6 par rapport a Ctrl-cl4 ou Ctrl-cl48. De plus, pour ces mémes transcrits,
nous n’observons pas de dérégulation dans les clones DM2-cl26 ou DM2-cl33
comparativement aux clones contrdles (Figure 32 F). Enfin, 'analyse par Southern Blot indique
que la taille des répétition CTG, d’environ 2600 CTG dans les myoblastes immortalisés DM 1-
cl5 et DMI1-cl6 est similaire a la taille des CTG de la population primaire parentale de
myoblastes DM utilisée pour établir ces lignées (Figure 32 G). Ainsi, ces résultats confirment
que les myoblastes immortalisés se comportent de la méme maniere que les cultures de

myoblastes primaires dont ils sont issus.
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Figure 32 : Caractérisation des lignées cellulaires de myoblastes DM.

A) Images représentatives des myoblastes immortalisés par les lentivirus hTERT/Cdk4. Les
cultures Ctrl (cl4), DM1 (clI5) et DM2 (cI26) sont différenciées pendant 4 jours puis fixées pour
I'analyse par immunofluorescence a l'aide de 1’anticorps anti-desmine (vert) et de coloration
des noyaux au Hoechst (bleu). B) L'indice de fusion des cultures de myoblastes immortalisés
différenciés a été déterminé par le pourcentage du nombre de noyaux dans les myotubes (> 2
noyaux) par rapport au nombre total de noyaux dans les cellules positives a la desmine. (n = 3
pour chaque condition, > 1000 noyaux comptés par expérience) C) Des agrégats nucléaires
d'ARN-CUGexp ou -CCUGexp ont été détectés par FISH a 1'aide d'une sonde Cy3-(CAG); ou
-CCAG)s (rouge) dans des myoblastes DM1 et DM2 immortalisés respectivement. D-E)
Analyse par WB et quantification de 1’expression de CELF1 dans des myoblastes Ctrl et DM 1
immortalisés respectivement. F) Quantification du profil d'épissage alternatif de BINI exon 11,
DMD exon 78 et LDB3 exon 11 par RT-PCR dans des cultures différenciées de lignées
cellulaires de myoblastes immortalisés Ctrl, DM1 et DM2 (n = 3 pour chaque condition). G)
Analyse par Southern Blot a 1'aide d'une sonde DMPK pour déterminer la taille de 1'expansion
CTG dans les cellules musculaires primaires DM1 (Pr) et deux clones de myoblastes DM1
immortalisés (CI5 et C16) dérivés de la méme culture de cellules musculaires primaires. Les
valeurs sont présentées en moyenne + SEM. Statistiques : One-way ANOV A avec post-test de
Newman-Keuls ; ns, non significatif ; *, P < 0,05 ; **, P < 0,01 ; *** P <0,001.

V.1.3 Développement et caractérisation de lignées immortalisées trans-différenciées

Une méthode alternative pour produire des lignées de cellules musculaires humaines, lorsque
les biopsies musculaires ne sont pas disponibles, consiste a convertir des fibroblastes de peau
immortalis€és en myotubes multinucléés par expression forcée du facteur régulateur
myogénique MyoD (MYOD1). Brievement, des fibroblastes primaires isolés a partir d'une
biopsie cutanée sont immortalisés avec des vecteurs lentiviraux permettant la réexpression de
hTERT (Bodnar et al., 1998) et contenant une construction Tet-on MyoD inductible. Dans les
conditions non permissives, les cellules immortalisées peuvent proliférer indéfiniment, mais

apres ajout de doxycycline dans le milieu, les cellules expriment MyoD qui active le programme
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myogénique et la fusion des cellules en myotubes. Dans notre étude, des fibroblastes primaires
humains isolés a partir de biopsies cutanées obtenues a partir d'un individu témoin (Ctrl) et d'un
patient DM1 (les biopsies musculaires et cutanées ont été obtenues du méme patient), sont
utilisés pour établir des lignées cellulaires myoconverties ou trans-différenciées immortalisées,
ensuite appelées myotubes trans-différenciés. Ainsi, I'expression forcée de MyoD apres une
addition de doxycycline dans le milieu de culture conduit a la formation de grands myotubes
multinucléés DM1 comparables aux myotubes trans-différenciés Ctrl (Figure 33 A). Une
expérience d'immunofluorescence/FISH révele que les myotubes DMI1 contiennent des
agrégats nucléaires ARN-CUGexp qui colocalisent avec le facteur d'épissage MBNL1 (Figure
33 B). De plus, les myotubes trans-différenciés DM 1 présentent des changements d'épissage de
nombreux transcrits identifiés précédemment dans les muscles squelettiques des patients DM1
(Nakamori et al. 2013) notamment ATP2A1, BINI,INSR, LDB3, MBNLI et TNNT2 (Figure 33
C-D). Collectivement, ces résultats montrent que les lignées cellulaires DM1 immortalisées
trans-différenciées présentent les caractéristiques moléculaires et cellulaires de la pathologie

DMI1.
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Figure 33 : Caractérisation des cultures de myotubes DM1 et Ctrl dérivés de lignées
cellulaires de fibroblastes converties par I’expression de MyoD.

A) Marquage de la Desmine par immunofluorescence (vert) de cultures de myotubes dérivés
de lignées cellulaires de fibroblastes Ctrl myoconverties par surexpression de MyoD (panneau
de gauche) et DM1 (panneau de droite). B) FISH utilisant une sonde Cy3-CAG; (rouge) et
immunomarquage MBNL1 (vert) montrant la colocalisation de MBNLI1 avec les agrégats
nucléaires CUGexp dans des fibroblastes immortalis€és DM1 trans-différenciés. C-D) Analyse
RT-PCR et quantification montrant les profils d'épissage alternatifs dans ATP2AI, BINI, IR,
LDB3, MBNLI et TNNT2 dans des cultures de myotubes dérivés de lignées cellulaires de
fibroblastes DM1 et Ctrl converties (n = 4 pour chaque condition). Les données sont présentées
en moyenne = SEM. Comparaison avec le test de Mann-Whitney ; **, P <0,01.
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V.14 Utilité de lignées de cellules musculaires DM1 pour évaluer les composés

thérapeutiques

Pour déterminer si ces nouvelles lignées de cellules musculaires DM immortalisées représentent
des outils pertinents pour le criblage ou 1'évaluation d'approches thérapeutiques in vitro, nous
avons test¢ dans notre modele DMI1, comme preuve de concept, différents composés

thérapeutiques publiés et connus pour leur efficacité (Frangois et al. 2011; Mulders et al. 2009).

V.1.4.1 Utilisation d’une approche Oligonucléotides antisens : 2'OMe-(CAG),

Comme premiere approche, nous avons utilisé des oligonucléotides antisens (ASO) connus
pour neutraliser la toxicité de ' ARN-CUGexp en bloquant la séquestration du facteur d'épissage
MBNLI, réduisant le nombre d'agrégats nucléaires CUGexp et permettant de corriger les
défauts d'épissage DM1 dans le modele murin HSA™®R (Mulders et al. 2009; Wheeler et al.
2009). Conformément aux résultats précédemment obtenus dans des myoblastes DM 1 (Mulders
et al. 2009; Pantic et al. 2016a), le traitement des myoblastes DM 1-cl5 par ’ASO 2'OMe-PT-
(CAG); a significativement diminué le nombre de noyaux présentant des foci (Figure 34 A) et
a entrainé la redistribution des protéines MBNLI1 séquestrées dans le nucléoplasme (Figure 34
B). Des myotubes trans-différenciés DM1 ont également été traités avec I’ASO 2'OMe-PT-
(CAG); et une réduction similaire du nombre foci est observée (Figure 34 C) identiquement a
ce qui a été montré dans les myoblastes trans-différenciés DM1 (Larsen et al. 2011). Par la
suite, nous avons testé les effets du traitement par I’ASO 2'OMe-PT-(CAG); sur la dérégulation
de I'épissage alternatif dans des myotubes trans-différenci€és DM1. Les défauts d’épissage de
I'exon 5 de MBNLI et de l'exon 11 de LDB3 ont été corrigés de maniere significative apres
traitement par I’ASO 2'OMe-PT-(CAG);. Cependant, certains transcrits ne montrent pas

d’amélioration, comme par exemple l'exon 11 de BINI (Figure 34).
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Figure 34 : L’oligonucléotide antisens (CAG), corrige la toxicité de I' ARN-CUGexp dans
les cellules musculaires DM1 immortalisées.

A) Pourcentage de noyaux de myoblastes DM1 immortalisés contenant des agrégats nucléaires
CUGexp-ARN (foci) apres traitement 2'OMe-(CAG); (n = 4). Les données sont présentées en
moyenne = SEM. Comparaison avec le test de Mann-Whitney ; *** P < 0,001. B) FISH-
immunofluorescence a I'aide d'une sonde Cy3-(CAG); et d'un anticorps anti-MBNL1 pour
détecter les foci (rouge) et MBNLI (vert) respectivement dans les myoblastes DM1-cl5
immortalisés traités avec 2'OMe-(CAG); ASO par rapport aux cellules non traitées (NT). C)
Expérience de FISH pour détecter les foci CUGexp-ARN (rouge) dans le noyau (bleu) de
myotubes dérivés de lignées cellulaires de fibroblastes DM 1 myoconverties, puis traitées avec
des ASO 2'OMe-(CAG),. D) Quantification des profils d'épissage de I’exon 5 de MBNLI, de
I’exon 11 de LDB3 et de I’exon 11 de BINI, déterminés par RT-PCR dans des myotubes Ctrl
et DM1 de lignées cellulaires de fibroblastes myoconverties traitées ou non avec des ASO
2'0OMe-(CAG); (n = 8). Les données sont présentées en moyenne + SEM. Comparaison avec
un test One-way ANOVA avec post-test de Newman-Keuls ; ns, non significatif ; **, P < 0,01
; ¥FF P <0,001.
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V.14.2 [Utilisation d’une approche antisens : U7-snRNA modifié

Une deuxieme approche antisens utilisant un U7-snRNA humain modifié conjugué a une
séquence antisens (CAG);s (hU7-(CAG);s) a ensuite été évaluée dans la lignée cellulaire de
myoblastes immortalisés DM1-cl5. Une étude précédente publiée par Frangois et al. (2011) a
démontré la capacité du hU7-(CAG);s a inhiber I’expression des ARN-CUGexp et a corriger
les défauts d’épissage ainsi que les défauts de différenciation dans les cellules musculaires
primaires de patients DM1. Des myoblastes DM1-cl5 ont été transduits avec un vecteur
lentiviral exprimant la construction hU7-(CAG);s, puis les cultures ont été différenciées en
myotubes. Les myotubes formés par les cellules DM1-cl5 traitées sont morphologiquement
similaires a ceux observés dans les cellules Ctrl-cl4 (Figure 35 A) et l'indice de fusion des
cultures de myoblastes DM 1-cl5 différenciés traités a été significativement amélioré par rapport
aux cultures de myoblastes DMI1-cl5 différenciés non traités (Figure 35 B). De plus,
l'expression de l'antisens hU7-(CAG);s induit une réduction du nombre d'agrégats nucléaires
ARN-CUGexp dans les cellules traitées (Figure 35 C) et corrige partiellement les défauts
d’épissage associ€s a DM tels que I'exon 11 de BINI,1'exon 78 de DMD et 1'exon 11 de LDB3
(Figure 35 D).
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Figure 35 : L’outil hU7-(CAG);s corrige la toxicité de I' ARN-CUGexp dans les lignées
cellulaires de myoblastes DM1. A) La différenciation de la lignée cellulaire de myoblastes
DMI1-cl5 exprimant les antisens hU7-(CAG);s a été évaluée par 'immunomarquage de la
Desmine (vert) et Hoechst (bleu) et comparée aux cellules différenciées DM1-cl5 et Ctrl. B)
L’Indice de fusion des cultures différenciées de myoblastes DM1 immortalisés transduits ou
non avec un vecteur lentivirus hU7-(CAG);s par rapport a Ctrl-cl4 (n = 4 pour chaque condition,
> 1000 noyaux comptés par expérience). Les données sont présentées en moyenne + SEM.
Comparaison avec le test de Mann-Whitney ; *, P < 0,05. C) Agrégats nucléaires CUGexp-
ARN dans la lignée cellulaire myoblaste différenciée DM1-cl5 exprimant hU7-(CAG);s. D)
Analyse RT-PCR des profils d'épissage de 1’exon 11 de BINI, de I’exon 78 de DMD et de
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I’exon 11 de LDB3 dans des cultures différenciées de myoblastes immortalisés Ctrl-Cl4 et
DMI1-cl5 transduits ou non avec un vecteur lentivirus hU7-(CAG);s (n = 6 pour chaque
condition). Les données sont présentées en moyenne + SEM. Comparaison avec un test One-
way ANOVA avec post-test de Newman-Keuls ; *** P <0,001.

Pour évaluer si I’outil antisens hU7-(CAG);s avait un effet de correction global sur les défauts
d’épissage observés dans les cellules DM1, nous avons effectué un séquencage ARN a haut-
débit (RNA-seq) a partir des ARN totaux de myoblastes différenciés Ctrl-cl4, DM1-cl5 et de
DMI1-cl5 traités avec I’antisens hU7-(CAG);s. Les analyses bio-informatiques a l'aide du
logiciel DEXseq suite au séquencage ont montré que 349 événements d'épissage alternatifs
étaient modifiés de maniere différentielle (changement de facteur = 1, 5, valeur p ajustée pour
les tests multiples < 0, 1) dans les cellules musculaires DM 1-cl5 par rapport aux cellules Ctrl-
cl4. Plusieurs dérégulations d’épissages déja observées dans les muscles squelettiques de
patients DM1, tels que LDB3 exon 11, CAPZB exon 8, GFPTI exon 9, KIF13A exon 32, ANK?2
exon 21, DMD exons 71 et 78, BINI exonl1 et UBE2D3 exon 10 ont également été détectées
dans la lignée cellulaire DM1-cl5 confirmant la pertinence de notre lignée cellulaire. Comme
le montre la Figure 36A, 53% des événements d'épissage anormaux affectent des exons
cassettes. D’autres types d’événements d’épissage, y compris la rétention alternative du premier
ou du dernier exon et des introns, ont également été modifiés a 15%,20% et 8% respectivement.
Fait intéressant, le traitement avec la construction antisens hU7-(CAG);s permet une correction
(partielle ou complete) de 90% des événements d’épissages dérégulés dans les myoblastes
DMI1-cl5 différenciés. Le niveau médian de correction dans les cellules DM1 traitées était de
41% pour les événements exclus et de 37% pour les événements inclus (Figure 36B).
Individuellement, certains changements d'épissage alternatifs sont entierement normalisés
(58% pour les événements exclus et 51% pour les événements inclus ; lignes rouges),
partiellement corrigés (28% pour les événements exclus ou inclus ; lignes bleues) et non
corrigés ou avec moins de 10% de correction (14% pour les événements exclus et 21% pour les
événements inclus ; lignes vertes) (Figure 36C). Enfin, plus de la moitié€ (56%) des événements
d'épissage mal régulés dans la DM1 n'étaient plus significativement modifiés dans les cellules
musculaires DM1 traitées par rapport aux cellules musculaires Ctrl-cl4 confirmant la

neutralisation partielle de la toxicité de I' ARN-CUGexp par I’outil hU7-(CAG);s.
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Figure 36 : Effet de 1'oligonucléotide antisens hU7-(CAG);s sur les changements globaux
de 1'épissage de la DM1. L'ARN total extrait des myoblastes différenciés Ctrl-cl4, DM1-cl5 et
DMl-cl5 traité par hU7-(CAG);s a été analysé par séquencage d'ARN (RNA-seq). A)
Répartition de 349 événements d’épissage dérégulés dans les cellules DM 1-clS par rapport aux
cellules Ctrl-cl4 (nombre d'événements ; pourcentage par rapport au nombre total
d'événements). B) Box plot représentant l'inclusion de 1'épissage ou EUC (exon usage
coefficient, déterminé avec le logiciel DEX-seq) des 349 événements d'épissage (exon_bin)
regroupés en exons exclus (n = 245, panneau de gauche) et en exons inclus (n = 104, panneau
de droite) dans les cellules Ctrl-cl4, DM1-cl5 et DM1-cl5 traitées avec hU7-(CAG),s. Dans le
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diagramme en boite, la moustache inférieure représente la plus petite observation supérieure ou
égale a la charniere inférieure - 1,5 fois 1'écart interquartile (IQR) ; la bordure inférieure est le
quantile de 25%, la ligne centrale est la médiane ; la bordure supérieure est le quantile de 75%
; la moustache supérieure représente la plus grande observation inférieure ou égale a la
charniere supérieure - 1,5 fois 'IQR. C) Analyse des événements individuels d'exclusion
(panneau de gauche) ou d'inclusion (panneau de droite) de I'exon_bin dans les cellules DM1-
cl5 par rapport aux cellules Ctrl-cl4. Plus de 50% des événements sont enticrement normalisés
(rouge), 28% sont partiellement restaurés (bleu) et environ 20% ne sont pas significativement
modulés (vert) par le traitement avec hU7-(CAG);s.

Conclusion :

Cette partie de mon travail de thése a permis de montrer que les cellules musculaires DM1
immortalisées présentent des caractéristiques moléculaires identiques aux cellules primaires
dont elles sont issues. De plus, 'immortalisation des cellules primaires permet de s’affranchir
des problemes de sénescence précoce et d’arrét de la prolifération qui limitent I’utilisation des
cellules primaires, spécialement dans le cas de pathologies. Ainsi, ces cellules peuvent
proliférer indéfiniment et former des myotubes en culture. L.’expression de la mutation dans
son contexte naturel induit la formation de foci et des défauts d’épissage forts. L’inhibition de
la toxicité observée dans les cellules musculaires immortalisées grace a 1’utilisation
d’approches thérapeutiques ciblant I’ARN-CUGexp et permettant la libération des protéines
MBNLI dans le noyau font de ces modeles cellulaires un outil robuste et précieux pour

I’évaluation de composés thérapeutiques.
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V.2 Développement et évaluation d’une approche de thérapie génique basée sur une

stratégie de leurre

La séquestration des protéines MBNL par les ARN toxiques CUG induit les phénotypes
majeurs de la DM1. A I’heure actuelle, il n’existe pas de thérapie pour cette maladie. Différents
travaux montrent que cibler I’ARN muté permet de restaurer une quantité suffisante de
protéines MBNL fonctionnelles et corrige des phénotypes de la DM1. Le second objectif de
cette these a été de développer un outil thérapeutique basé sur une stratégie de leurre issu de la
modification de la protéine de liaison a ' ARN MBNLI1. Ainsi, nous avons con¢u une protéine
tronquée ayant conservé ces propriétés de liaison a I’ARN et dépourvue de son activité
d’épissage, permettant ainsi de délocaliser les protéines MBNL séquestrées sur les grandes
répétitions CUG. Cette stratégie a été testée in vitro dans les cellules musculaires immortalisées

précédemment caractérisées puis in vivo par injection d’AAV dans le modele murin HSAR,

Le développement de la stratégie de leurre repose sur la forte affinité des protéines MBNL1
pour les répétitions CUG. Ainsi, nous avons généré une protéine liant I’ARN (RBP) modifiée
conservant le domaine de liaison a I’ARN qui est caractérisé par la présence des deux domaines
en tandem en doigts de zinc (ZnF) situés dans la partie N-terminale de la protéine. Cette protéine
MBNLI1 tronquée, appelée MBNL1A, conserve donc sa capacité de liaison aux motifs YGCY.
Elle est en revanche dépourvue de la partie C-terminale, identifiée comme la partie impliquée
notamment dans 1’activité d’épissage, la localisation nucléaire et I’oligomérisation (Tran et al.
2011) (Figure 37 A). Pour confirmer que MBNL1 A présente une activité réduite, nous avons
réalisé un test d’activité d’épissage dans des cellules HelLa par co-transfection de plasmide
contenant soit MBNL1 A, soit MBNL1 et en présence des plasmides codant pour des minigenes
c¢TNT ou IR (qui sont des cibles régulées par MBNL1). Ce test montre que comparativement a
MBNLI, I’outil MBNL1A, tronqué en C-terminal, régule significativement moins 1’épissage
alternatif observé au niveau des minigenes mais garde tout de méme une activité résiduelle,
(Figure 38 A). Afin de mieux visualiser notre protéine d’intérét dans la suite de 1’étude, nous
avons fusionné MBNL1 A a une protéine fluorescente verte (GFP) et avons ensuite vérifi€¢ que
la construction GFP-MBNLI1A avait les mémes propriétés de liaison aux CUGexp que les

protéines MBNL1. Une expérience de co-transfection dans des cellules Hela exprimant une
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construction de 960 répétitions CTG et une construction GFP-MBNLI1 A a confirmé que notre
outil colocalise avec les foci de la méme maniere que la construction GFP-MBNLI1 (Figure 37
B). Etant donné que I’affinité pour les répétitions CUG est la méme entre MBNL1Aet MBNLI,
nous avons testé si la protéine MBNL1A pouvait entrer en compétition avec les protéines
MBNLI. Pour cela une expérience de compétition in vitro avec un ARN marqué au *?P a été
réalisée. Cette expérience a démontré que des quantités croissantes de protéines MBNL1A ou
MBNLI1 déplacent MBNL1 ou MBNLI1A des CUGexp respectivement, et de maniere dose-
dépendante, indiquant que les deux protéines peuvent entrer en compétition pour la liaison aux
CUGexp (Figure 37 C et Figure 38 B). A partir de ces résultats, nous avons émis I'hypothese
que MBNLI1A pourrait agir comme un leurre et jouer un réle de compétiteur pour les ARN-
CUGexp, favorisant la libération des protéines MBNL1 endogenes fonctionnelles séquestrées

dans les foci des cellules DM1.

Afin de vérifier que le leurre MBNLI1A permet la restauration de I’activité endogene des
protéines MBNL1 dans les cellules musculaires DM, les épissages alternatifs dérégulés dans
la DM1 et dépendants de MBNL1 ont été utilisés comme biomarqueurs de 1’amélioration
fonctionnelle de MBNL1 (Nakamori et al. 2013; Wagner et al. 2016). Pour cela, les cellules
musculaires immortalisées dérivées d’un patient DM1 et présentant des défauts d’épissage
caractéristiques de la maladie (Arandel et al. 2017), ont été transduites par un vecteur lentiviral
contenant une construction Tet-On GFP-MBNLI1 A, permettant une expression du transgene
dans les cellules uniquement suite a 1’ajout de doxycycline (dox) dans le milieu (Figure 37 D).
En absence de doxycycline, les myoblastes immortalisés DM1 transduits puis différenciés en
myotubes présentent des défauts d’épissage de plusieurs transcrits notamment l'exon 78 de
DMD, I'exon 5 de MBNLI, l'exon 7 de NFIX, I'exon 5 de MBNL?2 et l'exon 22 d'ATP2Al, par
rapport aux cellules musculaires controle (WT) différenciées. Ces défauts d'épissage sont
significativement corrigés par l'expression de MBNLI1A apres induction du transgene par la
doxycycline, suggérant une récupération de protéines MBNL1 fonctionnelles dans les cellules
musculaires DM traitées (Figure 37 E et Figure 39). L'analyse transcriptomique apres
séquencage global de I' ARN a mis en évidence de nombreuses dérégulations d’épissage dans
les cellules DM1 comparées aux cellules WT. L’analyse a également confirmé que la grande

majorité de ces événements dérégulés (81%) étaient normalisés (correction > 80%) ou
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partiellement corrigés (entre 20 et 80%) par MBNLI1 A, avec un niveau moyen de correction de
I'épissage de 72% (Figure 37 F haut). Cependant, la correction par MBNLIA de chaque
événement d'épissage alternatif, qu’il soit exclu (61%) ou inclus (39%), n'est pas
significativement corrélée avec la sévérité de la dérégulation de 1’épissage observée dans les
cellules DM1 (R?=0,003, P = 0,18 et R2=0,0036, P = 0,079, respectivement). Au niveau de
I'expression génique, 72% des transcrits qui étaient dérégulés dans les myoblastes DM1
différenciés ont été normalisés ou partiellement corrigés par MBNLI1 A, avec un niveau moyen
de correction de 56% (Figure 37 F bas). L'analyse Gene Ontology (GO) de I'expression des
genes et de 1'épissage alternatif a montré que les génes qui subissent une correction ainsi que
les genes non corrigés étaient distribués uniformément, sans enrichissement majeur a travers
les principaux processus biologiques qui sont dérégulés dans les cellules musculaires DM 1
(Figure 40). Dans I'ensemble, ces résultats indiquent que le transcriptome des cellules
musculaires DM1 différenciées est globalement amélioré par 'expression de MBNL1A.

La correction globale du transcriptome nécessite le retour a la normale de 1'activité endogene
des protéines MBNL 1. Pour vérifier que ces corrections sont dues a la libération des protéines
MBNLI1 endogenes par I’action de notre outil leurre MBNLIA, I'expression des ARNm de
MBNLI et de MBNL2 a été inhibée par I'utilisation d’ARN interférents dans des cellules
musculaires WT ou DM1 exprimant ou non MBNLI1A (Figure 37 D haut). La transfection
d’ARN interférents (siRNA) dirigés contre les ARNm de MBNLI et de MBNL?2 induit une
réduction respective de 50% et de 70% des niveaux des transcrits MBNLI et MBNL2. L’effet
est également confirmé par une diminution efficace des niveaux de protéines MBNLI1 et
MBNL2 (Figure 41). Comme attendu, la double extinction de MBNL1 et MBNL?2 dans les
cellules WT induit des défauts d'épissage des exon 78 de DMD, exon 5 de MBNLI, exon 7 de
NFIX, exon 5 de TNNT2, exon 11 de LDB3 et exon 25 de SOSI similairement a ceux observés
dans les cellules DM1 (Figure 37 G et 42). Ces défauts d’épissage, consécutifs a la déplétion
de MBNLI1 et MBNL?2 dans les cellules WT, ne sont pas corrigés par I’expression du leurre
MBNLIA, suggérant que ’activité résiduelle d’épissage ne suffit pas a compenser la perte de
fonction de MBNL1 et MBNL2. De plus, la surexpression de MBNL1A ne modifie pas les
profils d'épissage alternatif des cellules musculaires WT (Figure 37 G et 42). En revanche, les
corrections des défauts d'épissage des pré-ARN de DMD, MBNLI, NFIX, TNNT2, LDB3 et
SOS1 dans les cellules DM1 exprimant MBNL1 A sont abolies suite a la déplétion des protéines
MBNLI1 et MBNL2. Ceci démontre que la libération des protéines MBNL endogenes

séquestrées dans les foci est nécessaire a la correction les défauts d’épissage et soutient ainsi
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que le mécanisme de leurre induit par MBNL 1 A permet la restauration d’une quantité suffisante

de MBNL1 fonctionnelle dans les cellules DM.
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Figure 37 : MBNLI1A corrige les défauts d'épissage alternatif et le transcriptome des
cellules musculaires dérivées d’un patient DM1. A) Représentation schématique des
protéines MBNL1 et MBNLI1A. Le ZnF et les exons (ex) alternatifs 3, 5 et 7 sont indiqués par
des cases noires, bleues, roses et oranges, respectivement. B) Images représentatives de foci
d'ARN-CUGexp et MBNL1 ou MBNLI1A visualisés par FISH/IF dans des cellules Hela co-
transfectées avec des plasmides exprimant 960 répétitions CTG et GFP-MBNL1 ou GFP-
MBNLIA. Les foci d'ARN-CUGexp sont détectés avec une sonde Cy3-CAG (rouge), les
protéines GFP-MBNL a l'aide d'un anticorps anti-GFP (vert) et les noyaux par coloration au
Hoechst (bleu). Barre d'échelle, 10 um. C) Compétition entre les protéines GST-MBNLI1 et
MBNLIA pour la liaison a I'ARN-CUGexp marqué au *?P, déterminée par le test de
déplacement de mobilité par électrophorese. D) Plan expérimental. Des myoblastes DM
immortalis€s ont été transduits avec des vecteurs lentiviraux exprimant de maniere
conditionnelle GFP-MBNL1A (LV) et différenciés pendant 3 jours avant I'ajout de doxycycline,
permettant l'expression de GFP-MBNL1 A et une analyse plus poussée (E-F) au jour 6. Dans un
dispositif expérimental comparable, des siRNA contre MBNL1 et MBNL?2 ont été transfectés
aux jours 2 et 3 de la différenciation (diff.) dans les cellules musculaires WT et DM1 (G). E)
Correction du défaut d'épissage alternatif de I'exon 78 de DMD évaluée par RT-PCR dans les
cellules musculaires DM1 différenciées exprimant GFP-MBNLI1A (n = 3). Les données sont
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analysées par One-way ANOVA suivie du test de Tukey (****P < 0,0001). F) Les analyses
transcriptomiques montrent la correction globale des défauts d'épissage (en haut) et la
dérégulation de l'expression des geénes (en bas) dans les cellules musculaires DM1 exprimant
GFP-MBNLIA (n = 3) par rapport aux cellules musculaires WT (n = 6) et DM1 non traitées (n
= 3). Les graphiques correspondants montrent la distribution des événements DM1 avant
(rouge) et apreés (vert) le traitement par MBNL1IA. G) Correction des défauts d’épissage
alternatif de l'exon 78 de DMD dans les cellules musculaires différenciées WT et DMI
exprimant ou non GFP-MBNL1 Aet transfectées avec ou sans siRNA contre les ARNm MBNL]/
et MBNL2 (n =4). Les données ont été analysées par One-way ANOVA suivie du test de Tukey
(***P < 0,001, ****P < (0,0001 ; ns, non significatif).
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Figure 38 : MBNLI1A a une activité d'épissage réduite mais une affinité de liaison aux
répétitions CUG similaire a celle de MBNL1. A) Analyse RT-PCR de I'épissage des
minigeénes ¢TNT exon 5 et IR exon 11 dans des cellules Hela co-transfectées avec des plasmides
exprimant GFP, GFP-MBNL1 ou GFP-MBNLI1A (n = 3). Données analysées par One-way
ANOVA suivie du test de Tukey (*p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001). B) Electrophorése a
déplacement de mobilité représentative et courbes de liaison CUGexp utilisées pour évaluer la
constante de dissociation apparente (Kd +/- s.d.) des protéines GST-MBNLI1-His et GST-
MBNLA doublement marquées (n = 5) et des protéines MBNL1 et MBNLI1A (n=7).
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Figure 39 : MBNLIA corrige les événements d'épissage dérégulés dans les cellules
musculaires DM1 différenciées. Correction de 1'épissage alternatif de I'exon 7 de NFIX, de
I'exon 5 de MBNL?2, de 'exon 22 d'ATP2A1, de I'exon 5 de MBNL?2 et de I'exon 5 de MBNLI
évaluée par RT-PCR dans les cellules musculaires DM1 différenciées exprimant GFP-
MBNLIA par rapport aux cellules musculaires DM1 et WT différenciées non traitées (n = 3).
Données analysées par One-way ANOVA suivie du test de Tukey. (****p < (0.0001).
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Figure 40 : Effets du traitement par MBNL1A sur les principaux processus biologiques
dérégulés dans les cellules DM1. Liste des 20 principaux processus biologiques identifiés par
RNAseq suite a l'analyse GO de 1'épissage alternatif et de l'expression des geénes dans les
cellules DM1 comparées aux cellules WT. Les nombres de geénes, la valeur P de chaque terme
enrichi sont représentés en plus du pourcentage de genes corrigés, partiellement corrigés ou non
corrigés dans les cellules DM1 traitées par MBNLIA.
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Figure 41 : MBNL1A ne modifie pas l'expression endogene de MBNL. A) Des cellules
musculaires différenciées WT ou DM1 ont été transfectées avec un mélange de siRNA dirigés
contre les ARNm MBNLI et MBNL2 au jour 2 et la GFP-MBNL1A a été induite ou non par la
doxycycline au jour 3. Les échantillons ont été analysés au jour 6. Niveaux d'ARNm MBNLI
et MBNL?2 déterminés par RT-PCR quantitative dans les cellules musculaires WT,DM1 et DM 1
traitées par MBNLIA (n = 4). Données analysées par One-way ANOVA suivie du test de
Tukey. (*p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001, ****p <0,0001). B) Niveau de protéines MBNL1
et MBNL2 déterminé par Western blot dans des cellules musculaires WT différenciées (n = 3).
Données analysées par un test t de Student non apparié. (**p < 0.01).
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Figure 42 : La correction des défauts d'épissage de la DM1 par MBNL1A nécessite une
activité fonctionnelle de MBNL1 endogene. Analyse des changements d'épissages alternatif
de lI'exon 7 de NFIX,de l'exon 5 de TNNT2,de l'exon 5 de MBNLI,de l'exon 11 de LDB3 et de
l'exon 25 de SOS! dans des cellules musculaires WT ou DM1 différenciées pendant 6 jours,
transfectées avec ou sans siRNA dirigés contre les ARNm de MBNLI et MBNL?2 au jour 2 de
différenciation et exprimant ou non GFP-MBNL1A au jour 3 (n = 3-4). Données analysées par
One-way ANOVA suivie du test de Tukey (*p < 0,1, ***p < 0,001, ****p < 0,0001).
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Afin d’évaluer ’effet de I’expression de MBNL1 A sur l'interaction délétere entre les protéines
MBNLI et les répétitions CUGexp dans les cellules DMI1, le comportement des foci et des
protéines MBNL1 séquestrées a été examiné, par FISH et immunofluorescence, toutes les 2
heures, pendant 8h apres 1'induction du leurre GFP-MBNL1 A (Figure 43 A). Dans les cellules
musculaires DM1 différenciées non traitées, MBNL1 colocalise avec les foci nucléaires
CUGexp (Figure 43 B et 44). Apres induction de GFP-MBNL1 A suite a I’ajout de doxycycline
dans les cellules DM1, I’analyse par Western blot montre que 1'expression de MBNL1A
augmente graduellement de 2 a 8h (Figure 43 C). Cette augmentation est associée a une
colocalisation des protéines GFP-MBNL1A avec les foci (Figure 43 B et 43). Parallelement, le
nombre moyen de foci par noyau diminue significativement, passant de 17 foci dans les cellules
DMI1 non traitées a 4 foci dans les cellules DM1 exprimant MBNL1A (Figure 43 D). Une
analyse par Northern blot confirme la réduction d’environ 50% des niveaux d'ARNm de DMPK
muté dans les cellules DM1 traitées par MBNLI1A (Figure 43 E, F). Les défauts d’épissage
observés dans les cellules DM1 sont dus a la séquestration de MBNL1 dans les foci (Fardaei et
al. 2002). Nous avons quantifié 1’intensit¢é moyenne des protéines MBNL1 par foci et nous
observons une réduction significative d’intensité dans les cellules DM1 exprimant MBNL1A
par rapport aux cellules DM1 non traitées (Figure 43 G). Une diminution globale de 80% de
MBNLI séquestrée par noyau correle avec la réduction du nombre de foci dans les cellules
DM1 traitées par GFP-MBNLI1A (Figure 43 H). Conjointement, la libération de MBNL1 des
foci d'ARN est associée a sa relocalisation dans le nucléoplasme des cellules DM traitées par
rapport aux cellules DM1 non traitées (Figure 43B et 44). Ainsi, une correction progressive de
différents défauts d’épissage dépendants de MBNL1 est observée dans les cellules musculaires
DM1 traitées, confirmant la récupération d’une quantité suffisante de protéines MBNL1
fonctionnelles apres traitement (Figure 43 I, J et Figure 45). Ces résultats soutiennent
I’existence d’un mécanisme de leurre par lequel les protéines MBNL1 A entrent en compétition
pour la liaison aux CUGexp, favorisant la libération de MBNL1 séquestrée et permettant ainsi

de restaurer les profils d’épissage des transcrits cibles de MBNLI.

138



DM1+ MBNL1A

*) DM1 FISH-immunofluorescence (B)
5_ Western-blot (C) ®)
Olh 2h 4h 6h 8h Foci quantification (D)
+ | > | Northern-blot (E) & quantification (F)
diff. 3 days Sequestered MBNL1 quantification (G,H) 2
+/- MBNL1A RT-PCR (I, J) z
g
© 30 -
D [}
®  %25la ...
g5
23520
MBNL1A =T EE
£g 15
c s 10 = —
. . Q
VInCu|II’1 - - -l - g :-o- 5 FRKK  pegeden
o
MBNL1A - 2h 4h 6h 8h 0 * 5
MBNL1A - 2h 4h 6h 8h z
(S

(E) (F)

cuG
pupk [ SR B B .

CUG®**-DMKP/18S (%)
-
(=)

x
z
185 [l e el 0 20 s
I3
MBNL1A = 2h 4h 6h 8h 0 & g2
MBNL1A - 2h 4h 6h 8h s g
-z
(G) (H) g
>
=z 2.0 ns - 2.0
Eo 25

25 1.5 *kkk 27 1.5 =

g -5 *kkk g 3 ns

EL 1.0= = - 535 1.0{le 4
[ -3

Jg = 8 8 c ol [T
z = 0.5 - 33 0.5 - & xkk
o 5 T8 dekkk dekkok
= & ged N cgu
opany
0.0 0.0 £
MBNL1A - 2h 4h 6h 8h MBNL1A - 2h 4h 6h 8h -
(U] )
100 wT 100 A”s vens O DM
& g~ M wnn T w0 % 95 A & DM1+MBNL1A
5 & DMT+MBNLIA yur 0 < r
w 60 rokwk ™ O 60

g 3 a A s @

Qg w ° €3 « z
© ns a < _>
= 204 om v 20 T3
N1 a : -

" =
ex78 | e — = == + a %
ex5 - z
N — =
MBNL1A - 2h 4h 6h 8h MBNL1A

Figure 43 : La liaison de MBNL1A a CUGexp déplace MBNL1 endogéne des foci d'ARN
et réduit les niveaux de CUGexp-ARN dans les cellules musculaires dérivées de patients
DM1. A) Plan expérimental. B) Foci ' ARN-CUGexp, MBNL1Aet MBNLI1 visualisés par des
techniques de FISH et immunofluorescence dans des cellules musculaires DM1 différenciées
exprimant ou non GFP-MBNL1 A pendant 8h. Des images représentatives aux points t0 et 8 h
ont été extraites a partir de la figure 44 montrant tous les points (0, 2, 4, 6, 8h). Les foci ARN-
CUGexp ont été détectés avec une sonde Cy3-CAG (rouge), GFP-MBNLI1A en utilisant un
anticorps anti-GFP (vert), MBNL1 endogene avec un anticorps polyclonal dirigé contre la
partie C-terminale de la protéine (gris) et les noyaux avec une coloration au Hoechst (bleu). Le
périmetre des noyaux est représenté par une ligne pointillée dans les panneaux supérieurs et la
région d’intérét (ROI) identifiée pour I'analyse des foci est indiquée par des lignes blanches
pleines. Barre d'échelle, 10 um. C) Expression de GFP-MBNL1 A dans les cellules musculaires
DM1 apres induction par la dox. D) Quantification du nombre moyen de foci par noyau dans
les cellules musculaires DM1 apres expression de MBNL1A. Les données ont été analysées par
One-way ANOVA suivie du test de Tukey (****P < 0,0001). E-F) Niveaux de transcrits DMPK
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mutés déterminés par Northern Blot dans les cellules musculaires DM1 différenciées apres
l'expression de MBNLIA (n = 3). Les données ont été analysées par One-way ANOVA suivie
du test de Tukey (****P < (0,0001). G-H) Intensité moyenne du marquage de MBNL1 par foci
(G) et niveau moyen de MBNL1 séquestrée par noyau (H) (volume moyen du foci X intensité
moyenne de MBNL1 x nombre de foci par noyau) quantifié€s dans les cellules musculaires DM1
exprimant ou non MBNLIA (n > 50 champs de 5 expériences et plus de 45 noyaux par n). Les
données ont été analysées par One-way ANOVA suivie du test de Tukey (****P < 0,0001). I-
J) Correction de 1'épissage alternatif de 1'exon 78 de DMD (I) et de I'exon 5 de MBNLI (J)
évaluée par RT-PCR dans les cellules musculaires DM1 différenciées apres I'expression de
MBNLIA (n = 5). Les données ont été analysées par One-way ANOVA suivie du test de Tukey
(**+EP < 0,0001).

RNA foci/MBNL1A RNA foci/MBNL1
RNA foci RNA foci MBNL1A /Hoechst /Hoechst

Oh

Figure 44 : Le leurre MBNL1 A interfere avec la dynamique des foci. Images représentatives
d’un marquage combiné FISH/Immunofluorescence de cellules musculaires DM1 différenciées
sur un parcours de 2 a 8 heures apres l'induction de l'expression de GFP-MBNL1 A par rapport
aux cellules musculaires DM1 non traitées. Foci d'ARN-CUGexp détectés avec une sonde Cy3-
CAG (rouge), GFP-MBNLI1A (vert) MBNL1 endogene avec un anticorps dirigé contre la partie
C-terminale de la protéine (gris) et noyaux avec coloration de Hoechst (bleu). Foci d'ARN dans
la premiere colonne a partir de la gauche, identifiés par des contours blancs sur fond sombre

140



par le logiciel d'analyse d'image automatisé€. Le périmetre du noyau est représenté par la ligne
pointillée dans 1'image agrandie. Barre d'échelle : 10xm
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Figure 45 : Correction progressive des défauts d'épissage dépendants de MBNL1 dans les
cellules DM1 apreés traitement par MBNL1A. Analyse RT-PCR de la correction de I'épissage
de l'exon 2 d'ALPK3, de l'exon 7 de NFIX, de 'exon 5 de MBNL?2 et de 1'exon 25 de SOSI au
cours du temps par le traitement MBNLI1A (n = 5-9) en comparaison aux cellules musculaires
DMI non traitées (n = 11). Données analysées par One-way ANOVA suivie du test de Tukey
(**p < 0,01, ***p < 0,001, ****p < 0,0001, ns : non significatif).
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Afin de mieux comprendre le mécanisme par lequel I’expression de MBNLIA induit une
réduction du nombre de foci CUGexp dans les cellules musculaires DM1, nous nous sommes
intéressés au comportement de MBNL1A dans les foci eux-mémes. Des expériences de FRAP
(ou Fluorescence Recovery After Photobleaching) réalisées dans des cellules musculaires
différenciées DM1 exprimant soit les protéines marquées GFP-MBNLI1 A soit GFP-MBNLI1
montrent que MBNLI1 A présente un demi-temps de récupération accru dans les foci CUGexp
photoblanchis et une fraction plus élevée de molécules mobiles par rapport a MBNL1 (Figure
46 A a E). Par conséquent, la présence de la partie C-terminale de MBNL1 semble impliquée
dans 1’augmentation de la fraction de molécules immobiles, appuyant I’hypothese que les
structures formées par les ARN-CUGexp et MBNLI1A se comportent différemment des foci
formés par les ARN-CUGexp et les protéines MBNLI1. Afin d’évaluer les effets du leurre
MBNLI A sur la formation et la stabilité des foci, nous avons testé si les protéines MBNL1A et
MBNLI1 modifient 1'assemblage des répétitions d'ARN-CUGexp en grands amas sphériques
(ou en gouttelettes par séparation de phases liquide-liquide (LLPS)). Ainsi, nous avons suivi,
in vitro, le comportement des gouttelettes formées par des ARN contenant 46 répétitions (ARN-
CUGH46) marquées par fluorescence, en présence ou en en l'absence de protéines recombinantes
purifiées GST, RUVBL2, MBNL1A ou MBNL1(Figure 46 F et Figure 47). Comme montré
dans des travaux précédemment publiés (Jain et Vale 2017), les ARN-CUG46 forment des
gouttelettes rondes et dynamiques, avec une grande mobilité dans la solution. L’ajout des
protéines recombinantes purifiées MBNL1 aux ARN-CUG46 modifie la forme de ces
gouttelettes et forme des structures filamenteuses et allongées (Figure 46 G). De plus, le
nombre des gouttelettes est fortement augmenté par rapport a la condition ARN-CUG46 seule
ou en présence des autres protéines recombinantes telles que GST ou RUVBL2, montrant que
la formation de ces gouttelettes est due a la présence des protéines recombinantes MBNL1
(Figure 46 G et Figure 47). Nous observons également que les structures CUG46/MBNLI1
sont statiques et ont une mobilité réduite. A contrario, la présence de¢ MBNL1A conduit a la
formation de gouttelettes de forme moins allongée et plus ronde, avec des structures
filamenteuses moins ramifiées que celles formées avec MBNLI ainsi qu’une mobilité plus
élevée (Figure 46 G et H). Alors que 69% des structures ARN-CUGexp/MBNLI1 étaient déja
immobiles a 0,5h et jusqu'a 92% apres 8h, la fraction immobile des structures ARN-
CUGexp/MBNLI1A augmente progressivement de 12% a 0, h a 63% apres 8h, et se stabilise

jusqu'a 12h, ce qui indique que la composition des gouttelettes influence leurs propriétés
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biophysiques (Figure 46 H). Par ailleurs, MBNL1A forme environ deux fois moins d’objets a
0,5, 4 et 8h comparativement au nombre d’objets formés par MBNL1. De plus, la taille des
gouttelettes formées par MBNLI1A est sensiblement réduite par rapport a celles formées par
MBNLI. De plus, la majorité des gouttelettes formées par MBNL1 A sont de petite taille (avec
une réduction importante de gouttelettes de grosse taille) comparativement aux gouttelettes
formées par MBNL1, présentant une répartition d’environ 50% de gouttelettes de grande taille
et 50% de gouttelettes de moyenne a petite taille (Figure 46 I et J). Les protéines MBNLI et
MBNLI1 A ont la capacité de se lier aux répétitions CUG de par la présence des motifs ZnF. Le
leurre MBNL1 A semble moins capable de former des amas sphériques avec I'ARN-CUGexp
que MBNLI1. Ces résultats suggerent que la présence de la partie C-terminale de la protéine
MBNLI1 favorise 'agrégation et la stabilisation de ' ARN-CUGexp et les protéines MBNL1A
forment des structures d'’ARN plus mobile et instables. Cette stabilité et cette dynamique
différentielle peuvent conduire a la réduction des niveaux de transcrits CUGexp-DMPK

mesurés dans les cellules DM1 apres traitement par MBNL1A.
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Figure 46 : MBNL1A forme des complexes ARN-CUGexp moins stables que MBNLI1. A)
Expériences de récupération de fluorescence apres photoblanchiment (FRAP) sur des lignées
cellulaires DM 1 exprimant GFP-MBNL1 ou GFP-MBNLI1A. B) Les images représentatives de
I'expérience FRAP montrent l'empilement en z des points de temps de pré-blanchiment,
blanchiment et plateau post-blanchiment dans les cellules exprimant GFP-MBNL1A ou GFP-
MBNLI1. C) Les courbes de récupération des foci photo-blanchis sont représentées sous forme
d'intensité fluorescente normalisée en fonction du temps. Chaque point de donnée correspond
a la moyenne d'au moins 25 foci, les barres d'erreur indiquent la SEM. D-E) Quantification des
fractions mobiles et temps de demi-vie de récupération obtenus par analyse de régression non
linéaire. Moyenne + SEM pour au moins n = 25 foci. La significativité a été testée avec un
Student t-test non apparié (*P < 0,05, **P < 0,01, ***P < 0,001). F) Schéma expérimental de
I’expérience de formation de gouttelettes d'ARN in vitro en présence des protéines
recombinantes MBNL1 ou MBNLIA. G) Images représentatives de la formation de gouttelettes
d'ARN fluorescentes en présence des protéines recombinantes MBNLI ou MBNLIA a
différents moments. MBNL1 ou MBNLI1A (2,5 mM) ont été ajoutés a 500 nM de Cy3-CUG46
dans un tampon de formation de gouttelettes contenant 100 nM de NaCl. Grossissement, x40 ;
barre d'échelle, 50 um ; barre d'échelle dans l'insert, 10 wm. H) Pourcentage de fraction
immobile (%) des gouttelettes d'’ARN a différents temps aprés l'ajout des protéines
recombinantes MBNL1 ou MBNLIA. I) Quantification du nombre de gouttelettes d'ARN
fluorescentes en présence des protéines recombinantes MBNL1 ou MBNL1A. J) Quantification
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de la surface occupée par les gouttelettes d'ARN en présence des protéines recombinantes
MBNL1 ou MBNLI1A.
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Figure 47 : Comportement des complexes CUGexp-ARN en présence de protéines
recombinantes. Images représentatives de la formation de gouttelettes d'ARN fluorescentes en
I'absence ou en présence des protéines recombinantes MBNL1, MBNL1A, GST ou RUVBL2 a
différents moments. Les protéines recombinantes de MBNL1, MBNL1A, GST ou RUVBL2
ont été ajoutées a I’ARN marqué Cy3-CUG 46 dans un tampon de formation de gouttelettes.
Grossissement 40x ; Barre d'échelle 50um ; Barre d'échelle dans l'insert 10um.
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Pour transposer notre stratégie de leurre in vivo, la construction GFP-MBNL1 A a été encapsidée
dans un vecteur AAV9 recombinant assurant une transduction et une expression du transgene
efficace dans le muscle squelettique (Zincarelli et al. 2008). Dans un premier temps, les muscles
gastrocnémiens (GA) de souris sauvage (WT) ont été injectés en intramusculaire (IM) avec les
vecteurs AAV-GFP-MBNL1A ou AAV-GFP a un titre de 1 x 10! vg, tandis que les muscles
controlatéraux ont été injectés avec une solution saline (Figure 48 A). Cinq semaines post-
injection, les muscles injectés avec AAV-GFP-MBNL1A ou AAV-GFP ne présentent aucun
changement histologique comparativement a la condition saline (Figure 48 B). Cependant,
l'injection de vecteur AAV-GFP-MBNLI a 1 x 10" vg qui permet la correction des défauts
d’épissage dans le modele murin HSAR (Kanadia et al. 2006) (Figure 49 A), conduit a des
dommages musculaires chez les souris WT avec la présence de 35% de fibres présentant des
noyaux centralisés (Figure 47 B et C). Or, la présence de fibres centronucléées est un marqueur
d’un processus de dégénérescence et régénération suite 2 un dommage musculaire. Deux et trois
semaines apres l'injection de I'AAV-GFP-MBNLI1, I’analyse Hématoxyline Eosine (HE)
montre une régénération massive et 1’analyse par gPCR semble confirmer ce processus avec la
réexpression dans le muscle des marqueurs précoces de la myogenese tels que les transcrits
MyoG et Myh8 (Figure 48 B et C). A contrario, cette régénération musculaire n’est pas
observée dans les muscles des souris WT suite a I’injection de I’AAV-GFP-MBNL1A. De plus,
I’analyse par Western blot ne montre pas de différence de niveau de MBNL1 endogene suite a
I'expression exogene de GFP-MBNLI1 A (ou de la GFP) par rapport aux muscles injectés avec
la solution saline (Figure 47 D et Figure 49 A). Nous avons ensuite vérifié que la surexpression
exogene de MBNLI1 A ne modifie pas le profil d’épissage d’un panel de genes dérégulés dans
la DM1 (Nakamori et al. 2013; Tanner et al. 2021). L’analyse par RT-PCR de 23 événements
anormalement épissés dans la DM1 et régulés par MBNL1 ne montre aucune modification dans
les muscles WT exprimant soit I’AAV-GFP-MBNLI1 A (Figure 48 E) soit I’AAV-GFP (Figure
50 B et C). L ’indice composite d'épissage dérivé des 23 événements d'épissage testés confirme
d’ailleurs les résultats individuels (Figure 48 F). Pour approfondir notre analyse et examiner
d'autres effets li€s a I’expression exogene de GFP-MBNLI1 A, un séquencage a haut-débit de
I'ARN a été réalisé sur des échantillons de muscle GA de souris WT injectées avec ’AAV-
GFP-MBNLI1A, ’AAV-GFP ou une solution saline. L'analyse des événements d’épissage

alternatif différentiellement dérégulés (P ajusté < 0,05, [APsil > 0,2) a montré que seuls 12 genes
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sont modifiés par I’expression de MBNL1A (Annexe 2). Parmi ces genes, deux étaient
également modulés dans les muscles traités par ' AAV-GFP (parmi seulement 11 événements
d'épissage retrouvés modifiés) (Annexe 2). Par ailleurs, deux sont également dérégulés dans les
muscles des souris MBNLI-/- ; MBNL2-/+ dans lesquelles 970 événements ont été identifiés
(Tanner et al. 2021). L'analyse de I'expression globale des génes a montré que les changements
(P ajusté < 0,05, llog2fold change (FC)I > 1) induits par AAV-GFP-MBNL1 A étaient restreints
par rapport a ceux induits par I’AAV-GFP (Figure 48 G). De plus, le nombre de transcrits
identifiés par la méthode Crosslinking/Immunoprécipitation/Sequencing (CLIP) comme étant
des cibles directes de MBNL1 (Wang et al. 2012a) et les transcrits riches en CUG contenant
des tailles de répétitions CUG supérieures a 7 qui sont dérégulés dans les muscles injectés par
AAV-GFP-MBNLI1A (40 et 18, respectivement), n'ont pas augmenté par rapport aux muscles
injectés par AAV-GFP (57 et 27, respectivement). L'analyse GO des geénes différentiellement
modifiés a montré que les 20 principaux processus biologiques modifiés dans les muscles WT
exprimant ' AAV-GFP-MBNLI1A ou I’AAV-GFP sont liés a la réponse immunitaire (Figure
51). Aucune voie liée a une dysfonction musculaire n'a été mises en évidence chez les souris
WT exprimant MBNL1A, conformément a l'analyse histologique qui ne montre aucun
dommage musculaire (Figure 48 B). Globalement, ces résultats montrent que I’expression de

MBNLI1An'induit pas d'effets déléteres dans les muscles squelettiques des souris WT.
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Figure 48 : L'expression de MBNLI1A a l'aide de vecteurs AAV n'a pas d'effet délétere
chez les souris WT. A) Plan d'expérience. Les muscles GA de souris FVB (WT) ont été injectés
avec les vecteurs AAV9-GFP-MBNLI1A, AAV9-GFP-MBNLI1 ou AAV9-GFP (1 x 10" vg, n
=4) pendant 5 semaines. Les muscles controlatéraux ont recu une solution saline. B) Coloration
a I'hématoxyline et a 1'éosine (H&E) réalisée sur des sections de gastrocnémien. Les noyaux
centronucléés des fibres sont indiqués par des fleches blanches. C) Fraction de fibres avec ou
sans (w/0) noyaux centralisés aprés une seule injection intramusculaire (n = 1 500 fibres par
muscle. Barre d'échelle, 30 um). D) Niveau de protéines MBNL1 dans les muscles de souris
WT injectés avec AAVI-GFP-MBNLA ou une solution saline, déterminé par Western blot (n
=4). Les données ont été analysées par un Student t-test non apparié. E) Profils d'épissage de
I'exon 7a de Clcnl et de l'exon 22 d'Atp2al évalués par RT-PCR chez des souris WT, 5
semaines apres l'injection intramusculaire d'AAV9-GFP-MBNLI A par rapport aux muscles
controlatéraux injectés avec une solution saline ou des muscles de souris HSAR (n = 3). Les
données ont été analysées par One-way ANOVA suivie du test de Tukey (****P < (0,0001). F)
Indice composite d'épissage dérivé de 23 événements d’épissages dépendants de MBNLI1 et
dérégulés dans la DM1, puis analysés dans les muscles de souris WT injectés avec AAV9-GFP-
MBNLIA, AAV9-GFP ou une solution saline. G) Expression différentielle (P ajusté < 0,05,
llog2FCl > 1) dans le muscle de souris WT injecté avec AAV9-GFP-MBNL1A ou AAV9-GFP
(partie supérieure) et expression différentielle des génes contenant soit des séquences répétées
CTGn (n = 7) ou identifiés par CLIP comme cibles directes de MBNLI1 (partie inférieure).
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Figure 49 : La surexpression de MBNLI1 corrige les défauts d’épissage dans la souris
HSA'®R mais induit une toxicité dans la souris WT. A) Correction de I'épissage alternatif de
I'exon 22 d'Atp2al, de I'exon 7a de Clcnl et de l'exon 5 de Mbnll évaluée par RT-PCR dans le
Gastrocnémien de souris HSAMR apres injection intramusculaire d'AAV9-GFP-MBNL1 (1x10"
vg, n = 3) et comparée au muscle controlatéral injecté avec une solution saline ou au muscle de
souris WT (n = 4). Données analysées par One-way ANOVA suivie du test de Tukey
(****p<0,0001). B) Coloration a I'hématoxyline et a I'éosine (HE) réalisée sur des sections de
muscle GA de souris WT injecté avec des vecteurs AAV9-GFP-MBNLI (1x10 "' vg) ou une
solution saline pendant 2 ou 3 semaines. C) Expression de Myog et Myh8 mesurée par RT-
qPCR dans les muscles FVB injectés avec AAV9-GFP-MBNLI1 ou une solution saline a 2
semaines.
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